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IV. RESUMEN

En esta tesis doctoral se desarrolla, caracteriza y modela una nueva
técnica de generacion de microcapsulas. En ella se continta con el trabajo
iniciado por el Laboratorio de Encapsulacion, Fluidos Supercriticos vy
Separacion de Afinidad de la Universidad de Salamanca, dirigido por los
doctores Eva M. Martin Del Valle y Miguel A. Galan Serrano, ambos con
experiencia en el desarrollo de procesos de encapsulacion y liberacion de
farmacos.

Asi mismo, se pone de manifiesto la importancia de la Ingenieria
Quimica en la Biomedicina en lo que al desarrollo de nuevas vias terapéuticas

y de diagndstico se refiere.

Este trabajo se ha llevado a cabo con la ayuda de los proyectos de
investigacion SA094A08 y CTQ2006-03831, y de la beca FPI concedida por la
Junta de Castilla y Ledn. Ademas, con la estancia de investigacion de cinco
meses en el Laboratorio de Biomateriales, Liberacion de Farmacos,
Bionanotecnolo-gia y Reconocimiento Molecular -dirigido por el Dr. Nicholas
A. Peppas- en la Universidad de Texas en Austin (EEUU) se han completado los

estudios iniciados en la Universidad de Salamanca.

El objetivo global de esta tesis ha sido el desarrollo, caracterizacion y
modelado de una técnica de generacion de capsulas con tamanos comprendi-
dos entre 20 y 50 micras. Esta técnica permitira abordar el tratamiento y el
diagnostico de enfermedades tales como la esclerosis multiple, la displasia

broncopulmonar, el enfisema y la fibrosis pulmonares, y la neumonectomia.

Con este proposito, se ha desarrollado una técnica basada en procesos
de atomizacion neumatica para la generacion de capsulas de tamaio com-
prendido entre 20 y 50 micras. Esto permite su administracion terapéutica a
través de inyecciones Hamilton y aerosoles. El proceso se produce sin la

intervencion de condiciones desfavorables tales como el calentamiento o la
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utilizacion de disolventes organicos. Las capsulas han sido caracterizadas en
tamaino y morfologia, mediante el analisis por difraccion laser, y la
microscopia Optica, respectivamente. El comportamiento del sistema se
estudié mediante la construccion de las curvas que describen la variacion del
tamano de las capsulas por el efecto de las variables que influyen en el
proceso de atomizacion.

Después del desarrollo y caracterizacion de la técnica, ésta ha sido
modelada para un mejor entendimiento del mecanismo de atomizacion
mediante el desarrollo de un modelo semi-empirico que predice el tamano de
las capsulas, sin necesidad de experimentar, y un modelo tedrico que permite
conocer el mecanismo de ruptura de la hoja liquida por la accion del aire, y a
su vez predecir el tamano final de particula, teniendo en cuenta los mecanis-
mos de atomizacion primaria y secundaria.

Con el objetivo de conocer el comportamiento de las microcapsulas en
el cuerpo humano para su utilizacion en las aplicaciones biomédicas, se han
realizado estudios de transferencia de materia en continuo y discontinuo para
asegurar y conocer las condiciones de la liberacion de sustancias inmovili-
zadas en el interior de las capsulas.

Finalmente, la técnica desarrollada, ha sido aplicada con éxito en la
inmovilizacion de células madre mesenquimales y monocitos con el proposito
de obtener un futuro tratamiento de la esclerosis muiltiple mediante terapia
celular. Asimismo, se ha conseguido el reconocimiento de proteinas para un
posible diagndstico precoz de la esclerosis mdultiple. Por Gltimo, se han
desarrollado sistemas de liberacion dual mediante films bifasicos poliméricos
suturables que contienen tanto células y factores terapéuticos libres, como
microcapsulas con células y factores inmovilizados en su interior, para un

posible tratamiento de la fistula broncopleural postneumonectomia.
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V. ABSTRACT

This thesis, which develops, characterizes, and models a new
technique to the generation of microcapsules, is part of the reseach
developed by the Encapsulation Research Group (ERG) of the Universidad of
Salamanca, directed by Eva M. Del Martin Valle, PhD and Miguel A. Galan
Serrano, PhD, with extensive experience in the field of encapsulation
processes and drug delivery. This thesis highlights the importance of Chemical
Engineering at the Biomedicine through the development of new therapeutic
treatments and diagnosis methods.

This work was carried out with the aid of the research proyects
SA094A08 and CTQ2006-03831 and the FPI scholarship granted by the Junta de
Castilla y Leodn. In addition, the research conducted at the University of
Salamanca has been supplemented by the research carry out for five month in
the laboratory of biomaterials, drug delivery, bionanotechnology and
molecular recognition, directed by Nicholas A. Peppas, Sc.D, in the University
of Texas at Austin, USA.

The overall aim of this thesis was the development, characterization
and modeling of a technique of generation of capsules with sizes ranging from
20 to 50 microns. This technique will address treatment and diagnosis of
diseases such as sclerosis multiple, bronchopulmonary dysplasia, emphysema

and lung fibrosis and postpneumonectomy bronchopleural fistula.

First, it has been developed a new technique to the generation of
capsules, based on pneumatic atomization process, which allows to obtain the
required size capsules for administration by Hamilton injections and
aerosol. Besides its small size, the capsules are generated without using
drastic conditions, such as heating or the use of organic solvents. The
technique developed has been characterized through analysis of the capsules

with laser diffraction and optic microscopy, and the construction of the
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behabiour curves, which describe the effect of variables that influence the
process in the size of the capsules.

After the development and characterization of the technique, it has
been modeled to better understanding of the mechanism of generation of the
capsules, by developing a semi-empirical model that predicts the size of the
capsules, without experimentation, and a theoretical model, which allows to
understand the mechanism of liquid sheet breakup by the action of air, and
predict the final size of particle, taking into account the mechanisms of
primary and secondary atomization.

Furthermore, it was carried out steady and unsteady mass transfer
studies with the aim of understanding the behavior of the microcapsules in
the human body for the use of the capsules in future biomedical applications.

The developed technique has been successfully applied to the
immobilization of mesenchymal stem cells and monocytes with the objective
to achieve a future treatment of multiple sclerosis by cell therapy. In
addition, we have achieved the recognition of proteins for a potential early
diagnosis of the multiple sclerosis. Finally, these microcapsules have been
also applied in dual-delivery systems using a new polymeric biphasic film that
contain free cells, therapeutic factors, and microcapsules with immobilized
cells and factors within it, for a possible treatment of postpneumonectomy

bronchopleural fistula.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

1.1. CONCEPTO E IMPORTANCIA DE LA MICROENCAPSULACION

En los ultimos anos, el crecimiento de la industria farmacéutica y
biotecnologica ha motivado un enfoque diferente en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos medicamentos. La estrecha conexion de los cientificos
procedentes de diversos campos, tales como la quimica, la biologia, la
medicina y la ingenieria ha llevado al descubrimiento de las bases celulares y
moleculares en las que se fundamentan los procesos biologicos naturales y

patologicos, abriéndose asi una nueva era en la investigacion de farmacos.

Las formas mas comunes de administracion de farmacos son las
pastillas y las inyecciones. Estas satisfacen los requerimientos en eficacia en

cuanto a:

e Suintroduccion y eliminacién en el organismo.
e Su absorcion en la sangre.

e Su distribucion hacia el punto especifico donde es requerido.

Sin embargo, estos métodos no son adecuados para los medicamentos
desarrollados en los Gltimos afos, tales como las proteinas recombinantes
(vacunas y hormonas).

La mayoria de las proteinas no pueden ser administradas por via oral
debido a los problemas relacionados con su degradacion en el medio acido del
tracto gastrointestinal, siendo el modo de administracién mas comun las
inyecciones intravenosas. Estas sustancias tiene un peso molecular alto lo que
puede provocar una absorcion pobre en la corriente sanguinea (Dai et al.,
2005). Asimismo, la mayoria tienen un tiempo de vida media corta en la
corriente sanguinea, y por ello necesitan ser administradas frecuentemente
en altas dosis para obtener la eficacia terapéutica deseada que puede revertir

en efectos secundarios, pudiendo ser toxicas (Dai et al., 2005).
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Estas dificultades provocan la necesidad de desarrollar nuevos
sistemas de administracién de farmacos que permitan mantener los niveles

terapéuticos sin producir los indeseables efectos secundarios.

Por todo ello, numerosos investigadores estan tratando de alcanzar el
desarrollo de sistemas ideales de liberacion de medicamentos de alta especi-
ficidad y actividad en el lugar de aplicacion, sin efectos toxicos (Herrero et
al., 2007).

En los ultimos anos se estan desarrollando nuevos sistemas de adminis-
tracion de farmacos llamados vectores, entre los que destacan las microcap-
sulas (Dai et al., 2005). Esta forma farmacéutica permite disefar una adminis-
tracion mas sostenible y mejor adaptada, al aumentar la eficacia del farmaco

o molécula bioldgicamente activa que incorporan.

La encapsulacion puede definirse como el proceso por el cual se
encierra material activo en una matriz, rodeada por una membrana semi-
permeable. Estos sistemas, que se diferencian en su morfologia y estructura
interna, presentan como caracteristica comdn su tamano, el cual puede ser
superior o inferior a un micrometro, denominandose microcapsulas o nanocap-
sulas, respectivamente. Cuando el nucleo y el recubrimiento no esta realmen-
te separados, las microcapsulas, o nanocapsulas, se denominan microparticu-

las, o nanoparticulas (Galan et al., 2005).

De forma general, una capsula se puede definir como una pequeia
esfera rodeada por un recubrimiento homogéneo (Figura 1.1). El material
encerrado en la capsula se llama nucleo, fase interna, o encapsulado. El
recubrimiento o “coating” se denomina carcasa, funda, fase externa, o mem-

brana.
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Membrana

l

A
Nucleo

Figura 1.1. Estructura de una capsula

El primer paso para la formacién de una capsula consiste en formar
una pared alrededor del nicleo, de tal forma que el material de éste no
libere. El material de la pared debe prevenir la entrada de materiales inde-
seables que puedan dafnar el nucleo. Finalmente, es necesaria la liberacion
del material del nlcleo en el momento apropiado y en la proporcion adecuada
(Galan et al., 2005).

Las capsulas pueden presentar, de forma general, una de las siguien-

tes estructuras (Galan et al., 2005):

v" Tipo matricial: en este tipo de estructura el principio activo se encuentra
muy disperso bajo la forma de diminutas particulas en el material de

recubrimiento (Figura 1.2).

POLIMERO

\

/

FARMACO

tiempo =0 tiempo =t

Figura 1.2. Representacion esquematica de una estructura matricial
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v" Tipo capsular: en este caso, el principio activo se encuentra incluido en
una especie de reservorio que se halla envuelto por una fina pelicula del

material de recubrimiento (Figura 1.3).

POLIMERO

l

/

FARMACO
tiempo =0 tiempo =t

Figura 1.3. Representacion esquematica de una estructura capsular o de reservorio

Ademas, los nuevos avances en el campo de la encapsulacion han
posibilitado el desarrollo de nuevas estructuras entre las que cabe destacar
(Galan et al., 2005):

* El disefo de sistemas con multiples nicleos, pudiendo ser un aplome-

rado de diferentes tipos de capsulas. Si el material del nlicleo es un
material irregular, entonces la pared seguira el contorno de las

particulas irregulares y se conseguiran soportes irregulares.

* Uno de los ultimos disenos desarrollados es el de multicapas. En este
caso, multiples capas se depositan alrededor del nicleo para lograr
multiples propésitos relacionados con su fabricacion, tales como el

almacenaje y la liberacion controlada del principio activo.
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De forma general se puede afirmar que estos sistemas aportan las

siguientes ventajas (Couvreur et al., 1993):

&

k=

Proteger al material activo que se pretende encapsular frente a su

inactivacion quimica, enzimatica o inmunologica.

Mejorar el transporte de la molécula bioldégicamente activa hasta

lugares dificiles de alcanzar, asi como de su penetracion en la célula.

Aumentar la especificidad de accion y la eficacia del farmaco en el
blanco celular y/o molecular. Asi, con dosis mas pequeias la activi-
dad terapéutica obtenida es, al menos, idéntica y los efectos secun-

darios menores.

Disminuir la toxicidad en ciertos 6rganos mediante la modificacion de
la distribucion tisular de la molécula biologicamente activa que se

pretende transportar.

Prolongar el tiempo de residencia del farmaco en el organismo, asi
como controlar su liberacion. Todo ello implica disminuir la frecuencia
de tomas e, indirectamente aumentar el cumplimiento del trata-

miento por parte del paciente.

En general, se puede concluir que las principales ventajas de las capsulas son:

®

®

Ofrecer una proteccion al material y/o farmaco encapsulado de su
eventual degradacién en las condiciones de almacenamiento y/o

bioldgicas.

Permitir perfiles de liberacion constantes en el tiempo, sin necesidad

de administraciones repetidas.
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En la Figura 1.4 se muestra el perfil de liberacion de los farmacos tra-
dicionales (pastillas e inyecciones) que aumenta después de cada administra-
cion, y decrece hasta la siguiente dosis. El punto clave en la administracion
de farmacos tradicional es que el nivel en sangre del agente activo debe
permanecer entre un valor maximo, que representa el nivel toxico, y un nivel
minimo, por debajo del cual el farmaco no es efectivo. En los sistemas de
liberacién controlada el nivel del farmaco en sangre sigue el perfil mostrado
en la Figura 1.4. permaneciendo constante entre los niveles maximos y
minimos deseados, durante un largo periodo de tiempo (Del Valle, E.M. et al.,
2009).

(Del Valle, E.M. et al., 2009)

-
/ LIBERACION CONTROLADA
—

Loodtmoooooood \_ Indice
" terapéutico

J

T
I Farmaco  Segunda
f/ dosis Liberacién controlada

Concentracion de farmaco
—

!

Primera dosis .
Tiempo

.
»

Figura 1.4. Perfil de liberacion en sangre de un firmaco

Dentro de las aplicaciones de la encapsulacion una de las mas
prometedoras es la basada en la inmovilizacion de las células, tejidos o enzi-
mas en estructuras poliméricas, con el fin de sustituir parcial o totalmente
tejidos u drganos dafados o disfuncionales, asi como desarrollar un sistema
farmacéutico que permita la liberacion continua y controlada de productos

terapéuticos. De esta forma, el espectro de aplicacion de esta tecnologia
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abarca un gran nimero de patologias (Herrero et al., 2007; Broeckx et al.,
2003):

e Enfermedades del sistema nervioso central: Alzheimer, Parkinson,
Enfermedad de Hungtinton.

e Alteraciones endocrinas: Enanismo, Hipoparatiroidismo, etc.

e Cancer.

e Desarrollo de 6rganos bioartificiales: Diabetes, cirrosis, etc.

e Otros: Hemofilia, anemia, etc.

En concreto, las células madre son células con capacidad de semi-
rrenovacion ilimitada y prolongada que pueden dar lugar, como minimo, a un
tipo de células hijas altamente diferenciadas. Algunas células madre son ca-
paces de iniciar su diferenciacion para dar lugar a cualquier tipo celular espe-
cializado del organismo adulto. Las células madre se encuentran en embriones
y también en una gran variedad de tejidos adultos, de donde pueden ser aisla-
das, cultivadas, manipuladas y reimplantadas. Las células madre pueden con-
ducir al tratamiento de importantes enfermedades, ya que pueden diferen-
ciarse en células musculares cardiacas (infartos), neuronas (Alzheimer y otras
enfermedades neurodegenerativas), células productoras de insulina (diabe-
tes), etc., permitiendo conseguir, al menos en modelos animales, elementos

sustitutivos para los tejidos danados (Benita, 1996).

La inclusion de células madre terapéuticamente activas en sistemas de
microencapsulacion, asegura tanto la proteccion mecanica como el inmuno-
aislamiento del injerto, esto es, el enmascaramiento frente a la respuesta
inmune del huésped y consecuentemente su actividad a largo plazo. Ademas,
una vez implantadas las células secretaran el producto de novo, lograndose un
tratamiento mas fisioldgico y efectivo (Herrero et al., 2007; Galan et al.,
2005; Broeckx et al., 2003).
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En la Tabla 1.1. se recoge un resumen de las principales lineas celula-

res inmovilizadas en microcapsulas poliméricas y sus aplicaciones terapéuticas

mas importantes (Pedraz et al., 2004).

Tabla 1.1. Principales lineas celulares inmovilizadas y sus correspondientes

aplicaciones terapéuticas

Linea celular

Aplicaciones terapéuticas

Fibroblastos
Mioblastos

Células renales
Islotes de Langerhams
Células ovaricas
Células paratifoideas
Hepatocitos
Condriocitos

Células de Leydig

Células adrenales cromafines

Células madre

PC12 feocromocitoma
Mieloma

Hibridoma

Células tumorales

Células de retina

Células productoras vect. virales

Bacterias

Cancer, Enf. Metab., SNC, Enf. Genéticas
Cancer, Enf. Metab., SNC, Enf. Genéticas
Cancer, Hemofilia, SNC

Diabetes

Enfermedad de Fabry

Hipoparatiroidismo

Transplante de higado

Regeneracion de hueso y cartilago
Reemplazamiento hormonal

Enfermedad de Parkinson, Dolor Crénico
Regeneracion de hueso, SNC, Enf. Endocrinas
Enfermedad de Parkinson

Factor de crecimiento hepatico

Cancer, produccion de anticuerpos
Vacuna antitumoral, interleuquinas
Enfermedad de Parkinson

Cancer

Eliminacion de urea

(Abreviaturas: Enf.: enfermedad; SNC: sistema nervioso central; Metabodlic: Metabdlicas;

Vect: vectores)
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Por otra parte, a diferencia de otras alternativas biomédicas actuales
en estudio, como la terapia génica in vivo, la tecnologia de encapsulacion
celular no altera el genoma del huésped, lo que ofrece unas mayores

garantias para su uso clinico.

Finalmente, la gran versatilidad de esta estrategia permite que las
células encapsuladas puedan emplearse tanto para tratamientos localizados
(tumores solidos), regionales (cerebro) como sistémicos (diabetes) (Angelova
et al., 1999; Benita, 1996; De Vos et al., 2002; Orive et al., 2003; Orive et al.,
2004; Tseng et al., 1997).

11
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1.2. ANTECEDENTES RELATIVOS A LA MICROENCAPSULACION

Un hecho destacable del proceso de microencapsulacion radica en que
su aplicacion no se limita Unicamente al campo de los medicamentos o sustan-
cias bioldgicas, sino que se extiende a campos tan diversos como la alimenta-
cion, la agricultura, la industria textil, la cosmética y la construccion. De
hecho, el origen de la microencapsulacion data del afno 1931, en el que se
publicé un trabajo que describia la formacion de microcapsulas de gelatina
segun un procedimiento que ya en aquel momento recibié la denominacién de
“coacervacion”. Esta técnica fue objeto de multiples variaciones durante los
anos 40, y su aplicacion mas importante fue dirigida a la encapsulacion de

colorantes para la elaboracion del papel de calco (Benita, 1996).

Aplicaciones posteriores se centraron en el campo de la alimentacion,
por ejemplo para la encapsulacion de aromas, vitaminas, sabores, etc., con el

objetivo de (Popplewell et al., 1995):

e Impedir su pérdida, que en el caso de la encapsulacion de sabores re-
duce su volatilidad, alargando sensiblemente la vida media del pro-

ducto.

e Protegerlos de:
o La reaccion con otros compuestos presentes en el alimento.
o La oxidacién debido a la luz o al oxigeno.
o El Calor y la humedad, permitiendo mantener su estabilidad y
viabilidad.
o Los malos olores y sabores, mejorando su sabor, aroma,

estabilidad, valor nutritivo y apariencia externa.

e Obtener mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales debido a su

liberacion controlada.

12
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La microencapsulacion ha sido también empleada en la agricultura,
especialmente para la encapsulacién de pesticidas y fertilizantes (Fanger,
1974; Popplewell et al., 1995; Mathiowitz et al., 1999). Los pesticidas son
encapsulados con el objetivo de ser liberados de forma controlada a lo largo
del tiempo, permitiendo a los agricultores aplicar los pesticidas con menor

frecuencia y minimizar la cantidad empleada.

Ademas de los sectores mencionados anteriormente, la industria textil
hace uso de los materiales microencapsulados con el fin de mejorar las pro-
piedades de los productos finales.

Las enormes posibilidades que surgen de la aplicacion de las capsulas
en el ambito textil han propiciado la aparicion del término “textiles inteligen-
tes” por las capacidades que es capaz de dotar a los mismos. Es posible obte-
ner tejidos ampliamente funcionales, con caracteristicas hasta ahora impen-
sables para los mismos, derivadas de la naturaleza de los agentes contenidos
en el ndcleo de las microcapsulas. Algunos de los agentes inmobilizados son,
entre otros, perfumes, productos terapéuticos y cosméticos (productos hidra-
tantes, ambientadores, tonificantes), bactericidas, repelentes antimosquitos,
acaricidas, combinaciones de ingredientes (perfume + bactericida), pigmentos
cuyo color cambia con la temperatura (foto y termocromismo), agentes resis-
tentes al fuego, agentes para la proteccion a las radiaciones ultravioleta,
materiales de cambio de fase (o PCMs) para la adaptacion al clima (Parys,
M.C., 2006).

Las aplicaciones de la microencapsulacion llegan hasta el campo de los
materiales de construccion de edificios. Con esta tecnologia se han conse-
guido mejoras en los materiales de construccion, tales como, proteccion
contra el fuego, resistencia a las bajas temperaturas, aislamiento térmico y
acustico, control de temperatura, proteccion contra la corrosion, etc. (Boh et
al., 2008).

13
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Sin embargo, a pesar de que la microencapsulacion esta siendo em-
pleada en los campos anteriormente mencionados, la biomedicina es donde
esta tecnologia esta teniendo una mayor relevancia y desarrollo debido a su
mayor repercusion social, ya que los avances biomédicos revierten en el tra-

tamiento de importantes enfermedades.

La idea de microencapsular medicamentos surgi6 a mediados de la
década de los 50, cuando una compaiia farmacéutica (Smith Kline y French
Ltd.) introdujo esta tecnologia con la finalidad de conseguir una liberacion
sostenida o prolongada en el tiempo de los medicamentos. Uno de los prime-
ros medicamentos microencapsulados, recogidos en la bibliografia, fue la
aspirina con la intencion de prevenir la irritacion gastrica asi como conseguir
una liberacion controlada del farmaco. Sin embargo, aunque la aplicacion de
la microencapsulacion al campo de los medicamentos se produjo ya avanzados
los anos 50, lo cierto es que su difusion fue muy rapida, llegando a ser
paulatinamente una tecnologia muy utilizada en la industria farmacéutica,
debido a los beneficios que conlleva, al producir un tratamiento mas efectivo
en el tratamiento de las enfermedades (Fanger, 1974; Popplewell et al.,
1995; Mathiowitz et al., 1999).

Ademas de la aplicacion de la microencapsulacion en la liberacion
controlada de farmacos, en las Ultimas décadas se estan desarrollado
importantes avances biotecnologicos en este campo que han permitido la
sustitucion y regeneracion de organos y tejidos dafados. La microencapsula-
cion de células, dentro de membranas poliméricas, ayuda a superar las difi-
cultades provocadas por el rechazo producido en el transplante de organos.
La membrana semipermeable evita la penetracion de moléculas de alto peso
molecular, tales como los anticuerpos, y otras moléculas inmunologicas
activas, dentro de las capsulas, impidiendo asi el contacto con las células

encapsuladas. Ademas, permite la entrada de nutrientes y oxigeno, y la salida

14
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de los productos terapéuticos segregados por la células inmovilizadas (Herrero
et al., 2007).

Una de los primeros ejemplos de células transplantadas en membranas
inmunopretectoras para la sustitucion de 6rganos danados se produjo en 1933,
cuando Bisceglie inmovilizd células tumorales en una membrana polimérica y
las transplanto en la cavidad abdominal de cerdos. Los resultados experimen-
tales mostraron que las células sobrevivieron lo suficiente como para poder
concluir que estas no fueron destruidas por el sistema inmunologico
(Bisceglie, 1933).

Una década mas tarde, Algire observd que la encapsulacion de cual-
quier tipo de injerto, previa a su transplante, retrasaba notablemente la apa-
ricion de una respuesta inmune de rechazo (Algire, 1943).

Treinta afos después, Chang introdujo la idea de usar la encapsulacion
para la inmunoproteccion de células transplantadas (Chang, 1964). Esto fue
puesto en practica satisfactoriamente en los anos setenta y ochenta para la
inmovilizacion de un injerto de células de islote pancreatico que ayudaba en
el control de glucosa en la diabetes en pequefos modelos animales (Chick et
al., 1975; Lim et al., 1980).

Actualmente, el transplante de células en membranas inmunoprotec-
toras esta siendo objeto de estudio para el tratamiento de una amplia varie-
dad de enfermedades, entre las que se encuentran, la hemofilia B (Liu et al.,
1993), la anemia (Koo et al., 1993), el enanismo (Chang et al., 1993), la
insuficiencia renal (Cieslinski et al., 1994), la insuficiencia hepatica (Uludag
et al., 1993), la pituitaria (Aebischer et al., 1986), las insuficiencias del siste-
ma nervioso central (Aebischer et al., 1994), y la diabetes mellitus (Lim et
al., 1980).

Por tanto, la microencapsulacion de células representa una alternativa
en el desarrollo de sistemas médicos que liberen de forma controlada el pro-
ducto terapéutico y un hito en el trasplante de tejidos sin el requerimiento de

las dosis habituales de inmunosupresores. Los avances llevados a cabo en los
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Ultimos afos en animales de experimentacion han dado lugar a un amplio
numero de ensayos clinicos (Pedraz et al., 2004), tal y como se resume en la
Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Ensayos clinicos realizados en los ultimos afios con la tecnologia de la
microencapsulacion de células

Autores Ao Aplicacion Producto terapéutico

Soon Shiong et al. 1994 Diabetes Insulina

Circe Biomedical o L.
e 1995 Cirrosis hepatica -
Hepatassist

Aebischer et al. 1996 EAL CNTF

Vitagen, Hepatix® 1996 Cirrosis hepatica -

Buschner et al. 1996 Dolor croénico Catecolaminas
Hasse et al. 1997 Hipoparatiroidismo Hormona paratiroidea
Lorh et al. 1999 Cancer pancreatico  Proteina CYP2B1
Bachoud-Levi et al. 2000 Enf. De Hungtinton CNTF

Titan Pharmaceuticals® 2001 Parkinson Dopamina
Neurotech® 2003 Retinitis Pigmentosa CNTF

Calafiore et al. 2003 Diabetes Insulina
Aebischer et al. 2004 Parkinson GNTF

Aebischer et al. 2004 Anemia EPO

(Abreviaturas: EAL: esclerosis amiotrofica lateral; CNTF: factor neurotrofico ciliar; Enf.:
enfermedad; GNTF: factor neurotrofico derivado de células gliales; EPO: eritropoyetina.)

El interés en esta herramienta biotecnoldgica ha llegado también al
sector industrial en el que un destacable numero de compaiias farmacéuticas
y biotecnoldgicas han apostado en el empleo de sistemas de inmovilizacion de
células para tratar patologias tan dispares como la diabetes, la retinitis pig-

mentosa, enfermedades del sistema nervioso central o diabetes. El avance
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continuo de disciplinas cientificas como la ingenieria quimica, la genética, la
biologia y la tecnologia farmacéutica, pronostican que la tecnologia de encap-
sulacion de células podra, en un futuro, ser empleada eficazmente en el tra-
tamiento de muchas de las enfermedades con mas repercusion social y econo-
mica (Pedraz et al., 2004).

17
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1.3. ENFOQUE, OBJETIVOS Y MOTIVACION DE LA TESIS DOCTO-
RAL

En este apartado se describen el enfoque y el objetivo global de esta
tesis doctoral. A continuacion, una vez enmarcado el problema de partida, se
detallaran los objetivos parciales de cada uno de los capitulos en los que se

divide el trabajo de investigacion.
1.3.1. Enfoque del problema de partida y objetivo global

La terapia celular es uno de los ambitos mas prometedores dentro de
la biomedicina que tiene como objetivo principal reemplazar, reparar, o
mejorar la funcion de un tejido u 6rgano danado. Para asegurar el éxito de
esta técnica se requiere la puesta en comln de diferentes areas de
conocimiento tales como, la biologia celular, la inmunologia, la ingenieria de
tejidos, la ingenieria quimica, la biologia molecular, los biomateriales, la
biologia de transplantes, la medicina regenerativa, y la investigacion clinica.
Esta disciplina puede considerarse, sin duda, como una nueva plataforma
terapéutica para el tratamiento de un gran nimero de trastornos clinicos.
(Herrero et al., 2007).

Actualmente, existen varios factores que complican el desarrollo
normal de la terapia celular, siendo el mas importante la proteccion de las
células implantadas del sistema inmunitario del huésped para evitar su fago-

citacion.

Un posible remedio al inmuno-rechazo es la administracion regular de
una combinacion de inmunosupresores. Sin embargo, estos compuestos
generan graves efectos secundarios, tales como la aparicion de infecciones
oportunistas y el desarrollo de neoplasias malignas. La toxicidad directa que
se deriva de estos medicamentos constituye uno de los mayores problemas

que afectan a la supervivencia y a la calidad de vida del paciente, y conduce
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a graves patologias como la hipertension arterial, la hiperlipidemias, la
diabetes mellitus, la insuficiencia renal irreversible y la pérdida de masa 6sea
(Del Castillo-Olivares, 1998; Herrero et al., 2007).

La solucion a este problema puede ser la inclusion de las células
terapéuticamente activas en microcapsulas con membranas semi-permeables
(Figura 1.5.), que aseguran tanto la proteccion mecanica como el inmuno-
aislamiento del injerto. Es decir, la membrana protectora ayuda a evitar que
se produzca la fagocitacion del material terapéutico encapsulado por parte
del sistema inmunitario del huésped, asegurando consecuentemente su
actividad a largo plazo. Esta membrana permite la entrada de nutrientes y de
oxigeno, la salida de los productos de desecho, y la de los factores
terapéuticos producidos por las células que permitiran el tratamiento de la
enfermedad (Angelova, 1999; Benita, 1996; De Vos et al., 2002; Orive et al.,
2003; Orive et al., 2004).

Sistema
inmunitario .
@ Nutrientes y

oxigeno

Factores
Desechos

Célula  Matriz  Membrana

Figura 1.5. Esquema de una microcapsula
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Esta tesis doctoral esta incluida dentro del proyecto de ingenieria
biomédica, desarrollado por el Laboratorio de Encapsulacion, Fluidos
Supercriticos y Separacion de Afinidad de la Universidad de Salamanca,
dirigido por los doctores Eva M. Martin Del Valle y Miguel A. Galan Serrano,
ambos con experiencia en el desarrollo de procesos de encapsulacion y
liberacion de farmacos.

En este proyecto existen, actualmente, dos lineas de investigacion
abiertas, coordinadas con diversas instituciones biomédicas de Salamanca y
Leon, que tienen como elemento comun el desarrollo de una técnica de gene-
racion de microcapsulas eficaz para el tratamiento de diversas enfermedades

mediante terapia celular.

Linea de investigacion 1:

En esta linea de investigacion, desarrollada con la colaboracion del
Instituto de Neurociencias de Castilla y Leon, y los servicios de Hematologia y
Patologia del Hospital Universitario de Salamanca, se pretende desarrollar
una técnica efectiva para la encapsulacion de diferentes lineas celulares, ta-
les como, células madre mesenquimales, células monoclonales, y monocitos.

Dichas microcapsulas se emplearan en el tratamiento de:

v' La esclerosis multiple, una enfermedad desmielinizante, neuro-

degenerativa, crénica y no contagiosa del sistema nervioso central.

Teniendo en cuenta que el sistema nervioso central de un mamifero
adulto es practicamente incapaz de regenerar espontaneamente las
estructuras danadas tras una lesion, estan siendo investigadas diferentes
estrategias para el tratamiento de esta enfermedad, siendo el enfoque
actual el transplante de diferentes lineas celulares (células madre

mesenquimales, monocitos y células monoclonales) que producen factores
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troficos terapéuticos en el lugar danado (Genain et al., 1995; Linington et
al., 1988; Pluchino et al., 2003; Weisser et al., 1998).

Por tanto, se pretende proceder a la encapsulacion de células madre
adultas, células monoclonales y monocitos, que produzcan los factores
terapéuticos que permitan la reparacion de las lesiones producidas en un

modelo experimental de esclerosis multiple.

v' Las enfermedades pulmonares generadas por la falta de formacién o
destruccion de los tabiques alveolares, entre las que se encuentran la

displasia broncopulmonar (DBP), el enfisema y la fibrosis pulmonares.

La reparacion de procesos crénicos en el pulmon se produce general-
mente por cicatrizacion, teniendo este organo una capacidad regenerativa
muy limitada. La regeneracion alveolar por neoformacion de los tabiques
alveolares seria una terapia novedosa e importante, sin embargo, es dificil
de conseguir en los diferentes modelos experimentales propuestos hasta
el momento (Burri et al., 1974; Cegielski et al., 2004; Massaro et al.,
1985; Massaro et al., 1986; Pedraz et al., 1995).

Por tanto, se pretende desarrollar un procedimiento terapéutico, ba-
sado en la administracion en pulmon mediante aerosoles de microcapsu-
las, que contengan células madre adultas, células monoclonales y mono-

citos, con el proposito de inducir la retabicacion pulmonar.

Asi, las microcapsulas generadas por el Laboratorio de Encapsulacion,
Fluidos Supercriticos y Separacion de Afinidad seran suministradas a los gru-
pos colaboradores para su administracion en ratas con el objetivo de conse-

guir modelos experimentales terapéuticos (Figura 1.6.).
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Figura 1.6. Administracion de las microcapsulas en animales

Linea de investigacion 2:

Esta linea de investigacion esta siendo desarrollada en colaboracion
con el Banco de Tejidos de la Fundacion Clinica San Francisco de Ledn, la Fa-
cultad de Veterinaria de la Universidad de Leon, los Servicios de Cirugia Tora-

cica y Anatomia Patologia del Hospital Universitario de Salamanca.

La neumonectomia (reseccion de todo un pulmén) es una técnica
quirdrgica utilizada sobre todo en el tratamiento del carcinoma pulmonar, y
mas raramente, en el de otras patologias no tumorales, como la tuberculosis o
las bronquiectasias. A pesar de una cuidadosa seleccion preoperatoria, los
pacientes neumonectomizados en nuestro pais siguen presentando tasas altas
de mortalidad precoz (9,1%) y morbilidad (36,3%), siendo la fistula
broncopleural postneumonectomia (FBPN) una de las complicaciones post-
operatorias mas graves y dificiles de resolver (Jiménez et al., 2006).

Uno de los enfoques que ha obtenido un mayor éxito en el tratamiento
de esta complicacion quirurgica es la reparacion de tejidos mediante sistemas
poliméricos que contienen diferentes lineas celulares (Novoa et al., 2008).
Asi, segun los trabajos realizados hasta ahora es posible postular que la
cobertura del muion bronquial con un injerto tisular de fibroblastos (Goto et
al., 1999; Yancopoulos et al., 2000), y diferentes factores terapéuticos, tales

como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Nillesen et al.,
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2007) y el factor de crecimiento fibroblastico (bFGF) (Nillesen et al., 2007),
reducen el riesgo de muerte pos-operativa por fistula broncopleural tardia

pos-neumonectomia.

En este trabajo, se pretende desarrollar una tecnologia efectiva de
liberacion dual mediante films bifasicos poliméricos suturables, que conten-
gan tanto fibroblastos y factores terapéuticos como microcapsulas con células
y factores inmovilizados. Para conseguir esto, primeramente se procedera a
desarrollar una técnica de generacion de microcapsulas que permita el desa-

rrollo de este sistema de liberacion dual.

1.3.2. Objetivos particulares por capitulos.

El objetivo principal de este trabajo es DESARROLLAR, CARACTERI-
ZAR Y MODELAR UNA NUEVA TECNICA DE GENERACION DE MICROCAPSULAS
CON APLICACION FINAL EN DIFERENTES CAMPOS BIOMEDICOS. Para ello,
esta tesis doctoral se divide en ocho partes diferenciadas, pero a su vez

relacionadas entre si:

> Desarrollo v caracterizacion de una nueva técnica de generacion de

microcdpsulas (capitulo 2).

En este capitulo se realizara una exhaustiva revision bibliografica de
los principales métodos de generacion de microcapsulas existentes, después
de la cual se podra concluir que no existe una técnica descrita que permita
obtener microcapsulas con un tamano de 20-50 pm (Benita, 1996; Galan et
al., 2005; Segiura et al., 2005; Senuma et al, 1999; Senuma et al., 2000; Serp
et al., 2000) y sin la utilizacion de condiciones que podrian ser toxicas para el
material activo contenido en la matriz polimérica de la microcapsula, como

por ejemplo, el contacto con un disolvente organico y/o calentamiento duran-
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te el proceso (Benita, 1996; Burgess et al., 1987; Galan et al., 2005; Mi et al.,
1999).

Por tanto, es necesario el desarrollo de una nueva técnica de genera-
cion de microencapsulas con tamanos comprendidos entre 20-50 micras, y que
no dane el material inmovilizado en las mismas, ya que se pretende tratar las

siguientes patologias:

e La esclerosis multiple mediante la administracion de microcapsulas, a
través de inyecciones Hamilton, en los modelos animales.

e La displasia broncopulmonar, el enfisema y la fibrosis pulmonares me-
diante el depdsito en pulmon a través de aerosoles de microcapsulas.

e La fistula broncopleural post-neumonectomia mediante sistemas de
liberacién dual con microcapsulas que puedan ser inmovilizadas en

films bifasicos poliméricos suturables.

Asimismo, se realizara una revision bibliografica de los principales
materiales de encapsulacion de la cual se elegiran los materiales que tengan

mejores propiedades de biocompatibilidad y atoxicidad.

La técnica desarrollada estara basada en la generacion de gotas a
través de procesos de atomizacion y en su estabilizacion posterior mediante la

reaccion de gelificacion ionica.

Una vez desarrollada la técnica se pasara a la caracterizacion de la
instalacion, de tal forma que se pueda conocer el efecto de las diferentes

variables que afectan al proceso de generacion de las microcapsulas.
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Por tanto, los objetivos particulares de este capitulo son:

e Desarrollo y puesta en marcha de una técnica de produccion de capsulas
con un tamano de entre 20-50 ym basada en la generacion de gotas a
través de procesos de atomizacion neumatica y su posterior estabilizacion
mediante reacciones de gelificacion ionica.

e Estudio de las variables, que afectan el proceso de atomizacion (caudal
del liquido y del aire, y viscosidad del liquido), en el tamano de las
microcapsulas. Para ello, se construiran las curvas de comportamiento del

sistema.

» Desarrollo de un modelo semi-empirico para la prediccidn del tamano

de las microcdpsulas (capitulo 3).

Una vez desarrollada y caracterizada la técnica de produccion de
microcapsulas es necesario desarrollar un modelo semi-empirico, a partir de
los principales parametros que influyen en el proceso (caudal de aire y liquido
y viscosidad del liquido), de tal forma que se pueda predecir el tamano de las
microcapsulas sin necesidad de realizar experimentacion. El modelo que se
pretende desarrollar tendra como base la teoria de ondas, que explica el
mecanismo de ruptura de un chorro liquido en gotas mediante el proceso de
atomizacion. El tamafo de las microcapsulas sera expresado en términos de
diferentes grupos adimensionales que influyen en el proceso de atomizacion.
Para ello, se llevaran a cabo diferentes experimentos variando el caudal de
liquido y de aire, asi como la viscosidad del liquido para la obtencion
experimental del tamano de particula, que permitira el estudio del proceso
de atomizacion y la posterior obtencion del modelo semi-empirico. Para
generar el modelo, se determinara la dependencia exponencial de los
numeros adimensionales que influyen en el proceso de atomizacion con el

tamano de las microcapsulas.
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Los objetivos particulares de este capitulo son:

e Desarrollo de un modelo semi-empirico para predecir el tamano de las
microcapsulas producidas a partir de la teoria de ondas y de los datos
experimentales obtenidos.

e Comparacion de los datos teodricos obtenidos del modelo con los datos
experimentales para comprobar el ajuste de los datos al modelo

propuesto.

» Estudio de inestabilidad para hojas liquidas de un polimero

producidas por atomizacion neumadtica (capitulo 4).

Una vez desarrollada, caracterizada y modelizada la técnica para la
generacion de microcapsulas, es necesario estudiar y modelar la inestabilidad
que provoca la ruptura de la hoja liquida del polimero en pequenas gotas
debido al proceso de atomizacion, para conocer mejor el comportamiento del
sistema. Se quiere determinar el efecto de las diferentes variables (caudal de
liquido y de aire y viscosidad del liquido) que afectan al proceso de
atomizacion en la inestabilidad de la hoja liquida, ya que la maxima

inestabilidad generara el menor tamano de particula.

Los objetivos particulares de este capitulo son:

e El desarrollo de un analisis de estabilidad temporal para modelar la atomi-
zacion de una hoja liquida viscosa anular con componentes tangenciales,
que surge de un atomizador neumatico sujeto a corrientes internas y ex-
ternas de aire no viscosas y con componentes tangenciales. Con este estu-
dio se obtendra la ecuacidon de dispersion adimensional que gobierna la
inestabilidad del sistema.

e La obtenciéon de las soluciones numéricas de la ecuacién de dispersion

bajo un amplio intervalo de condiciones de flujo.
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e El comportamiento teorico predicho por el modelo de inestabilidad sera
comparado con los resultados experimentales obtenidos a partir de un

atomizador neumatico.

» Prediccion del tamano de cdpsulas a partir del modelo de

inestabilidad (capitulo 5).

Con el analisis temporal de estabilidad desarrollado previamente se
obtiene una prediccion del comportamiento del sistema, sin embargo, no se
obtiene una prediccion del tamafo final de las microcapsulas generadas. En
este apartado se pretende predecir el tamaio final de las capsulas a partir de
los dos parametros caracteristicos del modelo de inestabilidad, la maxima
relacion de crecimiento y su correspondiente nUmero de onda mas inestable,

teniendo en cuenta los mecanismos de atomizacion primaria y secundaria.

Los objetivos particulares de este capitulo son:

e El desarrollo de una serie de ecuaciones que permitan obtener el tamano
final teorico de las capsulas generadas segun la tecnologia desarrollada en
el Capitulo 2, a partir de los parametros teoricos obtenidos mediante el
modelo de inestabilidad del Capitulo 4, teniendo en cuenta la atomizacion
primaria y secundaria.

e El tamano teodrico de las capsulas predicho sera comparado con los

resultados experimentales obtenidos en el Capitulo 2.

> Estudios de transferencia de materia (capitulo 6).

Con el objetivo de conocer el comportamiento de las microcapsulas en
el cuerpo humano para su utilizacion en futuras aplicaciones biomédicas, se
realizaran diferentes estudios “in vitro” teodricos y experimentales de transfe-

rencia de materia. Estos se llevaran a cabo tanto en continuo como en discon-
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tinuo para asegurar y conocer las condiciones de la liberacion de sustancias
inmovilizadas en el interior de las capsulas a través de los poros de las

mismas.

Para realizar los estudios de transferencia de materia se utilizara un
método de perturbacion simple mediante la encapsulacion de una sustancia
que se encuentra disponible en diversos pesos moleculares, la Rodamina B Iso-
tiocianato Dextrano (RBID). Al ser una sustancia coloreada permite el segui-
miento de su liberacion empleando espectrofotometria, y al estar disponible
en diversos pesos moleculares permite simular los diferentes tipos de molécu-
las, de diversos tamaios, que son de interés para los proyectos de investiga-

cion.

Los objetivos particulares de este capitulo son:

e Estudios de transferencia de materia “in vitro” en sistemas en continuo y
discontinuo que permitan obtener los perfiles de liberacion concentracion
- tiempo para diferentes condiciones experimentales (peso molecular de
RBID y concentracion de alginato).

e Desarrollo de modelos matematicos para los sistemas estudiados que
permitan predecir la transferencia de materia de microcapsulas que con-
tienen un activo de un determinado peso molecular encapsulado. Los mo-
delos se desarrollaran con el fin de simular el comportamiento real en el

organismo humano.
> Aplicacion I: inmovilizacién de células (capitulo 7).
En esta tesis, la técnica desarrollada se aplicara para la inmovilizacién

de células madre mesenquimales y monocitos con el objetivo de conseguir un

futuro tratamiento de la esclerosis multiple, mediante terapia celular.
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Una vez inmovilizadas las células, se precedera a determinar la

viabilidad y proliferacion celular dentro de las microcapsulas.

Los objetivos particulares de este capitulo son:

e Inmovilizacion de diferentes lineas celulares mediante la técnica desarro-
llada.

e Estudios de viabilidad y proliferacién celular dentro de las microcapsulas.

> Aplicacion Il: reconocimiento de proteinas (capitulo 8).

Se pretende desarrollar una nueva técnica de reconocimiento de pro-
teinas. El objetivo especifico es producir polimeros de reconocimiento mole-
cular que sirvan para el diagnostico de enfermedades en aplicaciones bio-
médicas, asi como para la deteccion en la industria alimentaria. En concreto,
se quiere utilizar esta tecnologia para el diagnostico precoz de la esclerosis
multiple a través del reconocimiento de una proteina denominada osteo-
pontina. Debido al elevado precio de esta proteina, se utilizara la albumina
de suero bovino, de caracteristicas similares a la osteopontina, pero de precio

mucho mas razonable, para la simulacion del proceso.

El objetivo particular de este capitulo es:

e Desarrollo de una nueva técnica de reconocimiento molecular empleando
las capsulas generadas en este trabajo, de tal forma que sea compatible
con las ciencias de la vida, y pueda ser aplicada en el diagnostico de en-

fermedades, entre otras aplicaciones.
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> Aplicacion Ill: desarrollo de films bifdsicos para un posible trata-

miento de la fistula broncopleural postneumonectomia (capitulo 9).

La técnica desarrollada en este trabajo tiene multiples aplicaciones.
Ademas de la inmovilizacion celular y el reconocimiento molecular, estas
microcapsulas se pueden aplicar en el desarrollo de sistemas de liberacion
dual mediante films bifasicos poliméricos suturables que contengan tanto cé-
lulas y factores terapéuticos libres, como microcapsulas con factores inmovili-
zados en su interior, para un posible tratamiento de la fistula broncopleural

postneumonectomia.

Los objetivos particulares de este capitulo son:

e Desarrollo de una nueva técnica de liberacion dual mediante films bifasi-
cos biocompatibles suturables con microcapsulas en su interior que pue-
dan ser aplicados en un posible tratamiento de la fistula broncopleural
postneumonectomia.

e Inmovilizacion de células y factores de crecimiento en el nuevo sistema de
liberacion dual desarrollado.

e Estudios de viabilidad y proliferacion celular.
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2. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE UNA NUEVA TECNICA DE
GENERACION DE MICROCAPSULAS

De acuerdo con lo anteriormente descrito en el capitulo introductorio
(capitulo 1), es necesario encontrar una técnica que genere capsulas con un
tamano comprendido entre 20 y 50 micras, y que no dane el material activo
inmovilizado en ellas, de forma que pueda ser utilizada en aplicaciones bio-
médicas.

Para ello, se realizd primeramente una revision bibliografica de los

principales métodos de encapsulacion.

2.1. PRINCIPALES METODOS DE ENCAPSULACION

Son muchos los procedimientos de encapsulacion existentes, pero en
general estos se pueden clasificar en tres grandes grupos: fisico-quimicos,
quimicos, y mecanicos (Baxter, 1974; Benita, 1996; Galan et al., 2005;
Gutcho, 1972; Gutcho, 1976; Lim, 1984; Whateley, 1992).

La seleccion de un procedimiento de encapsulacion depende de las
propiedades fisicas, quimicas, y biologicas, tanto de los materiales utilizados
en la formacién de las capsulas, como del activo que se quiere inmovilizar.
Ademas, es necesario tener en cuenta las propiedades finales de las capsulas
que se quieren preparar (tamafno, granulometria, estructura interna, carga en

principio activo, perfil de liberacion, etc.).
2.1.1. Procedimientos fisico-quimicos:
En este grupo destacan la encapsulacion por coacervacion, por evapo-

racion/extraccion del disolvente, y por fusion (Baxter, 1974; Benita, 1996;
Galan et al., 2005; Gutcho, 1972; Gutcho, 1976; Lim, 1984; Whateley, 1992).
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(i) Encapsulacién por coacervacién o separacion de fases:

Este procedimiento consiste en disolver un polimero en un disolvente
organico, mientras que el principio activo que se quiere encapsular se disuel-
ve en agua. A continuacion, se obtiene una emulsion por la adicion de la fase
acuosa a la fase organica. Después de esto, se induce por algin procedimiento
la desolvataciéon del polimero, que se deposita en forma de goticulas de

coacervado alrededor del principio activo que se va a encapsular.

(ii) Encapsulacidén por evaporacion del disolvente:

En este método estan incluidos todos los procesos en los que tiene
lugar la eliminacién del disolvente en el que esta disuelto el polimero, ya sea
por evaporacion o por extraccion de este. En todos los casos previamente
tiene que formarse una emulsion que puede ser de tipo O/W o bien 0/0. En
ambos casos, la fase interna de la emulsion es un disolvente organico (O) que
presenta una solubilidad limitada en la fase externa de la emulsion que puede
ser agua (W) o aceite (0). Ademas, es fundamental la incorporacion de un
agente tensoactivo en la fase externa de la emulsion. Una vez formada la
emulsion, se puede extraer el disolvente con otro liquido el cual es soluble en
el disolvente, o evaporar el mismo para conseguir la precipitacion gradual del
polimero a medida que se va eliminando el disolvente, dando lugar a las

capsulas.

(iii) Encapsulacién por fusién en caliente del polimero:

Esta técnica conduce a la obtencion de capsulas a partir de materiales
con bajo punto de fusion (algunos lipidos como la cera de carnauba o el
alcohol cetilico). El material a encapsular se disuelve o se dispersa en el exci-
piente fundido. Posteriormente, el conjunto se emulsiona en una fase disper-

sante por la cual el principio activo no tenga afinidad (agua para moléculas
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lipofilicas; aceite de silicona para moléculas hidrofilicas), y finalmente, los

globulos se solidifican por enfriamiento brusco del medio reaccionante.

2.1.2. Procedimientos quimicos

En este grupo se incluyen las técnicas de preparacion de particulas por
reacciones de polimerizacion (polimerizacion interfacial e “in situ”) y median-
te fenomenos de gelificacion (Baxter, 1974; Benita, 1996; Galan et al., 2005;
Gutcho, 1972; Gutcho, 1976; Lim, 1984; Whateley, 1992).

(i) Encapsulacién por polimerizacién interfacial:

En este proceso se produce la polimerizacion de dos monomeros (uno
soluble en aceite, y otro soluble en agua) en la interfase de dos sustancias
inmiscibles, formando una membrana que dara lugar a la pared de las
capsulas. Esta es la diferencia de este tipo de polimerizacion con respecto a
los métodos convencionales, en donde la reaccién se produce en el seno de
una Unica fase. El proceso consiste, primeramente, en la formaciéon de una
emulsion de tipo hidréfilo en lipofilo (W/0), en la que la fase acuosa interna
(W) contiene la sustancia a encapsular y uno de los monomeros, y la fase
lipofila (O) dispersante esta formada por un disolvente organico, el segundo
mondémero y un tensoactivo. Los monomeros difunden hacia la interfase
donde reaccionaran para formar un Unico polimero que encapsula la fase
dispersada. La separacion de las capsulas se puede llevar a cabo mediante

centrifugacion.

Este método se utiliza mucho en otros ambitos; sin embargo, en el de

los medicamentos o materiales biologicos su interés ha sido muy escaso.
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(ii) Encapsulacidén por polimerizacién “in-situ”:

En este proceso no se ahaden reactivos al material activo que confor-
ma el nucleo de las futuras capsulas, sino que la polimerizacion ocurre exclu-
sivamente en la fase continua y en el lado de la interfase perteneciente a la
misma fase. La interfase esta formada por el material del nicleo y la fase
continua. Inicialmente, se formara un prepolimero de bajo peso molecular, y
a medida que el tiempo pase, éste ira creciendo en tamano, depositandose en

la superficie del nicleo generando la membrana sélida de las capsulas.
(iii) Encapsulacién por gelificacion del material soporte:

La reaccion de gelificacion ionica se basa en la reaccion entre un poli-

mero cargado, que suele ser un polisacarido, con un ion de carga opuesta.

En esta técnica, el material activo a encapsular disuelto en un polime-
ro se dispone en forma de gotas, para luego ser estabilizado mediante la rea-
ccion de gelificacion ionica formando una membrana solida, semipermeable,

insoluble al agua, que confiere estabilidad al nucleo de la capsula.

Generalmente, se recurre a la gelificacion de alginato sodico (anion)
con cloruro calcico o barico (cation). El método consiste en suspender el
compuesto que se va a encapsular en una solucién acuosa de alginato sodico,
adicionando la mezcla mediante goteo sobre una solucion acuosa de Cl,Ca o
Cl,Ba que se encuentra sometida a una velocidad de agitacion. Al entrar la
gota de alginato sodico en contacto con Ca** o Ba**, se produce la gelificacion
instantanea de la misma, obteniéndose una membrana o cubierta de alginato

calcico o barico que es insoluble en agua, pero semi-permeable (Figura 2.1).
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A\

Zona de gelificacion

Figura 2.1. Proceso de gelificacion de alginato sédico con cloruro calcico

2.1.3. Procedimientos mecanicos

En este grupo se pueden incluir la encapsulacién por atomizacion, me-
diante fluidos en condiciones supercriticas, por inyeccion coaxial turbulenta,
y por co-extrusion (Baxter, 1974; Benita, 1996; Galan et al., 2005; Gutcho,
1972; Gutcho, 1976; Lim, 1984; Whateley, 1992). La mayor ventaja de todos

estos procedimientos es el de poder ser utilizados a escala industrial.

(i) Encapsulacién por atomizacion:

- Recubrimiento por atomizacion en lecho fluidizado. Las particulas de prin-

cipio activo que se quieren encapsular se mantienen en suspension en un
lecho fluido dentro de una camara con temperatura y humedad controla-

da, donde existe una corriente de aire ascendente a alta velocidad. La so-
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lucion de recubrimiento, que contiene el polimero, se atomiza dentro de
la cdmara y va recubriendo la superficie de las particulas de la sustancia
activa. La cubierta de las capsulas se va solidificando por la accion del
aire en el propio lecho.

Esta técnica esta destinada a la encapsulacion de particulas solidas
(granulados y cristales) mediante la utilizacion de celulosas, derivados

metacrilicos, etc.

- Atomizacion y secado (“Spray-drying"). Este procedimiento consiste en la

transformacion de una alimentacion liquida a una forma soélida, por medio
de una atomizacion a altas temperaturas (entre 150 y 200 °C). Es decir, un
polimero disuelto en un disolvente adecuado junto con el material que se
va a encapsular se pulveriza en una camara con aire caliente a vacio. En
esas condiciones, el disolvente se evapora del material de cubierta y el

polimero precipita en forma de microparticulas.

- Atomizacién y congelacion (“Spray congealing"). Este procedimiento es

similar a la fusion en caliente descrita anteriormente. El material de recu-
brimiento se somete primeramente a un proceso de fusion. Después de
esto, el material fundido, en el que va incorporado el principio activo a
encapsular (disuelto o dispersado en el mismo), se pulveriza a una tempe-
ratura suficientemente elevada (como para mantener el material fundido)
en una camara donde existe una corriente de aire frio, que solidifica el

material de recubrimiento alrededor del material activo a encapsular.

- Atomizacién por chorro anular. Esta tecnologia cuenta con dos chorros

concéntricos. El chorro interno contiene el material del nlcleo liquido y el
material a encapsular. El chorro externo contiene el material liquido de la
pared o recubrimiento, generalmente fundido, que solidifica sobre el

material del nicleo a la salida de la boquilla atomizadora. Esta doble
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corriente de fluido rompe en gotas al salir por la boquilla atomizadora,

generando las capsulas.

- Atomizacion mediante discos giratorios (“Spinning disk”). Este método se

fundamenta en la utilizacion de un disco giratorio y en el movimiento
simultaneo del material del nicleo y de la membrana saliendo del disco
en forma de gotas. Las capsulas y las particulas de material de pared
sobrante se recogen debajo del disco. Las capsulas son separadas de las
particulas de pared sobrantes mediante una operacion de clasificacion por

tamano.

(ii) Encapsulacién mediante fluidos en condiciones supercriticas:

Los fluidos supercriticos (SFC) son fluidos que se encuentran a unas
condiciones de presion y temperatura superiores a las de su punto critico. La
naturaleza de un fluido supercritico se encuentra de este modo a medio cami-
no entre un gas y un liquido. Se comporta como un gas pero con la densidad

de un liquido.

Cuando el fluido se encuentra cerca del punto critico se conoce como
fluido cuasicritico, y este tipo de fluido es muy susceptible a sufrir grandes
cambios debido a pequenas perturbaciones. Por ejemplo, como puede verse
en la Figura 2.2., pequenos cambios en la presion producen grandes cambios
en la densidad debido a que la pendiente de las isotérmicas es muy elevada
en esa zona. Este cambio es muy importante, ya que la densidad es el para-
metro que caracteriza el poder solvente: a mayor densidad mayor poder sol-

vente.
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Debenedetti et al., 1993
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Figura 2.2. Densidad reducida frente a presién reducida

Existen diferentes técnicas para producir la encapsulacion de una sus-
tancia activa, segun se utilicen los SCF como solventes (RESS) o como antisol-
ventes (GAS, ASES y SEDS) (Rantakyla, 2004).

- RESS (Rapid expansion from supercritical solution): esta técnica se basa en

la capacidad de los SCF para modificar su poder solvente en las inmedia-
ciones de su punto critico. De esta manera se puede aumentar la solubili-
dad del soluto en el SCF al aumentar la presion del sistema, para después,
mediante una descompresion conseguir la precipitacion de manera crista-
lina al disminuirse bruscamente su solubilidad. En este proceso, por tanto,
la sustancia a encapsular se disuelve en el SCF para después ser rociada
en una camara de temperatura controlada, donde precipita debido a la
descompresion que ocurre a través de la boquilla colocada en dicha cama-

ra (Figura 2.3.). Esta disminucion de presion, generada en la boquilla,




Capitulo 2

produce grandes cambios en la densidad acompaiados por una pérdida del
poder solvente.
(Rantakyla, 2004).

= Co,

P1 > P2

Particulas

Figura 2.3. Ilustracion esquematica de la técnica RESS

GAS (Gas antisolvent): en este proceso a una solucion de la sustancia a

encapsular se le afade un SCF, que es soluble en el disolvente, pero muy
poco soluble en la sustancia a encapsular, de tal forma, que se producira
un efecto de “robo” del poder solvente, induciendo, por lo tanto, una

sobresaturacion con la consiguiente precipitacion del sélido.

(Rantakyla, 2004).

Co, co,
CO2 COZ
:
Solvente +
COZ
Disolucién Particulas

Figura 2.4. Ilustracion esquematica de la técnica GAS
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- SAS (Supercritical antisolvent) y SEDS (Solution enhanced dispersion super-

critical fluids): son procesos semi-continuos, variacion del GAS, conti-
nuando con la definicion de SCF como antisolvente. En este proceso la
sustancia a encapsular en disolucion entra por una boquilla en una camara
con la que se introduce también un SCF. La disolucion de la sustancia a
encapsular es atomizada en gotas, disolviéndose en ellas el SCF provocan-
do la pérdida de poder solvente para lograr finalmente una sobresatura-
cion con la consecuente precipitacion. Es decir, en este proceso se debe
cumplir la misma condicion indispensable que el GAS: el SCF debe ser
poco soluble con el compuesto a micronizar y muy soluble con el
disolvente. La diferencia entre SAS (Figura 2.5.) y SEDS (Figura 2.6.) es el
diseno de la boquilla, siendo la del SEDS geométricamente coaxial,
existiendo una mezcla previa del SCF y la disolucion, causando una mejora

en el mezclado.

(Rantakyla, 2004).

Disolucién

O

Boquilla

Disolvente +| ;|\

Disolvente +

oo

Particulas secas

Figura 2.5. Tlustracién esquematica de la técnica SAS

50



Capitulo 2

(Rantakyld, 2004).

Disolucién FLUJO INTERNO

co, FLUJO EXTERNO FLUJO EXTERNO

Yy

Disolvente +
co,

Particulas secas | Disolvente + Boquilla

a) o2 b)

Figura 2.6. a) Ilustracion esquematica de la técnica SEDS; b) Esquema de la boquilla
atomizadora coaxial

(iii) Encapsulacion por extrusion:

En lineas generales, la encapsulacion por extrusion consiste en el paso
de la sustancia a encapsular y el material de recubrimiento a través de una
boquilla a alta presion.

La variante mas utilizada del proceso de extrusion es el caso del pro-
ceso de co-extrusion. En esta técnica un nucleo liquido que contiene la sus-
tancia a encapsular y los materiales de recubrimiento se bombean a través de
una boquilla neumatica compuesta de orificios concéntricos. El material del
nucleo fluye por el orificio central, mientras que el material de recubri-
miento lo hace a través del anillo exterior. Se forman gotas compuestas del
material del nucleo revestido por una capa del fluido de recubrimiento. ELl
recubrimiento puede ser estabilizado mediante una reaccion quimica de en-

trecruzamiento, por enfriamiento, o por extraccion del disolvente.

En concreto, existe un procedimiento llamado encapsulacién por inye-

ccion coaxial turbulenta que se basa en la inyeccion coaxial a alta presion de
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dos fases inmiscibles en el seno de un reactor. La primera fase contiene el
polimero y el material a encapsular, disuelto en un disolvente organico apo-
lar, y la segunda es una disolucion acuosa de un tensioactivo. El régimen tur-
bulento que se alcanza permite obtener una emulsion muy homogénea que,

tras la evaporacion del disolvente organico, dara lugar a las capsulas.
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2.2. ESTADO ACTUAL DE LOS PROCESOS DE GENERACION DE
CAPSULAS

Los trabajos realizados hasta ahora para la generacion de capsulas
implican la utilizacién de condiciones que podrian ser téxicas y danar el
material inmovilizado, ya que suponen el contacto con disolventes organicos

y/o calentamiento durante el proceso.

A continuacion se describen ejemplos de procesos que no se podrian

utilizar en aplicaciones biomédicas.

La encapsulacion por coacervacion de gelatinas implica la utilizacion
de formaldehido o bien de calor para reticular la misma (Burgess et al.,
1987a). Para la produccién de microesferas de acido poli d,l-lactico y acido
poli-D-lactico-co-glicélico por técnicas de eliminacion de disolvente, se
utilizan compuestos organicos, tales como cloruro de metileno y hexafluor
acetona sesquihidratada para disolver los polimeros (Benita et al., 1984; Sato
et al., 1988). En el proceso de encapsulacion de esteroides se utiliza una
solucion de glutaraldehido y/o altas temperaturas (que puede ser de hasta
130 °C) para estabilizar las microesferas (Burgess et al., 1987b). Las capsulas
de quitosano con oxitetraciclina clorhidratada o oxitetraciclina inmovilizadas
mediante procesos de pulverizacion y secado (spray drying) implican altas
temperaturas (de entre 110°C y 180°C) para evaporar el disolvente. Si estas
sustancias son encapsuladas mediante procesos de coagulacion por pulveri-
zacion en liquido, se utiliza anhidrido acético y calentamiento durante perio-

dos superiores a una hora (Mi et al., 1999).
Las técnicas que no utilizan condiciones perjudiciales para el material
inmovilizado, producen capsulas, basandose principalmente en la reaccion de

gelificacion ionica, con tamanos superiores a 300 micrometros:

e Discos giratorios: 300 y 600 pm (Senuma et al., 1999, 2000).
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e Boquillas vibratorias: 300 y 600 um (Serp et al., 2000; Shwinger et al.,
2004).

e Goteo por flujo de aire coaxial: 400-800 pm (Canaple et al., 2002;
Robitaille et al., 1999; Shwinger et al., 2004).

e Tecnologia JetCutter: 320-800 um (Shwinger et al., 2004).

e Generador de impulsos electroestaticos: 320-800 ym (Orive et al., 2003;
Robitaille et al., 1999).

Una nueva técnica ha conseguido reducir el diametro de capsulas de
alginato calcico hasta 162 pm mediante la extrusion de una solucion de algi-
nato sddico (con la sustancia a encapsular suspendida) a través de una matriz
de micro-boquillas de silicona contra un flujo lateral de aceite de soja
(Segiura et al., 2005).

Después de este estudio es posible concluir que hasta el momento no
existe una técnica descrita que permita obtener microcapsulas uniformes con
tamafos comprendidos entre 20 y 50 micras y sin la utilizacion de condiciones

desfavorables que puedan danar la matriz.
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2.3. MATERIALES BIOCOMPATIBLES UTILIZADOS EN LA GENERA-
CION DE CAPSULAS

La técnica de preparacion de las capsulas, asi como los materiales que
las conforman vienen determinados por la aplicacion final de las mismas. Por
ello, ademas de la técnica de generacion de las capsulas, es importante sele-
ccionar correctamente los materiales que formaran parte de las mismas, de
tal forma que se tengan buenas propiedades de biocompatibilidad y atoxi-
cidad. Por ello, se presentara, a continuacion, una revision de los diferentes
materiales biocompatibles utilizados en los procesos de encapsulacion, y con

ello en la generacion de capsulas.

La variedad de materiales que pueden emplearse en la generacion de
las microcapsulas va aumentando a medida que van surgiendo nuevos y se
perfilan nuevas aplicaciones de la encapsulacion

Una clasificacion general de los materiales utilizados en las distintas
aplicaciones de la encapsulacion estaria fuera de los limites fijados para esta
tesis. Por ello, se ha realizado una revision de los mas utilizados en la encap-
sulacion dentro de los campos biomédico y farmacéutico. Actualmente, los
polimeros son los compuestos que mas se emplean en aplicaciones de micro-

encapsulacion.

La seleccion del polimero adecuado pasa por conocer sus propiedades
y entender como se comporta en la superficie y en el interior de las capsulas,
de tal forma que proporcionen las propiedades quimicas, interfaciales, meca-
nicas y biologicas deseadas. La seleccion del polimero, ademas de depender
de sus propiedades fisico-quimicas, incluye tanto una caracterizacion bioqui-
mica como tests clinicos especificos para probar su seguridad (Del Valle et al.,
2009).

Las propiedades superficiales, tales como hidrofilidad, rugosidad, car-
gas en superficie, tamano de poro, etc., gobiernan la biocompatibilidad de las

capsulas con los tejidos, los organos, y la sangre, ademas de influir en la
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durabilidad, permeabilidad y degradabilidad de las capsulas. Las propiedades
superficiales también determinan la capacidad de absorcion de agua de las
capsulas, que influye directamente en su capacidad de hinchamiento y degra-
dacion (Del Valle et al., 2009).

Por otra parte, se deben considerar propiedades de la matriz de las
capsulas, tales como su peso molecular, la solubilidad, y el modulo de
compresibilidad, ya que influyen de forma directa en los sistemas de libera-
cion controlada. Las propiedades estructurales de la matriz de las capsulas, su
morfologia y su tamano de poro son importantes para el transporte de mate-

ria hacia y desde las capsulas (Del Valle et al., 2009).

Los polimeros mas utilizados en las aplicaciones biomédicas y farma-
céuticas pueden clasificarse en naturales y sintéticos, segin aparece en la Ta-
bla 2.1., sin embargo, a la hora de elegir el material adecuado, es necesario
tener en cuenta la aplicacion concreta en cada caso.

En la Figura 2.7. se pueden observar las directrices a seguir para una

seleccion mas racional del material a utilizar en el proceso de encapsulacion.
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Tabla 2.1.: Clasificacion de los polimeros utilizados en aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas

POLIMEROS NATURALES

Polimeros basados en proteinas (2) Polisacaridos (2)

agarosa, alginato (3), carragenano (8),

colageno, albimina, gelatina L . . .
acido hialuroénico, quitosano (3,7)

POLIMEROS SINTETICOS

Biodegradables No-biodegradables
Poliésteres (2) Derivados de celulosa (7)
acido polilactico, acido poliglicdlico, carboximetilcelulosa, etilcelulosa,
polihidroxibutirato, acetato de celulosa,
poli(e-caprolactona), acetato-propionato de celulosa,
acido poli(B-L-malico), polidioxanona hidroxipropil metil celulosa
Poliamidas (2) Siliconas (6)
poli(iminocarbonatos), poliaminoacidos silica coloidal, polisiloxanos
Polimeros basados en el fésforo (4) Polimeros acrilicos (5, 6)
polifosfatos, polifosfonatos, polimetacrilatos, poli(metilmetacrilato),
polifosfacenos poli hidro(etilmetacrilato)
Otros (1) Otros (8)
poli(cianoacrilatos), poliuretanos, polivinil pirrilidona, etil vinil acetato,
poli(orto ésteres), polidihidropiranos, poloxameros, poloxaminas
poliacetales

(los nimeros en paréntesis se refieren a la seleccion del polimero en funcion de las direc-
trices de la Figura 2.7.) (Del Valle et al., 2009)
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Figura 2.7. Directrices para una seleccion racional del material

(Del Valle et al., 2009)
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2.3.1. Polimeros sintéticos

A pesar de que los polimeros sintéticos no degradables se utilizan en
aplicaciones biomédicas, destacando los derivados acrilicos y celulésicos, tie-
nen una gran desventaja, ya que se requiere cirugia para retirar estos polime-
ros fuera del cuerpo humano una vez que estos ya han liberado el farmaco o
la sustancia biologica terapéutica. Por tanto, este tipo de polimeros solo se
pueden utilizar siempre que la eliminacion del implante sea sencilla (como
por ejemplo un implante ocular). Sin embargo, los polimeros sintéticos
degradables no requieren de cirugia para su eliminacion y, por tanto, son

preferibles para las aplicaciones en cuestion.

Se han sintetizado una gran variedad de polimeros biodegradables pa-
ra aplicaciones farmacéuticas y biomédicas. Estos polimeros han sido amplia-
mente aceptados ya que su biodegradabilidad se puede manipular, incorpo-
rando una gran variedad de grupos volatiles, tales como, ésteres, ortoésteres,
anhidridos, carbonatos, amidas, ureas y uretanos en su cadena principal (Del
Valle et al., 2009).

Uno de los sistemas mas utilizados en encapsulacion son los polimeros
basados en poliésteres, en particular, el acido polilactico o PLA (conocido asi
por sus siglas en ingles), el acido poliglicolico (PGA), y su copolimero, el acido
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) (Chandra y Rustgi, 1998; Griffith, 2000). Es
posible alterar la cinética de biodegradacién modificando la proporciéon de
PLA y PGA en el copolimero, asi como alterando su peso molecular (Pillai y
Panchagnula, 2001; Kawaguchi, 2000). A pesar de que el PLGA es el polimero
biodegradable mas estudiado (lo demuestran las mas de 500 patentes existen-
tes sobre él), éste sufre un incremento de la acidez local durante su degrada-
cion, lo que puede provocar irritacion e incluso puede ser perjudicial para la
estabilidad de farmacos protéicos (Angelova y Hunkeler, 1999; Del Valle et
al., 2009; Fu et al., 1999). Los poliésteres se degradan con el contacto con el

agua, resultando en la ruptura hidrolitica de las uniones éster. De forma
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general, los poliésteres suelen degradarse en largos periodos de tiempo,
siendo esto una desventaja cuando la sustancia a liberar debe hacerlo en solo
unos cuantos dias o semanas (Winzenburg, 2004).

Sin embargo, los poliortoésteres (POEs), estan ganando importancia,
ya que la degradacion puede regularse. Los POEs tienen una union ortoéster
que es sensible a los acidos, pudiéndose acelerar la hidrolisis en ambientes
acidos, y desacelerar con un simple incremento del pH. De esta forma, con
este sistema se puede regular la liberacion desde dias a meses, cubriendo un
amplio rango de aplicaciones. Los POEs han estado en continuo desarrollo
desde los anos 70, habiéndose focalizado la investigacion en la sintesis de
estos polimeros mediante la adicion de dioles a acetales de diceteno. Son
Unicos entre todos los polimeros biodegradables, ya que sus propiedades
mecanicas pueden modificarse facilmente escogiendo los dioles, o mezcla de
éstos, apropiados en su sintesis (Chandra y Rustgi, 1998; Del Valle et al.,
2009; Winzenburg, 2004).

Los polianhidridos se caracterizan por una rapida degradacion seguida
de una rapida erosion del material, pero al mismo tiempo pueden ser dise-
fados para liberar sustancias en periodos que van desde dias hasta semanas
seleccionando los mondmeros apropiados (Angelova y Hunkeler, 1999).

Puesto que las proteinas estan compuestas por aminoacidos, surgio la
idea de estudiar la posible aplicacion de los poliaminoacidos en el campo de
la biomedicina. Estos materiales parecian prometedores, debido a la presen-
cia de grupos laterales con grupos funcionales, que posibilitan el enlace con
farmacos y agentes de entrecruzamiento que pueden modificar las propie-
dades fisicas o mecanicas del polimero. A pesar de su aparente potencial co-
mo biomateriales, los poliaminoacidos son escasamente empleados a nivel
practico ya que la mayoria son altamente insolubles y dificiles de procesar.
Ademas, los polimeros que contienen tres o mas aminoacidos resultan anti-
génicos, por lo que su aplicabilidad se ve ampliamente limitada. Los poli

(imino carbonatos), que son “pseudo” poliaminoacidos, han sido sintetizados
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a partir de tirosina dipéptida para superar las limitaciones de los

poliaminoacidos (Mathowithz y Jacob, 1999).

2.3.2. Polimeros naturales

Los polimeros naturales son abundantes, y normalmente biodegrada-
bles, ademas de ofrecer excelentes propiedades de biocompatibilidad, sien-
do, normalmente, no toxicos o carcindgenos. Su principal desventaja recae en
el desarrollo de métodos de produccion reproduccibles, ya que su compleji-
dad estructural a menudo proporciona dificultades a la hora de su modifica-
cion o purificacion. Ademas, se producen variaciones significantes de lote en
lote, debido a que la preparacién de este tipo de polimeros se realiza de for-
ma bioldgica mediante organismos vivos (plantas, crustaceos, etc). La mayoria
de las impurezas presentes en este tipo de polimeros son originarias de su
fuente bioldgica de extraccion. Los contaminantes mas comunes son pro-
teinas, carbohidratos complejos, acidos grasos y fosfolipidos, productos bac-
teriolégicos, y productos secundarios, como toxinas, polifenoles, etc. (De Vos
et al., 1993, Greco, 1994, Skjaek-Braek et al, 1989, Zimmermann et al.,
1992). Muchos de estos compuestos manifiestan actividades bioldgicas, tales
como, inmunoestimulacion o cito-toxicidad, que podrian impedir su implanta-
cion “in vivo” (Zimmermann et al., 1992). La naturaleza de estas impurezas
puede variar con el polimero, asi como con el suministrador del polimero,
incluso con los diferentes lotes de produccion (Klock et al., 1994;

Zimmermann et al., 1992).

Se ha empleado una gran variedad de polimeros naturales, destacan-
do, la albumina, el acido hialurénico y sus derivados, el alginato, y el quitosa-
no (lkada, 1994).

El acido hialurénico y sus derivados son interesantes biomateriales que
son utilizados en procedimientos quirurgicos. Tienen utilidad en aplicaciones

de liberacion controlada de farmacos mediante administracion nasal o inye-
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ccion (Rokkaben, 1991). Su interés como biomaterial radica en el hecho de no
ser antigénico, es decir, evita que se produzcan procesos inflamatorios o de
rechazo.

La quitina es uno de los polisacaridos mas abundantes en la naturale-
za, siendo producido por una gran variedad de animales marinos, insectos y
hongos. Este material natural es el componente organico del esqueleto de los
invertebrados, y puede ser sometido a una desacetilizacién para producir el
quitosano, un biopolimero soluble. La velocidad de biodegradacion del quito-
sano viene determinada por el contenido residual de acetilo, que es un para-
metro facilmente controlable. Las propiedades fisicas y quimicas del quito-
sano, tales como los enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares, vy las car-
gas cationicas en medio acido, hacen a este polimero muy atractivo para el
desarrollo de productos farmacéuticos. La combinacion de propiedades como
la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la baja toxicidad, la actividad
antibacteriana intrinseca, la posibiliadad de union de factores de crecimiento
y la posibilidad de procesado en diferentes formas, hacen que el quitosano
tenga una amplia gama de posibles aplicaciones tanto en ingenieria de tejidos
como en implantes ortopédicos (Di Martino, 2005). Por ejemplo, se emplea
como andamios tridimensionales del tejido cartilaginoso, puesto que es un
material con facilidad para formar poros (Di Martino, 2005). El quitosano se
ha aplicado, fundamentalmente, en la encapsulacion de principios activos,
como barrera de membrana, como material para lentes de contacto, o como
inhibidor de la coagulacion de la sangre (Singh y Ray, 2000; Venugopal, 2009).
Una gran cantidad de estudios han demostrado su efectividad como un agente
que favorece los procesos de adsorcion. Por otra parte, debido a sus
propiedades adhesivas, el quitosano también ha recibido considerable
atencion como nuevo bioadhesivo en sistemas de liberacion de farmacos
(Filipovic, 2001). La bioadhesion a la mucosa del tracto gastrointestinal puede
describirse en términos de muco-adhesion. A partir de la muco-adhesion, se
puede prolongar el tiempo de residencia de los transportadores de farmacos

en los sitios de absorcion, con lo que es de esperarse una mejora en la
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absorcion de farmacos, con la combinacion de mucoadhesividades y liberacion
de farmacos controlada (Longer, 1985; Valenta, 2001; Valenta y Janisch,
2003). Debido a que el quitosano se degrada por la accion de la flora
microbiana presente en el colon, es un buen candidato para la liberacion de

farmacos especifica.

Sin embargo, el polimero mas frecuentemente utilizado en sistemas

biomédicos y farmacéuticos es el alginato.

2.3.2.1.  Alginato

Dentro del gran numero de polimeros naturales y sintéticos que han
sido empleados en el desarrollo de las matrices de las microcapsulas, destaca

fundamentalmente el alginato que presenta las siguientes ventajas:

a) Un ambiente acuoso relativamente inerte dentro de la matriz.

b) Un proceso de encapsulacion que ocurre a temperatura ambiente y no
requiere solventes organicos toxicos.

c) Un alto grado de porosidad que permite una alta velocidad de difusion
para macromoléculas.

d) La posibilidad de controlar dicha difusion con simples procedimientos
de recubrimiento o “coating”.

e) Disolucion y biodegradacion del sistema bajo condiciones fisiologicas

normales.

Los alginatos son las sales del acido alginico, polisacarido lineal
soluble en agua, descubierto por E.C.C. Stanford (Stanford, 1883) y obtenido
a partir de algas pardas. Esta constituido por dos unidades monomeéricas, el
acido B-D-manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G) (ver Figura 2.8 a).
Estos se agrupan en bloques de secuencias MM, MG, unidos por enlaces

glucosidicos B(1-4); y bloques GG, GM, unidos por enlaces glucosidicos o (1-4).
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Las regiones de bloques M corresponden a cadenas lineales, mientras que los
bloques G presentan una estructura en forma de bucle (Figura 2.8 b y c¢). Es
importante destacar que en funcion de los porcentajes de los bloques G y M,
que varian segun la procedencia de las algas de partida, asi seran las
caracteristicas de los geles de alginatos obtenidos (Tabla 2.2.) (Grasdalen, H.,
1981; Hang, A., 1959; Kirk et al., 2001; McHugh, 1987).

oo
0 0
OH
OH DO
HO HO

Acido B-D=Manurénico {M} Acido ot=L=Gulurénico { G}

b)

c
) MMMMGM GGGGGM GM GGGGGGGGMM GMGM GGM
e e e e b — e,
Bloque-M  Bloque-G Bloque-G Bquue-MG

Figura 2.8. Caracteristicas estructurales del alginato: (a) monémeros constituyentes
del alginato, (b) conformacion de cadena, (c) distribucion de los bloques

Probablemente, una de las propiedades mas importantes del alginato
es su capacidad de formar geles (reaccion de gelificacion idnica). Cuando dos
cadenas de bloques G se alinean se produce un hueco en forma de diamante,
que tiene la dimension ideal para acomodar en su interior un cation
divalente, formandose una estructura dimérica. Este modelo fue propuesto

por Grant en 1973 (modelo de caja de huevo o “egg-box model”) para
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explicar las propiedades gelificantes de los alginatos al reaccionar con sales

calcicas (Grant et al., 1973).

Tabla 2.2.: Porcentajes de acido manuronico y acido gulurénico, y contenido de
alginato para varias especies comerciales de algas pardas

pece | wm | wo | Cotenidde lgnato de s
Laminaria hyperborea 30 70 25 -27
Laminaria digitata 55 45 20 - 26
Macrocystis pyrifera 60 40 26
Ascophyllum nodosum 65 35 26 - 28
Lessonia nigrescens 60 40 35
Ecklonia maxima 55 45 40

(Smidsrod et al., 1996)

Ademas, el alginato tiene excelentes propiedades de biocompatibi-
lidad y atoxicidad, de hecho se utiliza en la industria alimentaria como
espesante, agente emulsionante y como estabilizante (Smidsrod et al., 1996).

Los alginatos estan incluidos en un grupo de compuestos que son
considerados como seguros para el uso humano (GRAS) por la Food and Drug
Administration (FDA) (Smidsrod et al., 1996).

La biocompatibilidad de los alginatos ha sido comprobada en numero-
sos estudios. Asi por ejemplo, la empresa Kelco Inc. realizé un estudio donde
se indico que la incorporacion de alginato en la dieta de perros sabuesos, en
una proporcioén del 5 - 15 %, durante un afo, no causé efectos dafinos en los
animales (Kelco Inc., 1987). Otro estudio realizado por la misma empresa
indico que la administracion de 5 g/Kg. del peso corporal en ratas no causo

mortalidad o signos de toxicidad en un periodo de 24 horas (Kelco Inc., 1987).
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Ademas, se ha observado que la inyeccion subcutanea de acido alginico en
ratones no causa actividad cancerigena (Epstein et al., 1970). Los experimen-
tos de toxicidad realizados en animales han mostrado que el alginato es bien
tolerado en dosis de hasta 500 mg/Kg. (Dornish et al., 1996).
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2.4, ESTADO ACTUAL DE LOS MATERIALES UTILIZADOS EN LOS
PROCESOS DE GENERACION DE MICROCAPSULAS

En este apartado se realiza una revision bibliografica con los materia-
les mas utilizados para la generacion de microcapsulas con aplicacion en bio-

medicina.

Tradicionalmente, se han utilizado microcapsulas de alginato-poli-L-
lisina-alginato (APA) para la inmovilizacion de células, aunque también se ha
dedicado mucho esfuerzo en intentar identificar sistemas alternativos de
encapsulacion a este sistema clasico, que aunque proporciona suficiente
inmunogenicidad y mantiene la viabilidad celular, produce sin embargo, pro-
blemas asociados con el transplante directo, que resulta en necrosis celular
(Uludag et al., 2000). Otra desventaja de las microcapsulas APA es que su
membrana es un complejo electrolitico débil, dando a la microcapsula unas
propiedades mecanicas relativamente pobres. Por otro lado, en estos soportes
cuando se realizan pruebas “in vivo” a largo plazo surgen serios problemas
relativos con la viabilidad mecanica (Strand et al., 2001), que se produce por
pérdidas en la membrana (Sefton et al., 2000) y por la respuesta inmune
(Rihova, 2000). A estos problemas anteriormente expuestos se unen los altos
costes, la inherente cito-toxicidad del PLL (De et al., 2003), y la tendencia de
la capsula a romperse en vez de deformarse como respuesta a una carga me-

canica excesiva (Bartkowiak et al., 1999).

Las microcapsulas de hidroxietil metacrilato-metil metacrilato (HEMA-
MMA) se han barajado durante algln tiempo como alternativa a las capsulas
APA, sin embargo la preparacion de este polimero sintético puede requerir la
exposicion a disolventes organicos, asi como irradiacion, que no es deseable

para este tipo de aplicaciones.
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El quitosano es otra alternativa a las convencionales microcapsulas
APA y por ello se ha estudiado para la encapsulacion de farmacos (Gaserod et
al., 1998; Gaserod et al., 1999; Liu et al., 2004; Zielinski et al., 1994).

Recientemente, la adicion de poli(etilénglicol) (PEG) ha significado un
incremento en la biocompatibilidad de las microcapsulas (Chandy et al.,
1999). La adicion de PEG a la membrana de quitosano mejora ligeramente la
resistencia de las microcapsulas alginato-quitosano, sin embargo, reduce la
resistencia de la membrana APA. La integracion del PEG puede, por lo tanto,
llevar a una mejora de la membrana para soportar los cambios fisioldgicos del
exterior, sin embargo, no mejora la resistencia mecanica de las microcapsulas
(Haque et al., 2005).

Una de las mejores alternativas a los sistemas tradicionales, son las
capsulas producidas por gelificacion ionica con calcio, aunque estas tienen la
desventaja de ser sensibles a agentes quelantes tales como, citrato, fosfato, y
lactato. Ademas, a largo plazo la supervivencia de las capsulas alginato-Ca®*
es limitada. El bario se utiliza normalmente para aumentar la estabilidad
mecanica, y la experimentacion ha demostrado que incluso a bajas concen-
traciones de bario en la solucion gelificante se consigue disminuir sustan-
cialmente el hinchamiento o “swelling” de las capsulas (Peirone et al., 1998;
Zekorn et al., 1992). Ademas, la generacion de capsulas bario-alginato es una
técnica simple que consiste en una encapsulacién de un Unico paso de entre-
cruzamiento de alginato con bario, sin la adicion de la tradicional capa perm-

selectiva de PLL.
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2.5. DESARROLLO DE LA TECNICA DE GENERACION DE LAS
MICROCAPSULAS

2.5.1. Descripcion de la instalacion

Después de una revision de los métodos de generacion de capsulas
existentes hasta ahora, se puede concluir que no existe una técnica descrita
que permita obtener microcapsulas uniformes con un tamaio en el intervalo
de 20 y 50 micras y sin la utilizacion de condiciones que puedan dafar el
material inmovilizado. Ademas, unas de las mejores alternativas a los
sistemas tradicionales de encapsulacion en sistemas biologicos y farmacéu-
ticos, son las capsulas polimericas de alginato estabilizadas por gelificacion
ionica con cloruro de bario, que suministra una resistencia mecanica adicio-
nal. Teniendo en cuenta estas premisas, se intento desarrollar una técnica de
generacion de capsulas basada en la generacion de gotas poliméricas de
tamanos comprendidos entre 20 y 50 micras, estabilizadas mediante la rea-

ccion de gelificacion ionica con cloruro de bario.

Uno de los primeros problemas que se encontré a la hora de desarro-
llar la técnica, fue como conseguir un tamano de las gotas inferior a 50 um,
necesario para acometer los objetivos planteados al principio de esta tesis.
Sin embargo, teniendo en cuenta el proceso de atomizacion, que produce
gotas con tamano inferior a 100 pm, se intentaron producir gotas con tamanos
inferiores a 50 pm, mediante boquillas atomizadoras, que después se estabili-

zarian mediante la técnica de gelificacion i6nica con bario.

Con esta idea, se diseii6 una instalacion que permitiera la generacion
de gotas micrométricas, mediante el proceso de atomizacion, de forma total-
mente controlada. La instalacion consta de, una linea de aire a presion regu-
lada por ordenador, y una boquilla neumatica por succion con control elec-

tronico. Un esquema de la instalacion utilizada se muestra en la Figura 2.9.
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El proceso de generacion de las gotas micrométricas se puede descri-
bir de la siguiente forma: una disolucion acuosa del polimero, alginato sodico,
es alimentada mediante succion a una boquilla atomizadora neumatica auto-
matica (7), previo paso por un caudalimetro de area variable (9) con una
valvula de control, que mide y regula el caudal de polimero alimentado a la
boquilla atomizadora, mediante una calibracion previa.

El alginato sodico alimentado por succion a la boquilla neumatica es
pulverizado, por la accion de la linea de aire presurizado sobre el chorro
liquido formado a la salida de la boquilla, formando las gotas.

El suministro general de aire se produce desde una bala de aire sinté-
tico a presion (1) que se introduce a la linea de aire a presion mediante una
valvula general (2), pasando por un mandmetro general (1) y un filtro (3).
Esta linea de aire de atomizacién tiene un regulador proporcional de presion
(4) y un caudalimetro masico por principio térmico (5), ambos conectados al
panel de control (11), que permiten regular la presion y el caudal de aire de
atomizacion de forma precisa. El regulador proporcional de presion posee un
sensor interno de presion que permite obtener una retroalimentacion.
Ademas del regulador, también se dispone de un indicador mecanico de

presion (4).

El panel de control regula el proceso de pulverizado en tiempo real,
permitiendo el control de la boquilla neumatica electrénica a través de la
caja de conexiones. El software incluido en este controlador permite
monitorizar de forma precisa, y ajustar de forma automatica el pulverizado
dependiendo de las necesidades propias del proceso. Este controlador permite
ajustar de forma muy precisa los caudales de aire, al igual que sus presiones,

y el tiempo de pulverizado.

La boquilla es de mezcla aire-liquido externa. Las lineas de liquido y

aire de atomizacion son dependientes, ya que el liquido se alimenta mediante
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succion, utilizando parte del aire de atomizacion para alimentar el liquido a
la boquilla de pulverizacion.

La boquilla consta basicamente de un cuerpo general y diferentes
combinaciones de aspersion liquido-aire que permiten conseguir diferentes
patrones de pulverizacion: cénico, de chorro plano, etc. En concreto, se
utiliza una boquilla neumatica del tipo “prefilmer”, donde el liquido es
dispersado en una fina hoja conica antes de ser expuesto a corrientes de aire
a alta velocidad en la parte interna y externa de la hoja anular de liquido
(Figura 2.10.).

Aire —>

%
Alre  — i . . 1l
— \

Aire ——>

T

Alginato

Figura 2.10. Esquema de la boquilla neumatica prefilmer

La boquilla neumatica permite una regulacion precisa del caudal de
liquido ya que se realiza de forma electronica mediante la tecnologia de
modulacion por ancho de pulsos (PWM: pulse width modulated). En este tipo
de regulacion se producen, de forma electronica, ciclos muy rapidos de
apertura y cierre de la boquilla a una frecuencia controlada (ver Figura
2.11.). La boquilla dispone de una valvula solenoide, controlada por

ordenador, situada a la entrada de la boquilla que regula el flujo de liquido.

72



Capitulo 2

El tiempo desde una sefal de apertura y la siguiente se denomina periodo (en
la figura dos segundos). Si la boquilla esta funcionando la mitad del tiempo, el
ciclo sera del 50 %, y se tendra un caudal del 50 % del caudal maximo para
una determinada presion. Este sistema permite la obtencion de caudales muy
pequenos, reduciendo de forma apreciable, el consumo del liquido que se

esta atomizando.

La pulverizacion esta
activa el 50% del tiempo

| La pulverizacion |
| esta inactiva el 50% |

| |
| | | |

|

T 1 L
- - LI A~ =
B2 E820000 85

-
223

Tiempo {en segundos)

Figura 2.11. Funcionamiento de la tecnologia de modulacién por ancho de pulsos

Una vez generadas las gotas, éstas fueron estabilizadas mediante una
reaccion de gelificacion ionica. Es decir, las gotas de alginato generadas por
el spray fueron estabilizadas con una disolucion de cloruro barico en agitacion
continua situada en un cristalizador (8), que induce la gelificacion ionica. La
agitacion de la solucion gelificante tiene el Unico proposito de prevenir que
las capsulas formadas se aglomeren. Dicha agitacion fue seleccionada a partir
de experimentos previos. Para permitir que se complete en su totalidad la
reaccion de gelificacion idnica en el cristalizador, las microcapsulas se
mantuvieron cinco minutos con una agitacion continua. Después de esto, se

lavaron con agua destilada y se filtraron con filtros de membrana de nylon de
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0,45 pm para obtener las microcapsulas libres, y parar asi la reaccion de
gelificacion idénica. Finalmente, las microcapsulas se mantuvieron en agua
destilada para evitar un proceso de hinchamiento o encogimiento, para su
posterior analisis de tamano e imagen en un analizador del tamano de
particulas y un microscopio optico, respectivamente.

Al entrar una gota de alginato sédico en contacto con los cationes
Ba’', se produce la estabilizacion instantanea de la misma por gelificacion
ionica, obteniéndose una membrana semi-permeable o cubierta de la
microcapsula alrededor de la matriz polimérica. Un esquema del proceso de

estabilizacion de las gotas poliméricas puede observarse en la Figura 2.12.

Por tanto, las microcapsulas producidas tendran la siguiente estructura:

* Una matriz polimérica de alginato sodico, que constituye el nlcleo de la

microcapsula. Esta matriz es producida por el proceso de atomizacion.

= Una membrana semi-permeable o cubierta de la microcapsula formada
alrededor de la matriz polimérica de alginato sddico. Esta cubierta se
forma por la reaccion de gelificacion ionica entre el alginato sodico y los

cationes Ba*'.
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Boquilla atomizadora

Atomizacidn
(air-blast)

Matriz de alginato sddico

Bafio gelificante de
Gelificacién cloruro de bario
iGnica

Agitador magnetico

Proceso de gelificacién ionica

Membrana semi-permeable

Microcapsula

Figura 2.12. Esquema del proceso de microencapsulacion utilizado
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2.5.2. Puesta en marcha de la instalacion

a) Calibracidén del rotdmetro de drea constante para el liquido

Debido a que se utiliza un rotametro de area constante para la
medicion del caudal de alginato sodico, éste debe ser calibrado para las
distintas disoluciones de alginato sodico utilizadas, ya que viene calibrado de

fabrica para el agua.

La calibracion de este rotametro se realiza de forma manual, contro-
lando los tiempos empleados por las disoluciones de alginato sodico en dismi-
nuir su volumen inicial en una probeta. Los resultados para las disoluciones de
alginato sodico del 64,5-138-190 cP, se muestran en las Tabla 2.3. y en las
Figuras 2.13., 2.14., y 2.15.

Como se observa en la Tabla 2.3., el rotametro se calibra dentro del
intervalo del 20 al 90 % de la escala de medicién, ya que éste es el intervalo
Util de medicion en esta clase de medidores de caudal. Realizar medidas al

100 % o al 10 % conduciria a error.

En las Figuras 2.13.-2.15. se puede observar el comportamiento no
lineal del rotametro utilizado para la medicion del caudal de alginato sodico.
Esto es debido a que se utilizan viscosidades mayores a la del agua, que es el
liquido para el que esta fabricado el aparato de medida. Por ello, se ha rea-
lizado el calibrado punto por punto de la escala del rotametro. No seria valida
la calibracion de un solo punto en la escala del aparato, ya que debido a su
comportamiento no lineal, no seria posible obtener otro punto de la escala

por aplicaciéon de una extrapolacion lineal.
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Tabla 2.3.: Valores de la calibracion del rotametro de liquido

Porcentaje de escala (%)

64,5 cP 138,0 cP 190,0 cP
Escala (%) Caudal (L/min) Caudal (L/min) Caudal (L/min)
90 0,037 0,017 0,010
80 0,029 0,013 0,009
70 0,023 0,010 0,006
65 0,020 0,009 0,005
60 0,017 0,008 0,005
50 0,012 0,006 0,003
40 0,009 0,004 0,003
30 0,006 0,003 0,002
20 0,003 0.002 0.001
0,040 -
y = 4E-06x” - 8E-06x + 0,0018
.’E“ 0,030 - R% = 0,999
3
—Z 0,020
©
o
s
o 0,010
<
0,000 T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 2.13. Curva de calibracion del rotametro de liquido para 64,5 cP
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Caudal (L/min)

0,020 -

0,015 -

0,010 -

0,005 ~

y = 2E-06x* - 2E-05x + 0,0015
R? = 0,9978

0,000
20

30

40 50 60 70 80 90

Porcentaje de escala (%)

Figura 2.14. Curva de calibracion del rotametro de liquido para 138,0 cP

Caudal (L/min)

0,012 -

0,008 -

0,004 -

q
0,000

y = 1E-06x? + 7E-06x + 0,0004
R? = 0,9955

20

30

40 50 60 70 80 90

Porcentaje de escala (%)

Figura 2.15. Curva de calibracion del rotametro de liquido para 190,0 cP
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b) Experimentos preliminares.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos preliminares para
comprobar que la instalacion producia microcapsulas esféricas y uniformes,
con un tamano de particula en el intervalo de 20-50 pm. Ademas, se quiso
comprobar que la variacion del tamafo de particula, generado al modificar
las diferentes variables que influyen en el proceso, era apreciable, dentro del
rango de operacion.

Todos los experimentos preliminares fueron caracterizados mediante
un analisis del tamaio de las capsulas con difraccion laser (véase Apéndice I,
“Materiales y Métodos”, para una descripcion del método), y mediante
fotografias realizadas con una camara cientifica conectada a un microscopio
optico (véase Apéndice |, “Materiales y Métodos”, para una descripcion del

método).

En este trabajo, el tamano de particula se expresa como distribucion
de Sauter (SMD = Sauter Mean Diameter = D[3,2]) que se puede definir como
el diametro de aquella particula en el que el valor de la relacion volumen/su-
perficie es el mismo que la media aritmética de los valores de la relacion vo-
lumen/superficie del total del nimero de particulas que pertenecen a la mis-
ma muestra bajo examen. Este tipo de distribucion de tamano de particula
suele ser utilizado en la bibliografia para modelar el proceso de la atomiza-
cion, ya que esta influenciado por las propiedades del liquido atomizado y del
aire, asi como por el disefo y las condiciones de operacion de la boquilla ato-

mizadora.

Normalmente, la distribucion SMD se define como:

TD%IN
SMD=2—— (2.1)

[Day

0
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donde D es el diametro de la particula, y dN representa el porcentaje del to-

tal del niUmero de gotas con un diametro contenido en el intervalo [D,D+dD].

Para la realizacion de estos experimentos exploratorios se utilizaron
disoluciones acuosas de alginato sodico con diferente viscosidad, 64,5-138,0-
190,0 cP. No se utilizaron disoluciones de alginato sddico con una viscosidad
inferior a 64,5 cP, ya que éstas no producen microcapsulas con una membrana
suficientemente resistente (Broechx y Del Valle, 2003). Tampoco se utilizaron
disoluciones con una viscosidad superior a 190,0 cP, ya que en las condiciones
de operacion del sistema de atomizacion utilizado, no se produce el proceso

de generacion del spray.

Como solucién gelificante se utilizoé cloruro de bario al 2 % en peso
(concentracion seleccionada a partir de los experimentos realizados anterior-
mente por el grupo de investigacion) (Broechx y Del Valle, 2003). El cation
Ba** produce microcapsulas con una mayor resistencia que las producidas con
Ca’". Esta resistencia aumenta al aumentar el radio idnico, ya que rellenan un
mayor espacio entre las moléculas del alginato sédico en el proceso de la geli-
ficacion ionica. No se emplean estroncio ni radio, ya que estos elementos son
toxicos. Cationes menores que el calcio, como el magnesio, no producen la

reaccion de gelificacion idnica (Broechx y Del Valle, 2003).
Se siguieron las siguientes condiciones experimentales:
Distancia de la boquilla de atomizacion al bafo de gelificacion: 45 cm.

Tamaio del bafo de gelificacion: 23 cm.

Seguidor magnético: 15 cm.

Y V V V

Tiempo de atomizacion: 1-4 minutos'.

" El tiempo de atomizacion variar4 en este intervalo. Cuanto menor sea el tamafio de las capsulas
producidas, mayor sera el tiempo necesario de atomizacion y viceversa. Esto es debido, a que el
analizador del tamafio de particula necesita un volumen minimo de muestra para realizar las medidas.
Por tanto, en el caso de obtener capsulas pequefias es necesario un mayor tiempo de atomizacion para
obtener la muestra necesaria que necesita el dispositivo para realizar las medidas.
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> Tiempo de gelificacion idnica: 5 minutos.

» Temperatura de trabajo: 25 °C.

La boquilla neumatica utilizada en este trabajo dispone de cuatro po-
siciones diferentes de apertura del orificio de salida que regulan la cantidad
de aire disipada antes de salir por el orificio final de la boquilla una vez for-
mado el spray. Asi, una menor o mayor apertura genera conos de atomiza-

cion con diferentes angulos variando desde 15 hasta 90 grados.

Los primeros experimentos exploratorios se realizaron a una viscosidad
de 64,5 cP con la apertura mas pequena de la boquilla atomizadora, posicion
uno.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se recogen en la Tabla
2.4., donde se observa la variacion del tamafno de particula con la variacion

del caudal de alginato sodico y de aire.

Tabla 2.4.: Experimentos preliminares realizados con la boquilla cerrada a 64,5 cP

Caudal alginato (L/min) Caudal aire (L/min) Tamafo (SMD)(um)
0,029 30,19
0,017 96,000 27,72
0,006 31,16
116,000 50,19
0,029
74,000 28,63

En la Tabla 2.4. se puede apreciar que se obtiene una variacion del
tamafno de particula anomalo. No se produce una variacion apreciable del

tamano de particula con la variacion del caudal de alginato en el rango de
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operacion, cuando deberia producirse una disminucion del tamano al
disminuir el caudal de liquido (Arai y Hashimoto, 1985; Rizk y Lefebvre,
1980). Ademas, se produce un aumento apreciable del tamano de particula
con el aumento del caudal de aire, lo cual es incongruente con los estudios
realizados hasta ahora por diversos autores (Arai y Hashimoto, 1985; Rizk y
Lefebvre, 1980).

En la Figura 2.16., se muestra un ejemplo representativo de

distribucion de particula para estos primeros experimentos exploratorios.

Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0582 %BWol 3.509 12 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
012 g 50.186 um 127 801 um
d(o.): 24860 um d(0.s): 72041 um d(0.9)  280.819 um
7 Particle Size Distribution
6
g 8
@ 4
5
=]
-2
1
%.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size {um)

Figura 2.16. Ejemplo de distribucion de particula con boquilla cerrada

(Caudal de alginato: 29 mL/min; Caudal de aire: 116 L/min)

En la Figura 2.16. se observa que la distribucion de particula para
estos experimentos tiene un alto span, que significa una distribucion de tama-

no muy amplia.

La razon por la que se produce este comportamiento es la pequeia
apertura de la boquilla de atomizacion que produce un angulo del cono de

atomizacion pequeio, produciéndose una mala formacion de las microcapsu-
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las (Figura 2.17.), debido a que el aire choca mas violentamente contra la

superficie de la disolucion de cloruro de bario, generando turbulencias.

Figura 2.17. Fotografia de las microcapsulas con boquilla cerrada

(Objetivo 40X x 3X de zoom Optico; Boquilla atomizadora cerrada; Caudal y viscosidad de
alginato sodico: 0,017 L/min y 64,5 cP, respectivamente)

Como se describio previamente, la boquilla atomizadora neumatica
utilizada en este trabajo dispone de cuatro posiciones de apertura del cono
de atomizacion. Cuando la boquilla esta en su minima apertura, es decir, en
la posicion 1, se produce un cono de atomizacion muy pequeiio, de tal forma
que todo el aire utilizado para la generacion del spray sale por el orificio final
de la boquilla, incidiendo sobre la disolucion gelificante, generando turbulen-
cias en la superficie de la misma, produciendose una mala formacion de las

capsulas.

A continuacion se realizaron experimentos a la misma viscosidad, 64,5
cP, pero con la boquilla atomizadora con una mayor apertura, posicion 3, de

tal forma que se pueda disipar parte del aire de atomizacion una vez que
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haya producido su efecto, el spray, y asi se produzca una buena formacion de

las capsulas.
Los resultados obtenidos en estos experimentos se recogen en la Tabla

2.5., donde se observa la variacion del tamaino de particula con la variacion

del caudal de alginato sodico y de aire.

Tabla 2.5.: Experimentos preliminares realizados con la boquilla abierta a 64,5 cP

Caudal alginato (L/min) Caudal aire (L/min) Tamafo (SMD)(pm)

0,029 28,39
0,023 27,03
0,012 138,000 24,70
0,009 23,43
0,003 18,48

110,000 28,03
0,009 116,000 27,73

138,000 23,43

En la Tabla 2.5. se puede observar una variacién apreciable del tama-
fio de particula, dentro del rango de operacion, para las dos variables de ope-
racion. Ademas, el comportamiento del sistema esta de acuerdo con los
principales trabajos realizados sobre el tema (Arai y Hashimoto, 1985; Rizk y
Lefebvre, 1980). Se obtuvieron microcapsulas en el intervalo de tamanos

requerido, 20-50 micras.

En la Figura 2.18. se muestra un ejemplo representativo de

distribucion de particula para estos experimentos.
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Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0392 %Vol 1.365 0.419 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.256 m?/g 23.429 um 29.847 um
d(0.1):  13.751 um d(0.5): 26.883 um d(0.9): 50.446 um

Particle Size Distribution

12

10

8

6

Volume (%)

4

2

%.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Figura 2.18. Ejemplo de distribucién de particula con boquilla abierta

(Caudal de alginato: 9 mL/min; Caudal de aire: 138 L/min)

En la Figura 2.18. se puede observar que la distribucion de particula
para estos experimentos tiene un bajo valor en el span, que es indicativo de

una distribucion de tamano estrecha.

La razon de esta mejora en el comportamiento de la instalacion es la
mayor apertura de la boquilla neumatica (posicion 3). Con una mayor apertu-
ra de la boquilla, posicion 3, se consigue que el aire genere el spray de igual
forma que en la posicion 1, pero sin embargo, se consigue disipar parte de
este aire (Figura 2.19.) antes de la salida por el orificio final de la boquilla,
de tal forma que éste no incida sobre la disolucion gelificante de cloruro de
bario, evitando por tanto la formacion de turbulencias en la superficie de la
solucion gelificante, y por tanto, produciéndose una buena formacion de las
capsulas (Figura 2.20.). No se utiliza la posicion 4 de la boquilla porque en
esta posicion se disipa todo el aire, de tal forma que no se consigue expulsar

las gotas del spray fuera de la boquilla.
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AIRE AIRE

SPRAY

Figura 2.19. Esquema de la disipacién del aire en la boquilla neumatica

Objetivo 40X

Figura 2.20. Fotografia de las microcapsulas con la boquilla abierta

(Objetivo 40X x 3X de zoom 6ptico; Boquilla abierta; Caudal de aire: 138,000 L/min;
Caudal y viscosidad de alginato sodico: 0,009 L/min y 64,5 cP, respectivamente)
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Por Ultimo, se realizaron experimentos preliminares a viscosidades
mayores, 138,0 y 190,0 cP, con la boquilla atomizadora en posicion 3, con el
objetivo de comprobar que la instalacion producia capsulas esféricas, unifor-
mes, y en el rango de tamano requerido, a pesar del aumento de la viscosidad
del polimero. Ademas, se quiso comprobar que la variacion del tamano de
particula, generado al modificar las diferentes variables que influyen en el

proceso, era apreciable dentro del rango de operacion.

En la Tabla 2.6. se observa la variacion del tamafo de particula con la
variacion del caudal de alginato sodico y de aire. En las Figuras 2.21. y 2.22.,
se muestran ejemplos representativos de distribucion de particula para estos

experimentos exploratorios a altas viscosidades.

Tabla 2.6.: Experimentos preliminares (boquilla abierta a 138 y 190 cP)

138,0 cP 190,0 cP

0,013 31,33
0,010 29.07 31,56
0,009 138,000 27,41 30,69
0,006 26,43 29,81
0,003 23,60 28,26
110,250 36,68 39,79
0,009 116,000 34,33 36,84
138,000 27,41 30,69
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Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0488 %Vol 1.354 0.418 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.219 m?/g 27.407 um 35.835 um
d(0.1): 16.155 um d(0.5): 32.764 um d(0.9): 60.509 um
Particle Size Distribution
12
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Figura 2.21. Distribucion de particula (boquilla abierta; viscosidad: 138 cP)
(Caudal de alginato: 9 mL/min; Caudal de aire: 138 L/min)
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.0559 %\Vol 1.372 0.421 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.195 m?/g 30.693 um 40.252 um
d(0.1): 17.903 um d(0.5): 36.735 um d(0.9): 68.294 um
Particle Size Distribution
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Figura 2.22. Distribucion de particula (boquilla abierta; viscosidad: 190 cP)

(Caudal de alginato: 9 mL/min; Caudal de aire: 138 L/min)
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En la Tabla 2.6., se puede apreciar que se obtiene una variacion
apreciable del tamaio de particula, dentro del rango de operacién, para las
dos variables. Ademas, el comportamiento del sistema esta de acuerdo con
los principales trabajos realizados sobre el tema (Arai y Hashimoto, 1985; Rizk
y Lefebvre, 1980). Se obtuvieron microcapsulas en el intervalo de tamanos
requerido, 20-50 micras.

En las Figuras 2.21. y 2.22. se puede observar que la distribucion de
particula para estos experimentos tiene un bajo valor en el span que es

indicativo de una distribuciéon de tamario estrecha.

Por tanto, al aumentar la viscosidad, si se mantiene la apertura de la
boquilla en la posicion 3, se sigue teniendo una buena formacion de las

capsulas (ver Figuras 2.23 y 2.24.), obteniendo capsulas esféricas y uniformes.

Objetivo 40X

Figura 2.23. Fotografia de las microcapsulas con boquilla abierta

(Objetivo 40X x 3X de zoom optico) (Caudal de aire de 138,000 L/min, y caudal y
viscosidad de alginato de 0,006 L/min y 138,0 cP, respectivamente)
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Objetivo 40x;

Figura 2.24. Fotografia de las microcapsulas con boquilla abierta

(Objetivo 40X x 3X de zoom optico) (Caudal de aire de 138,000 L/min, y caudal y
viscosidad de alginato de 0,006 L/min y 190,0 cP, respectivamente)
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2.6. EFECTO DE LAS CONDICIONES DE OPERACION

La atomizacion es el proceso por el cual un chorro u hoja liquida se
convierte en pequenas gotas. Basicamente, se puede considerar como una al-
teracion de la fuerza de la tension superficial por la accion de fuerzas exter-
nas. La viscosidad del liquido atomizado, al igual que la fuerza de la tension
superficial, ejercen una influencia estabilizadora oponiéndose a cualquier
cambio de la geometria del sistema. Sin embargo, las fuerzas aerodinamicas
actuan sobre la tension superficial del liquido promoviendo el proceso de rup-
tura del liquido, aplicando una fuerza de distorsion externa en el chorro u ho-
ja liquida. El proceso de ruptura del liquido se produce justo cuando la fuerza

de distorsion es mayor que la fuerza de tension superficial (Figura 2.25.).

Fuerzas aerodinamicas

\T/
W

Fuerza de tensidén superficial

Figura 2.25. Sistema de fuerzas actuando sobre un chorro u hoja liquida moviéndose
en aire

Ademas, como se describio previamente, para el proceso de atomiza-
cion se utilizé una boquilla atomizadora neumatica del tipo “prefilmer”, don-
de el liquido a una velocidad muy pequeia es dispersado en una fina hoja co-
nica antes de ser expuesto a corrientes de aire a alta velocidad en la parte
interna y externa de la hoja anular de liquido (Figura 2.26.). En este tipo de
boquillas se produce una buena atomizacion cuando existe una gran diferen-

cia entre la velocidad del liquido atomizado y del aire atomizante.
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Aire —

Aire

—
—

Alre ——

1

Alginato

Figura 2.26. Esquema de la boquilla neumatica prefilmer

Por tanto, el proceso de atomizacion depende no solo de la geometria
de la boquilla atomizadora sino también de las propiedades fisicas del liquido

atomizado y del aire atomizante.

Con el fin de conocer el efecto de los diferentes parametros, que
influyen en el proceso de atomizacion, en el tamano final de particula, se
construyeron las curvas de comportamiento del sistema. Para ello, realizaron
una serie de experimentos, donde se vario el caudal y la viscosidad de
alginato sodico y el caudal de aire comprimido. Estas curvas nos permitiran
conocer el comportamiento global del sistema, asi como las condiciones de

trabajo de la instalacion para controlar el tamano de gota.

Todos estos experimentos fueron caracterizados mediante un analisis
del tamano de las capsulas con difraccion laser (véase Apéndice |, “Materiales
y Métodos” para ver una descripcion del método) y fotografias realizadas con
una camara cientifica conectada a un microscopio dptico (véase Apéndice I,

“Materiales y Métodos” para ver una descripcion del método).
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2.6.1. Efecto de la variacion del caudal de alginato sodico

De acuerdo con la teoria de la atomizacion, debe existir una alta
velocidad relativa entre el aire atomizante y el liquido atomizado para que se
produzca la pulverizacion. Es decir, el caudal de alginato sodico es uno de los
parametros que influyen en el proceso de atomizacion. Por ello, es necesario
estudiar la variacion del tamafo de las microcapsulas con la modificacion del

caudal de alginato sddico a distintas viscosidades del polimero.

El intervalo de caudales de alginato sodico utilizados varia desde 0,003
L/min hasta 0,037 L/min, a un caudal constante de aire a presion de 138,0
L/min. Este intervalo de caudales viene impuesto por las caracteristicas
propias de la instalacion. Con menos caudal de 0,003 L/min de alginato sodico
es necesario demasiado tiempo de atomizacion para conseguir la cantidad de
muestra necesaria para una medicion 6ptima en el analizador del tamano de
particula. Con un caudal mayor de 0,037 L/min se producen aglomerados por
las caracteristicas del sistema de atomizacion utilizado, ya que como se ha
comentado anteriormente, el liquido se alimenta a la boquilla mediante
succion, utilizando parte del aire de atomizacion. Por tanto, para aumentar el
caudal de liquido es necesario aumentar el caudal de aire de atomizacion,
produciéndose turbulencias en la superficie de la solucion gelificante, defor-

mandola y generando aglomerados y capsulas deformadas.

Se comenzo con experimentos a una viscosidad constante de alginato
sodico de 64,5 cP. Los tamanos de las capsulas generadas se muestran en la
Tabla 2.7., donde se observa la variacion del tamafo de particula con la
variacion del caudal de alginato sédico. A partir de estos datos, se construyd

la curva de comportamiento correspondiente, mostrada en la Figura 2.27.
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Tabla 2.7.: Variacion del tamaifio de las capsulas con el caudal de alginato a 64,5 cP

Caudal de aire constante : 138,0 L/min

Caudal de alginato (L/min) Tamafo, SMD (um)

0,037 30,56
0,029 28,39
0,023 27,03
0,013 24,70
0,009 23,75
0,006 19,20
0,003 18,48
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Caudal de alginato sédico (L/min)

Figura 2.27. Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de alginato a 64,5 cP

(Viscosidad de alginato sddico: 64,5 cP; Caudal de aire: 138,0 L/min)
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Un analisis de los datos experimentales obtenidos muestra que el
diametro medio de las microcapsulas decrece al hacerlo el caudal de alginato

sodico.

Estos resultados estan en concordancia con las explicaciones tedricas
dadas por algunos autores sobre el fenomeno.

Rizk y Lefebvre (1980) estudiaron la influencia del espesor inicial de la
hoja liquida en las caracteristicas del pulverizado. Encontraron que se produ-
cian hojas liquidas mas finas cuanto menor fuera el caudal de alginato sodico.
Se observd que las hojas liquidas mas delgadas rompian en gotas mas peque-
nas. Trabajos anteriores han comentado resultados similares. Por ejemplo, los
analisis de York et al. (1953), Hagerty y Shea (1955), y Dombrowski y Johns
(1963), sugirieren que el diametro medio de las gotas producidas es aproxima-
damente proporcional a la raiz cuadrada del grosor de la hoja liquida.

Arai y Hashimoto (1985) estudiaron la desintegracion de hojas liquidas
inyectadas en corrientes de aire que fluyen en el mismo sentido. Estos auto-
res mostraron que la longitud de ruptura se incrementa al hacerlo la veloci-
dad del liquido. Al aumentar la longitud de ruptura se producen microcapsulas
mayores.

Por lo tanto, un aumento del caudal de alginato sodico genera micro-
capsulas de mayor tamano y los datos bibliograficos estan en total concor-

dancia con los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo.

Se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas producidas
(Figura 2.28.). Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 aumentos (40X y
100X). La imagen a 40X (Figura 2.28.-a) muestra una perspectiva general,
donde se puede apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas
obtenidas. El aumento de 100X (Figura 2.28.-b) muestra una imagen detallada
de las microcapsulas obtenidas. En esta Gltima fotografia se puede apreciar la
estructura tipica de una microcapsula: una matriz polimérica de alginato

sodico, que constituye el nicleo de la microcapsula, y una membrana semi-
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permeable o cubierta de la microcapsula formada alrededor de la matriz poli-

mérica de alginato sddico.

Objetivo 40x]

b)

Figura 2.28. Fotografias de las microcapsulas a 64,5 cP

(Viscosidad y caudal alginato: 64,5 cP y 0,003 L/min; Caudal aire: 138,000 L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom 6ptico.
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Posteriormente, se realizaron experimentos a mayores viscosidades:
138,0 cP y 190,0 cP. En ambos casos, el intervalo de caudales de alginato so6-
dico utilizados vino condicionado por las caracteristicas propias de la insta-
lacion. Se vario el caudal de alginato sédico desde 0,003 L/min hasta 0,013
L/min para los experimentos llevados a cabo a 138,0 cP. Sin embargo, para
190,0 cP el intervalo se modificé desde 0,003 L/min hasta 0,010 L/min. Con
menos caudal de 0,003 L/min es necesario demasiado tiempo de atomizacion
para conseguir la cantidad de muestra necesaria para una medicion optima en
el analizador del tamafo de particula. El limite superior vino condionado por
la limitacion que supone la viscosidad del liquido en cuanto a la alimentacion
de éste a la boquilla neumatica. Como se comento anteriormente, el liquido
es alimentado a la boquilla mediante succion, lo que supone utilizar parte del
aire de atomizacion en la impulsion del liquido hacia la boquilla. Téngase en
cuenta, que cuanto mas aire de atomizacion se utilice, mas aumenta la
probabilidad de que se genere una mala formacion de las capsulas. Al
aumentar la viscosidad del alginato, para obtener el mismo caudal de liquido,
es necesario aumentar aun mas el caudal de aire para poder succionar un
liquido mas viscoso. Al aumentar el caudal de aire de atomizacion se produ-
cen turbulencias en la superficie de la solucion gelificante, deformandola y

generando aglomerados y capsulas deformadas.

Con una viscosidad de 138,0 cP, el diametro de las microcapsulas
obtenidas (distribucion de Sauter) y las curvas de comportamiento del sistema

se muestran en la Tabla 2.8. y en la Figura 2.29., respectivamente.

Un analisis de los datos experimentales, muestra el mismo efecto que
fue observado con disoluciones de menor viscosidad. Es decir, el aumento de
la viscosidad de la disolucion de alginato sodico, no produce cambios en la

tendencia general del sistema.
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Tabla 2.8.: Variacion del tamafio de las capsulas con el caudal de alginato a 138 cP.

Caudal de aire: 138,0 L/min

Caudal de alginato (L/min) Tamano, SMD (um)

0,013 31,33
0,010 29,07
0,009 27,42
0,006 26,43
0,003 23,60
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Figura 2.29. Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de alginato a 138 cP

(Viscosidad de alginato sédico: 138,0 cP; Caudal de aire: 138,0 L/min)
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Por Gltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas

producidas (Figura 2.30.).

Objetivo 40x]

b)

Figura 2.30. Fotografias de las microcapsulas a 138 cP

(Viscosidad y caudal alginato: 138,0 cP y 0,010 L/min, Caudal aire: 138L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom optico.
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Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 veces (40X y 100X). El
aumento de 40X (Figura 2.30-a), muestra una imagen general, donde se puede
apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas obtenidas. ELl
aumento de 100X (Figura 2.30-b), muestra una imagen detallada de las micro-
capsulas obtenidas, donde puede apreciarse la estructura tipica de una micro-
capsula: una matriz polimérica de alginato sodico, y alrededor una membrana

semi-permeable.

Con una viscosidad de 190,0 cP, el diametro de las microcapsulas
obtenidas y las curvas de comportamiento se muestran en la Tabla 2.9. y en

la Figura 2.31., respectivamente.

Un analisis de los datos experimentales muestra que con esta
viscosidad (190 cP) se obtiene la misma tendencia que para las otras viscosi-
dades estudiadas (64,5 y 138 cP), es decir, el tamano de las microcapsulas
disminuye al hacerlo el caudal de alginato sédico. Por tanto, se vuelve a
observar que el cambio de viscosidad de la disolucién de alginato soédico no

produce ninglin cambio en la tendencia general del sistema.

Tabla 2.9.: Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de alginato a 190 cP

Caudal de aire: 138,0 L/min

Caudal de alginato (L/min) Tamafo, SMD (um)
0,010 31,56
0,009 30,76
0,006 29,81
0,005 28,98
0,003 28,26
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Figura 2.31. Variacion del tamaifio de las capsulas con el caudal de alginato a 190 cP

Viscosidad de alginato sédico: 190,0 cP; Caudal de aire: 138,000 L/min)

Por Gltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas
producidas (Figura 2.32.) mediante la cAmara digital conectada al microscopio

optico. Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 veces (40X y 100X).

El aumento de 40X (Figura 2.32-a), muestra una imagen general,
donde se puede apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas
obtenidas. El aumento de 100X (Figura 2.32-b), muestra una imagen detallada
de las microcapsulas obtenidas, donde se puede apreciar la estructura tipica

de una microcapsula.
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Objetivo 40X

b)

Figura 2.32. Fotografias de las microcapsulas a 190 cP

(Viscosidad y caudal alginato: 190,0 cP y 0,005 L/min; Caudal aire: 138,000 L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom 6ptico.
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2.6.2. Efecto de la variacion del caudal de aire

El caudal de aire comprimido es otro de los parametros que influyen
en el proceso de atomizacion, y por lo tanto en el proceso de generacion de
las microcapsulas utilizado. El aire genera inestabilidad en el chorro liquido
mediante las fuerzas aerodinamicas, oponiéndose a la fuerza estabilizante de
la tensidn superficial del liquido, provocando la ruptura del chorro liquido.
Por ello, es necesario estudiar la variacion del tamano de las capsulas con la
modificacion del caudal de aire comprimido a distintas viscosidades de algina-

to sodico.

Para estudiar el efecto del caudal de aire en el tamaio de particula se
llevaron a cabo una serie de experimentos a distintos caudales constantes de
alginato sodico (0,003, 0,006, 0,009 L/min), variando el caudal de aire de
78,400 L/min a 138,000 L/min. El intervalo de caudales de aire utilizados
viene impuesto por las caracteristicas propias de la instalacion. Con un caudal
de aire menor que 78,4 L/min no se produce la atomizacion ni el caudal
deseado de liquido, producido por succion con la boquilla utilizada. Un caudal
mayor de 138,0 L/min genera una deformacion en la superficie de la
disolucion de cloruro de bario cuando se realiza la atomizacion, producién-

dose una mala formacion de las capsulas.

Se comenzo con experimentos a una viscosidad constante de alginato
sodico de 64,5 cP. El diametro de las microcapsulas y las curvas de comporta-
miento del sistema se muestran en la Tabla 2.10. y en la Figuras 2.33.-2.35.,

respectivamente.
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Tabla 2.10.: Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de aire, a tres caudales
y una viscosidad constantes de alginato de 0,009, 0,006 y 0,003 L/min y 64,5 cP,
respectivamente

Caudal de alginato (L/min) | Caudal de aire (L/min) Tamafio, SMD (um)

89,600 35,87
95,200 34,69

0,009 110,250 28,03
116,550 27,73
138,000 23,75
78,400 33,47
84,000 29,08
95,200 28,57

0,006
113,400 26,61
131,100 24,13
138,000 19,20
89,600 31,03
95,200 29,81

0,003 113,400 25,32
131,100 22,12
138,000 18,48
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Figura 2.33. Variacion del tamaiio de las ciapsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 64,5 cP, 0,009 L/min, respectivamente)
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Figura 2.34. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variaciéon del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 64,5 cP, 0,006 L/min, respectivamente)
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Figura 2.35. Variacion del tamaifio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 64,5 cP, 0,003 L/min, respectivamente)

Un analisis de los datos experimentales obtenidos muestra que el
diametro medio de las microcapsulas decrece al aumentar el caudal de aire

comprimido.

El principio fundamental de la desintegracion de un liquido se basa en
el incremento del area superficial, normalmente en forma de un chorro u hoja
liquida, que se convierte en inestable y rompe en gotas. El incremento del
area superficial aire-liquido resulta del incremento en el movimiento entre la
capa superficial del liquido y del aire, produciendo energia cinética para la
desintegracion. Por tanto, un incremento en el caudal de aire produce una
mayor area superficial aire-liquido, que provoca una mayor desintegracion,

produciendo una disminucion del tamano de particula.
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Ademas, los resultados obtenidos estan en concordancia con las
explicaciones teoricas dadas por algunos autores sobre el fendmeno.

Rizk y Lefebvre (1980) examinaron los mecanismos de ruptura de la
hoja liquida y de la formacion de las gotas. Mostraron que la interaccion
liquido/aire produce ondas que se vuelven inestables y desintegran la lamina
en fragmentos. Estos fragmentos se contraen formando ligamentos que
rompen en gotas. Es decir, al aumentar el caudal del aire se promueven ondas
inestables que provocan una mayor desintegracion, produciendo un tamano
medio de las particulas menor. Estos autores probaron, ademas, que al
incrementar la velocidad del aire, la hoja liquida desintegra mas temprano y
los ligamentos se forman mas cerca de los labios de la boquilla atomizadora.
Estos ligamentos tienden a ser mas delgados y mas cortos y se desintegran en
gotas mas pequenas. Por tanto, el aumento del caudal de aire provoca una
ruptura mas cercana a la boquilla, produciendo ligamentos mas delgados y
cortos que se desintegran en gotas mas pequeias, produciéndose una dismi-
nucion en el diametro medio de las microcapsulas.

Arai y Hashimoto (1985) estudiaron la desintegracion de hojas liquidas
inyectadas en corrientes de aire que fluyen en el mismo sentido. Estos auto-
res mostraron que para un espesor constante de la hoja liquida, la longitud de
ruptura decrece al incrementar la velocidad relativa entre el aire y el liquido.

Al disminuir la longitud de ruptura, se producen microcapsulas menores.

Por tanto, un aumento del caudal de aire comprimido genera micro-
capsulas de menor tamano, y los datos bibliograficos estan en total concor-

dancia con los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo.

Se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas producidas (Fi-

gura 2.36.) mediante una camara digital conectada a un microscopio 6ptico.
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Objetivo 40X

Figura 2.36. Fotografias de las microcipsulas a 64.5 cP
(Viscosidad y caudal de alginato: 64,5 cp y 0,006 L/min; Caudal de aire: 78,400 L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom 6ptico.

Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 veces (40X y 100X). El
aumento de 40X (Figura 2.36-a), muestra una imagen general, donde se puede
apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas obtenidas. ELl

aumento de 100X (Figura 2.36-b), muestra una imagen detallada de las
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microcapsulas obtenidas, donde se puede apreciar la estructura tipica de una

microcapsula.

Posteriormente, se realizaron experimentos a valores de viscosidad
mas altos: 138 cP y 190 cP. Se vario el caudal de aire desde 110,2 L/min hasta
138,0 L/min, por las razones anteriormente expuestas. Téngase en cuenta
que al aumentar la viscosidad del alginato sédico es necesario utilizar una
mayor cantidad de aire comprimido para que se produzca la atomizacion y el

caudal deseado de liquido, producido por succion, con la boquilla utilizada.

Con una viscosidad de 138 cP el diametro de las microcapsulas
obtenidas y las curvas de comportamiento se muestran en la Tabla 2.11. y en

la Figura 2.37.-2.39., respectivamente.

Un analisis de los datos experimentales, muestra que con un valor de
viscosidad de 138 cP, se obtiene la misma tendencia que para 64,5 cP, es
decir, el tamano de las microcapsulas disminuye al aumentar el caudal de aire
comprimido. Por tanto, no se produce ningin cambio en la tendencia general

del sistema al incrementar la viscosidad de la solucion de alginato sodico.
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Tabla 2.11.: Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire, a
tres caudales y una viscosidad constantes de alginato de 0,009, 0,006 y 0,003 L/min y
138,0 cP, respectivamente

Caudal de alginato (L/min) | Caudal de aire (L/min) Tamano, SMD (um)
110,250 36,68
116,550 34,33
0,009
124,800 31,15
138,000 27,42
113,280 34,91
122,880 32,51
0,006
131,100 29,51
138,000 26,43
113,400 32,07
0,003 131,100 25,36
138,000 23,60
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Figura 2.37. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 138,0 cP, 0,009 L/min, respectivamente)
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Figura 2.38. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variaciéon del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 138,0 cP, 0,006 L/min, respectivamente)
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Figura 2.39. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 138,0 cP, 0,003 L/min, respectivamente)

Se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas producidas (Fi-

gura 2.40.) mediante una camara digital conectada a un microscopio optico.

Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 veces (40X y 100X). EL
aumento de 40X (Figura 2.40-a), muestra una imagen general, donde se puede
apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas obtenidas. ELl
aumento de 100X (Figura 2.40-b), muestra una imagen detallada de las
microcapsulas obtenidas, donde se puede apreciar la estructura tipica de una

microcapsula.
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Objetivo 40|

Figura 2.40. Fotografias de las microcapsulas
(Viscosidad y caudal de alginato: 138 cP y 0,009 L/min; Caudal de aire: 124,8 L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom Optico.

El diametro de las microcapsulas obtenidas con una viscosidad de 190
cP, asi como las curvas de comportamiento, se muestran en la Tabla 2.12. y

en la Figura 2.41.-2.43., respectivamente.
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Tabla 2.12.: Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire, a
tres caudales y una viscosidad constantes de alginato de 0,009, 0,006 y 0,003 L/min y
190 cP, respectivamente.

Caudal de alginato (L/min) | Caudal de aire (L/min) Tamano, SMD (um)
110,250 39.79
116,550 36.84
0,009
128,640 32.91
138,000 30.76
113,400 35.86
0,006 131,100 32.61
138,000 29.81
113,400 34.87
128,640 30.51
0,003
131,100 29.23
138,000 28.26

Un analisis de los datos experimentales muestra que con esta visco-
sidad (190 cP) se obtiene la misma tendencia que para las otras viscosidades
(64,5 y 138 cP), es decir, el tamano de las microcapsulas disminuye al
aumentar el caudal de aire comprimido. Por tanto, se vuelve a mostrar que el
cambio de la viscosidad de la disolucion de alginato sodico no produce

cambios en la tendencia general del sistema.
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Figura 2.41. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 190,0 cP, 0,009 L/min, respectivamente)
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Figura 2.42. Variacion del tamaiio de las capsulas con la variaciéon del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 190,0 cP, 0,006 L/min, respectivamente)
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Figura 2.43. Variacion del tamafio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

(Viscosidad y caudal de alginato: 190,0 cP, 0,003 L/min, respectivamente)

Por Gltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas
producidas (Figura 2.44) mediante una camara digital conectada a un
microscopio optico. Se utilizaron dos magnificaciones, de 40 y 100 veces (40X
y 100X). El aumento de 40X (Figura 2.44-a), muestra una imagen general,
donde se puede apreciar la esfericidad y homogeneidad de la microcapsulas
obtenidas. El aumento de 100X (Figura 2.44-b), muestra una imagen detallada
de las microcapsulas obtenidas, donde se puede apreciar la estructura tipica

de una microcapsula.
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Objetivo 40x

£

Figura 2.44. Fotografias de las microcapsulas
(Viscosidad y caudal de alginato: 190 cP y 0,003 L/min; Caudal de aire: 131,100 L/min)

a) objetivo 40X x 3X de zoom optico.
b) objetivo 100X x 3X de zoom optico.
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2.6.3. Efecto de la variacion de la viscosidad del alginato sodico

La viscosidad de alginato sodico es otro de los parametros que influyen
en el proceso de atomizacion, y por lo tanto en el proceso de microencapsu-

lacion utilizado.

El alginato es un fluido no-newtoniano, concretamente un pseudo-
plastico, es decir, la viscosidad decrece al aumentar el grado de cizallamiento
(ver Apéndice Ill). Ademas, las soluciones de alginato son viscoelasticas, es
decir, que después de la deformacion regresan parcialmente a su forma
original cuando se elimina el esfuerzo aplicado. Este tipo de fluidos son mas
dificiles de pulverizar que los liquidos viscoinelasticos, ya que muestran
patrones de ruptura notablemente diferentes a los de la pulverizaciéon del

agua (Mansour y Chigier, 1995).

Para estudiar el efecto de la viscosidad del alginato sodico en el
tamano de particula se llevaron a cabo una serie de experimentos ya descritos
en los apartados anteriores, variando el caudal del alginato sodico y del aire
comprimido a distintos valores de viscosidad constante. Un resumen de los
valores representativos para este estudio se muestra en la Tabla 2.13. y en las
Figuras 2.45., 2.46., 2.47.,y 2.48.

El analisis de los datos experimentales muestra que el diametro medio
de las microcapsulas aumenta al hacerlo la viscosidad del alginato sodico.
Esto es debido a que la viscosidad del liquido que va a ser pulverizado tiende
a impedir el crecimiento de las inestabilidades que provocan la ruptura del
chorro u hoja liquida, retrasando, por tanto, la desintegracion del liquido y

aumentando el tamafo de las microcapsulas producidas.
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Tabla 2.13.: variacién del tamafio de las ciapsulas con la variacién de la viscosidad de

alginato sodico

(64,5 cP) (138,0 cP) (190 cP)
Faudal de. Caudal qe aire Tamanho Tamaiio Tamafio (um)
alginato (L/min) (L/min) (um) (um)
0,013 24,70 31,33 33,90
0,010 24,10 29,07 31,56
0,009 138,000 23,75 27,42 30,76
0,006 19,20 26,43 29,81
0,003 18,48 23,60 28,26
110,250 28,03 36,68 39,79
0,009 116,000 27,73 34,33 36,84
138,000 23,75 27,42 30,76
113,400 26,61 34,91 35,86
0,006 131,100 24,13 29,51 32,61
138,000 19,20 26,43 29,81
113,400 25,32 32,07 34,87
0,003 131,100 22,12 25,36 29,23
138,000 18,48 23,60 28,26
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Figura 2.45. Variacion del tamafio de las microcapsulas con la variacién de la
viscosidad de alginato sédico

(Caudal de aire constante de 138,000 L/min)
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Figura 2.46. Variacion del tamafio de las microcapsulas con la variacién de la
viscosidad de alginato sédico

(Caudal de alginato sodico constante de 0,009 L/min)

120



Capitulo 2

Tamaio, SMD (micras)
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Figura 2.47. Variacion del tamaiio de las microcapsulas con la variacion de la
viscosidad de alginato sédico

(Caudal de alginato sodico constante de 0,006 L/min)
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Figura 2.48. Variacion del tamafio de las microcapsulas con la variaciéon de la
viscosidad de alginato sédico

(Caudal de alginato sodico constante de 0,003 L/min)
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Los resultados experimentales obtenidos estan en concordancia con las

explicaciones teoricas dadas por algunos autores sobre el fenémeno.

Rizk y Lefebvre (1980), que estudiaron la influencia del espesor inicial
de la hoja liquida en las caracteristicas del pulverizado, encontraron que al
disminuir la viscosidad del alginato sodico se produce una disminucion en el
espesor de las hojas liquidas obtenidas en el proceso de atomizacion. Por otra
parte, se observo que las hojas liquidas que tienen un menor espesor rompen
en gotas mas pequenas. Llegando a la conclusion de que una menor viscosidad
del liquido atomizado produce un tamano de microcapsula menor. Estas afir-
maciones estan en concordancia con los resultados experimentales obtenidos

en este trabajo.

2.6.4. Conclusiones

Se ha desarrollado una técnica para la produccion de capsulas, basada
en la generacion de gotas por procesos de atomizacién neumatica y su
posterior estabilizacion mediante la reaccion de gelificacion iénica, que
permite obtener capsulas con un tamano controlado comprendido entre 20 y

50 micras.

A partir de los datos obtenidos se puede concluir que:

* La nueva instalacion desarrollada produce capsulas esféricas y unifor-
mes con un tamano de particula en el intervalo de 20-50 pm. La varia-
cion del tamano de particula que se produce al modificar el caudal de
polimero y de aire, asi como la viscosidad del polimero, es apreciable
dentro de los parametros de operacion. Se producen distribuciones de
particula estrechas (span < 1,4), tratandose de sistemas de pulveriza-

cion.
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= Se obtiene una buena formacion de las capsulas con la maxima aper-
tura posible de la boquilla neumatica utilizada, ya que se disipa parte
del aire utilizado en la formacion del spray, de tal forma que no inci-

de sobre la disolucion gelificante.

A partir de las curvas de comportamiento, se puede concluir que:

* El diametro medio de las microcapsulas decrece al disminuir el caudal
de alginato sodico, ya que se producen hojas liquidas mas delgadas

que rompen en gotas mas pequenas.

» El diametro medio de las microcapsulas decrece al aumentar el caudal
de aire comprimido, ya que la interaccion liquido/aire produce ondas
que se convierten inestables y desintegran la lamina liquida en frag-
mentos que se contraen formando ligamentos, rompiendo posterior-

mente en gotas.

*= El diametro medio de las microcapsulas incrementa al aumentar la
viscosidad del alginato sodico, debido a que la viscosidad del liquido
que va a ser atomizado tiende a impedir el crecimiento de las inesta-

bilidades que provocan la ruptura del chorro u hoja liquida.
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2.7. MEJORA DE LA TECNICA DE GENERACION DE LAS MICRO-
CAPSULAS

2.7.1. Descripcion de la instalacion

La instalacion descrita previamente (Figura 2.9.) genera capsulas
dentro del intervalo de tamanos requerido, 20-50 micras, pero tiene una
limitacion en lo que se refiere a la atomizacién de liquidos viscosos. El
sistema no es capaz de atomizar liquidos con una viscosidad mayor de 190 cP.
Ademas, con viscosidades inferiores, el sistema no es capaz de pulverizar
grandes cantidades de liquido, ya que, por las caracteristicas propias del
sistema, el liquido es alimentado a la boquilla mediante succion, y por tanto,
un mayor caudal de liquido implica un mayor caudal de aire, que genera la
deformacion de la superficie de la solucién gelificante, generando aplome-

rados y capsulas deformadas.

Por tanto, se disend una instalacion con el fin de eliminar la
limitacion de la viscosidad y tener un mejor control de las variables que

afectan al sistema.

La nueva instalacion (Patente Europea n° EP10153319.8, Del Valle
et al., 2010) que genera capsulas sin limitacion de viscosidad, se muestra en
la Figura 2.49. y consta de las siguientes partes: un armario neumatico (3),
un panel de control (4), una caja de conexiones (5), un tanque presurizado

(6), una boquilla neumatica con control electronico (7) y un bafno gelificante

(8).
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Las principales mejoras que se introducen en esta nueva instalacion

de generacion de capsulas son:

- La incorporacion de un tanque presurizado, que permite conducir
liquidos de cualquier viscosidad hacia la boquilla neumatica a mayores

caudales.

- La automatizacion completa del proceso, a través de un sistema de

regulacion automatica, que permite un control completo del proceso.

El nuevo proceso genera gotas micrométricas, mediante procesos de
atomizacion, a través de una boquilla neumatica (7) que funciona por presion
de forma completamente automatica. El liquido no se alimenta a la boquilla
por succion, sino por presion, es decir, a través de un tanque presurizado (6),

eliminando de esta forma la limitacion de la viscosidad del disefo previo.

La instalacion consta de una linea de aire completamente indepen-
diente para generar el proceso de atomizacion, es decir, todo el aire que
lleva esta linea se emplea exclusivamente para la generacion del spray, opti-
mizandose la utilizacion del aire. Téngase en cuenta que en el anterior dise-
o, parte del aire de atomizacién se empleaba en la succién del liquido.

El nuevo disefio incorpora una linea de aire adicional que se utiliza
para generar la presion necesaria en el tanque para conducir el liquido a la

boquilla neumatica sin ninguna limitacion de viscosidad.

Por tanto, el proceso de generacién de las gotas se puede describir de
la siguiente forma: una disolucion acuosa del polimero, alginato sodico, se
alimenta al tanque presurizado (6), que por presion conduce el liquido hacia
la boquilla neumatica (7), donde sera pulverizado por la accion de la linea de
aire presurizado sobre el chorro liquido formado a la salida de la boquilla,

generando las gotas.
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El suministro general de aire se produce desde una bala de aire puro a

presion (1) que se introduce al armario neumatico (3) a través de una valvula

general (2). Este armario consta de una serie de componentes que permiten la

regulacion de los caudales de liquido y aire, asi como de sus presiones (Figura

2.50.).
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Figura 2.50. Detalle del armario neumatico

HACIA EL TANQUE
PRESURIZADO

HACIA LA BOQUILLA

1.- vélvula general y mandmetro de aire de entrada; 2.- filtro de aire; 3.- interruptor de
presion; 4.- armario eléctrico; 5.- regulador manual de presion; 6.- regulador proporcional
de presion; 7.- indicador mecanico de presion; 8.- valvula manual;, 9.- regulador
proporcional de presion; 10.- indicador mecanico de presion; 11.- caudalimetro masico por

principio térmico.
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El aire entra al armario neumatico mediante una valvula general (1),
pasando por un manémetro (1) y un filtro (2), para, posteriormente, dividirse
de forma electrénica en dos lineas de aire diferenciadas mediante un
interruptor de presion (3): la linea del aire que proporciona presion al tanque,
y la linea del aire que sirve para producir la pulverizacion en la boquilla. Este
interruptor de presion (3) esta conectado al panel de control, permitiendo,
ademas, conocer el estado del filtro de aire.

La linea de aire que produce la pulverizacion (Figura 2.50.) tiene un
regulador proporcional de presion (9) y un caudalimetro masico por principio
térmico (11), ambos conectados al panel de control, que permiten controlar
la presion y el caudal de aire de atomizacion de forma precisa. El regulador
posee un sensor interno de presion que permite obtener una retroalimen-
tacion. Ademas, se dispone de un indicador mecanico de presion (10).

La linea de aire que suministra presion al tanque del liquido (ver
Figura 2.50.) consta de un regulador manual de la presion de entrada (5), un
indicador mecanico de presion (7) y un regulador proporcional de presion (6).
El regulador proporcional esta conectado al panel de control permitiendo una
regulacion precisa de la presion, ya que tiene un sensor interno de presion
que permite obtener una retroalimentacion. Esta linea posee ademas una
valvula para poder cortar la presion al tanque presurizado de forma

instantanea en caso de emergencia (8).

Por tanto, dentro del armario neumatico se produce la division, la
medida y la regulacion del aire, todo ello controlado desde el panel de

control, que ademas proporciona electricidad al armario neumatico.

El panel de control regula el proceso de pulverizado en tiempo real,
permitiendo el control de la boquilla neumatica electrdonica a través de la
caja de conexiones. El software incluido en este controlador permite monito-

rizar de forma precisa, y ajustar de forma automatica el pulverizado depen-
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diendo de las necesidades propias del proceso. Este controlador permite ajus-
tar de forma muy precisa los caudales de aire, al igual que sus presiones, y el

tiempo de pulverizacion.

La boquilla es de mezcla aire-liquido externa. Las lineas de liquido y
aire de atomizacion son totalmente independientes, ya que el liquido se
alimenta a la boquilla mediante un tanque presurizado. Esta boquilla, como la
utilizada en el disefo anterior dispone de cuatro posiciones de apertura, ha-
biéndose demostrado previamente, que con una mayor apertura se consigue
una mejor formacion de las capsulas, por la disipacion del aire generador del
spray antes de su salida por el orificio final de la boquilla, evitandose asi la
formacion de turbulencias en la superficie de la solucion gelificante.

La boquilla consta basicamente de un cuerpo general y diferentes
combinaciones de aspersion liquido-aire que permiten conseguir diferentes
patrones de pulverizacion: conico, de chorro plano, etc. En concreto se utiliza
una boquilla neumatica del tipo “prefilmer”, donde el liquido es dispersado
en una fina hoja conica antes de ser expuesto a corrientes de aire a alta velo-

cidad en la parte interna y externa de la hoja anular de liquido (Figura 2.51.).

Aire ——

Aire

—
—

Aire ——

T

Alginato

Figura 2.51. Esquema de 1a boquilla neumatica prefilmer
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La boquilla neumatica permite una regulacion precisa del caudal de
liquido ya que se realiza de forma electronica mediante la tecnologia de
modulacion por ancho de pulsos (PWM: pulse width modulated). En este tipo
de regulacion se producen, de forma electroénica, ciclos muy rapidos de aper-
tura y cierre de la boquilla a una frecuencia controlada (ver Figura 2.52.). La
boquilla dispone de una valvula solenoide, controlada por ordenador, situada
a la entrada de la boquilla que regula el flujo de liquido. El tiempo desde una
sefal de apertura y la siguiente se denomina periodo (en la figura dos
segundos). Si la boquilla esta funcionando la mitad del tiempo, el ciclo sera
del 50 %, y se tendra un caudal del 50 % del caudal maximo para una
determinada presion. Este sistema permite la obtencion de caudales muy
pequenos, reduciendo, de forma apreciable, el consumo del liquido que se
esta atomizando. El caudal del liquido también se puede regular por medio de
la utilizacion de diferentes presiones en el tanque presurizado, previo
calibrado.

La pulverizacion esta
activa el 50% del tiempo
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Figura 2.52. Funcionamiento de la tecnologia de modulacion por ancho de pulsos

Una vez formadas las gotas de alginato, éstas fueron estabilizadas
mediante la reaccion de gelificacion idnica con una disolucion de cloruro

barico situada en un cristalizador (8). La estabilizacion de las gotas se realiza
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bajo una agitacion continua para evitar que las capsulas formadas se aglo-
meren. Dicha agitacion fue seleccionada a partir de experimentos previos. Las
microcapsulas se mantuvieron cinco minutos en agitacién continua para
permitir que se completara en su totalidad la reaccion de gelificacion ionica
en el cristalizador. Después de esto, se lavaron con agua destilada y se
filtraron con filtros de membrana de nylon de 0,45 pm, para obtener las
microcapsulas libres, y parar asi la reaccion de gelificacion idénica. Final-
mente, las microcapsulas se mantuvieron en agua destilada, para evitar un
proceso de hinchamiento o encogimiento, para su posterior analisis de tamaino
e imagen en un analizador del tamafno de particulas y un microscopio optico,

respectivamente.

Esta nueva instalacion posibilita atomizar liquidos con viscosidades
superiores a los 200 cP, ademas de poder pulverizar mayores caudales de
liquido sin producirse aglomerados, ya que las lineas de liquido y aire son

completamente independientes.

Calibracién del tanque presurizado.

El caudal del liquido fue regulado por medio de la utilizacion de
diferentes presiones en el tanque presurizado, previo calibrado, ya que la
tecnologia de modulacion por ancho de pulsos de la boquilla neumatica, no
puede utilizarse en esta aplicacion en concreto, ya que no produce una buena
formacion de las capsulas.

La calibracion del tanque presurizado se realizé por pesada directa,
pulverizando en botellas de PVC, a diferentes presiones y para las diferentes
viscosidades. Un resumen de los datos de calibracion se muestran en las
Tablas 2.14., 2.15., y 2.16., para las viscosidades de 162,8, 420, 5, y 962,6

cP, respectivamente.
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Tabla 2.14.: Datos de calibracion para una viscosidad de alginato de 162,8 cP

Presion tanque (bar) mL/min I/h
0,10 16,58 0,99
0,20 41,45 2,49
0,30 68,46 4,11

Tabla 2.15.: Datos de calibracién para una viscosidad de alginato de 420,5 cP

Presion tanque mL/min I/h
(bar)
0,15 17,21 1,03
0,30 40,74 2,45
0,42 67,54 4,05

Tabla 2.16.: Datos de calibracion para una viscosidad de alginato de 982,6 cP

Presion tanque | I/h
(bar)
0,30 17,22 1,03
0,50 40,90 2,45
0,70 68,58 4,11
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2.7.2. Caracterizacion de la instalacion mejorada

Se realizaron una serie de experimentos para comprobar que, después
de las mejoras realizadas en el diseio de la instalacion, ésta seguia el mismo
comportamiento que la original, es decir, que las curvas de comportamiento
del nuevo sistema tenian la misma tendencia que las de la instalacion origi-
nal, pero permitiendo realizar experimentos a viscosidades y caudales de li-

quido a los que antes no era posible llegar.

Todos los experimentos fueron caracterizados, mediante un analisis
del tamafo de las capsulas mediante difraccion laser (véase Apéndice |, “Ma-
teriales y Métodos” para una descripcion del método), y mediante fotografias
realizadas mediante una camara cientifica conectada a un microscopio 6ptico

(véase Apéndice |, “Materiales y Métodos” para una descripcion del método).

2.7.2.1.  Efecto de la variacién del caudal de alginato sédico

Se estudio el efecto de la variacion del caudal de alginato sddico en el

tamano de las microcapsulas.

Para ello, se realizaron experimentos a tres caudales de alginato sodi-
co desde 0,017 L/min hasta 0,070 L/min, a tres caudales constante de aire
presurizado desde 2,000 L/min hasta 36,000 L/min.

El intervalo de caudales de alginato sodico y aire presurizado utiliza-
dos viene impuesto por las caracteristicas propias de la instalacion. La impul-
sion del liquido a un determinado caudal viene determinada por la presion
existente en el interior del tanque presurizado. Esta se produce por aire
proveniente de una linea controlada por un regulador proporcional de presion,
que en el caso del diseno actual, permite una variacion de la presion desde

0,1 hasta 0,9 bares. Segun la calibracion en funcion de la viscosidad, previa-
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mente detallada (Tablas 2.14.-2.16.), no es posible trabajar fuera de un rango
de caudales de alginato sédico que vayan desde 17 hasta 70 mL/min. En el
caso del aire, con un caudal de aire menor que 2,0 L/min no se produce la
atomizacion con la boquilla utilizada. Un caudal mayor de 36,0 L/min lleva a
una deformacion en la superficie de la disolucion de cloruro de bario cuando
se realiza la atomizacion, generando una mala formacion de las capsulas.

Para la realizacion de estos experimentos se mantuvo una viscosidad
constante de alginato sodico de 162,8 cP. Ademas, se trabajo con la boquilla

neumatica en la posicion de mayor apertura, la posicion tres.

El diametro medio de las microcapsulas obtenidas y las curvas de
comportamiento del sistema para esta variable del proceso se muestran en la
Tabla 2.17. y en la Figura 2.53., respectivamente. Ademas, se muestra un
ejemplo representativo de las distribuciones de particula obtenidas en estos

experimentos (Figura 2.54.).

Tabla 2.17.: Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de liquido

Caudal de aire (L/min)
Ca"dill_‘/’;i‘;')gi“am 2,80 20,70 35,5
Tamafo de las capsulas, SMD (pum)
0,017 45,06 30,25 18,32
0,041 55,50 39,03 26,21
0,068 61,52 46,42 30,07
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Figura 2.53. Variacion del tamaiio de las capsulas con el caudal de liquido

Concentration: Span: Uniformity: Result units:
h0zzz %Vol 1.584 0.453 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.328 melg 12.320 um 27.285 um
di0.4): 10.208 um d(0.5):  24.282 um di0.9):  48.917 um
Particle Size Distribution
10
—_ 8
&
[t}
2 i
=
(=]
< 4
2
%.01 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 2.54. Ejemplo de distribuciéon de particula
(Caudal de alginato: 17 mL/min; Caudal de aire: 35,5 L/min)
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Un analisis de los datos experimentales obtenidos muestra que el
diametro medio de las microcapsulas decrece al hacerlo el caudal de alginato
sodico, ya que, como se explicé en el apartado 2.6.1., caudales bajos de
liquido producen hojas liquidas de un menor espesor, dando lugar a gotas mas

pequenas.

En la Figura 2.54. se observa que la distribucion de particula para
estos experimentos tiene un bajo valor de span, que es indicativo de una

distribucion de tamano estrecha, para tratarse de sistemas de pulverizacion.

Por Gltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas
producidas (Figura 2.55.). Se puede apreciar la buena formacion de las
capsulas obtenidas, ya que se observa una buena esfericidad y homogeneidad

de estas.

Figura 2.55. Fotografia de las capsulas

(Viscosidad y caudal de liquido: 162,8 cP y 0,041 L/min; Caudal de aire: 20,7 L/min)
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2.7.2.2.  Efecto de la variacién del caudal de aire

Para estudiar el efecto del caudal de aire en el tamaio de particula,
con la instalacion modificada, se llevaron a cabo una serie de experimentos a
distintos caudales constantes de liquido (0,017, 0,041, 0,068 L/min), variando
el caudal de aire desde 2,8 L/min hasta 35,5 L/min. El intervalo de caudales
de alginato sédico y aire presurizado utilizados vino impuesto por las
caracteristicas propias de la instalacion, como se detallé en el apartado
anterior (2.7.2.1.).

Para la realizacion de estos experimentos se mantuvo una viscosidad
constante de alginato sodico de 162,8 cP. Ademas, se trabajo con la boquilla

neumatica en la posicion de mayor apertura, la posicion tres.

El diametro de las microcapsulas obtenidas y las curvas de comporta-
miento del sistema se muestran en la Tabla 2.18. y en la Figura 2.56.,
respectivamente. Ademas, se muestra un ejemplo representativo de las

distribuciones de particula obtenidas en estos experimentos (Figura 2.57.).

Tabla 2.18.: Variacion del tamaiio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

Caudal de liquido (L/min)
UL 0,017 0,041 0,068
(L/min)
Tamafo de las capsulas, SMD (um)
2,8 45,058 55,501 61,523
20,7 30,254 39,025 46,422
35,5 18,32 26,21 30,071
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Figura 2.56. Variacion del tamafio de las capsulas con la variacion del caudal de aire

Concentration: Span: Uniformity: Result units:
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Figura 2.57. Ejemplo de distribucién de particula
(Caudal de alginato: 68 mL/min; Caudal de aire: 35,5 L/min)

138



Capitulo 2

Un analisis de los datos experimentales obtenidos muestra que el
diametro medio de las microcapsulas decrece al aumentar el caudal de aire
comprimido, ya que, como se explico en el apartado 2.6.2., al incrementarse
la velocidad del aire, la hoja liquida se desintegra antes y los ligamentos se
forman mas cerca de los labios de la boquilla atomizadora. Estos ligamentos
tienden a ser mas delgados y mas cortos y se desintegran en gotas mas peque-

nas.

La Figura 2.57. muestra que la distribucion de particula para estos
experimentos tiene un bajo valor de span, que es indicativo de una distribu-

cion de tamano estrecha, para tratarse de sistemas de pulverizacion.

Por Gltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas
producidas (Figura 2.51.). Se puede apreciar la buena formacion de las
capsulas obtenidas, ya que se observa una buena esfericidad y homogeneidad

de estas.

Figura 2.58. Fotografia de las capsulas
(Viscosidad y caudal de liquido: 162,8 cP y 0,068 L/min; Caudal de aire: 2,8 L/min)
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2.7.2.3.  Efecto de la variacién de la viscosidad del liquido

Con el objetivo de estudiar el efecto de la viscosidad del liquido en el
tamano de particula con la instalacion modificada, se llevaron a cabo una
serie de experimentos, a tres caudales fijos de alginato sodico, variando la
viscosidad desde 160 hasta 1000 cP. Estos experimentos se realizaron a un
caudal constante de aire de 20,7 L/min. Con estos experimentos se pretende
observar cual es el efecto de valores de viscosidad mas altos, que antes no
era posible conseguir, pero que ahora, debido al tanque presurizado, si es
posible lograr. Se trabajo con la boquilla neumatica en la posicion de mayor

apertura, la posicion tres.
El diametro de las microcapsulas obtenidas y las curvas de comporta-

miento del sistema se muestran en la Tabla 2.19. y en la Figura 2.59., respec-

tivamente.

Tabla 2.19.: Variacion del tamafio de las capsulas con la viscosidad del liquido

Caudal de liquido (L/min)

Viscosidad del 0.017 0,041 0,068
liquido (cP) ’ ’ ’

Tamafno de las capsulas, SMD (pm)

162,8 30,254 39,025 46,422
420,5 32,829 38,374 44,475
982,6 27,961 34,688 41,852
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Figura 2.59. Variacion del tamaiio de las capsulas con la viscosidad del liquido

Un analisis de los datos experimentales muestra que el diametro
medio de las microcapsulas no aumenta al hacerlo la viscosidad del alginato
sodico, sino que se mantiene practicamente constante. Como se describio
previamente en el apartado 2.6.3. un aumento de la viscosidad del liquido
debe incrementar el tamano de las capsulas, ya que la viscosidad tiende a
impedir el crecimiento de las inestabilidades que provocan la ruptura de la
hoja liquida. Pero esto se cumple hasta una viscosidad de 200 cP, a partir de
este valor se observa que la viscosidad del liquido no influye en el tamano
final de las capsulas. Para justificar este comportamiento debe considerarse
la reologia del alginato sodico. Asi, a viscosidades inferiores a 200 cP el
alginato se comporta como un fluido newtoniano, sin embargo se comporta
como fluido no-newtoniano para viscosidades superiores a 200 cP (Jia et al.,
2001). En este tipo de fluidos la viscosidad disminuye a medida que aumenta

el esfuerzo de corte sobre el fluido. Para valores de viscosidad altos es nece-
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sario tener una mayor presion en el tanque presurizado para impulsar el fluido
hacia la boquilla atomizadora al caudal requerido, lo que provoca un mayor
esfuerzo cortante sobre el fluido, provocando una disminucion apreciable de
la viscosidad del liquido. Por lo que un aumento en la viscosidad inicial del
liquido no implica un aumento del tamano final de las capsulas, ya que la
viscosidad disminuye sustancialmente al incrementarse el esfuerzo cortante

por la presion ejercida dentro del tanque presurizado.

La Figura 2.60. muestra un ejemplo representativo de distribucion de
particula para estos experimentos. Se observa que la distribucion de particula
para estos experimentos tiene un bajo valor de span, que es indicativo de una

distribucion de tamafo estrecha, para tratarse de sistemas de pulverizacion.

Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0421 %ol 1.508 0.471 Wolume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol Weighted Mean D[4,3]:
0215 g 27.981 um 35.245 um
d(oa):  16.275 um d(0.5): 34713 um d(0.9): 68562 um
Particle Size Distribution
10
] 8
£ 6
=
p3 4
2
%_01 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 2.60. Ejemplo de distribucién de particula
(Caudal de alginato: 17 mL/min; Viscosidad alginato: 982,6 cP)

Por uUltimo, se tomaron fotografias de algunas de las microcapsulas
producidas (Figura 2.61.). Se puede apreciar la esfericidad y homogeneidad

de la microcapsulas obtenidas.
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Figura 2.61. Fotografia de las capsulas

(Viscosidad y caudal de liquido: 982,6 cP y 0,041 L/min; Caudal de aire: 20,7 L/min)

2.7.3. Conclusiones

Se ha disefiado una instalacion que produce capsulas con un tamaino
comprendido entre 20 y 50 micras, sin limitacion en lo que respecta a la
pulverizacion de liquidos viscosos a cualquier caudal, y con control automa-
tico de todas las variables involucradas en el proceso. La clave de esta nueva
instalacion esta en la utilizacion de un tanque presurizado. Dada la relevan-
cia de este trabajo, la instalacion disefada ha dado lugar a una Patente
Europea (EP10153319.8).

Esta instalaciéon fue caracterizada por completo, obteniéndose resol-
tados muy similares con respecto al disefio previo, en cuanto a su comporta-

miento, tamano, forma, y condiciones de produccion.
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Abstract

A new microencapsulation technology of polyelectrolyte complex beads which produce very small particles (1-50 pwm) with particle size control
has been developed. The polymers used were sodium alginate as polyanion and barium chloride as polycation. To do that, an air-blast atomizer that
uses compressed air was used. This works by spraying a solution of sodium alginate in a solution of barium chloride, which induces the gelation.
The air flow rate, alginate flow rate and viscosity of the alginate solution effects were studied. The behaviour curves of the system were built with
the microparticles size data obtained at different operation conditions. These curves will allow knowing the operation conditions for a suitable

microparticle size.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Microencapsulation; Polyelectrolite complexes; Atomization; Control size

1. Introduction

Over the past few decades, the rise of modern pharmaceu-
tical technology and the amazing growth of the biotechnology
industry have revolutionized the approach to drug discovery and
development.

The most common method of administration of drugs is in
the form of pills or injections. These methods of administration
meet the requirements of efficacy for several drugs. However,
these methods are inadequate for many new drugs. To overcome
these difficulties, new technologies, like the microencapsulation,
have been developed [1-5].

These technologies are based on the use of polymers.
Polysaccharides, such as alginate, have been widely used in the
microencapsulation technology.

Alginate is a water soluble linear polysaccharide extracted
from brown seaweed, and is composed of alternating blocks of
1-4 linked a-L-guluronic and B-p-mannuronic acid residues.
Depending on the source of the alginate, the molecules can be
composed of three types of blocks: polymannuronic acid blocks
(MM), polyguluronic acid blocks (GG) and mixed blocks (MG).
Also, the amount of each component (M and G) varies with the

* Corresponding author.
E-mail address: emvalle@usal.es (EEM.M.D. Valle).

1385-8947/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cej.2005.12.022

source of the alginate. Alginate has an excellent biocompability
and biodegradability.

Probably, the most important property of alginates is their
ability to form gels by reaction with divalent cations such as
calcium or barium by binding between guluronic acid blocks in
alginate and the divalent cations. These gels are similar to solids
because they retain their shape and resist stress. This process
of gelation is an almost instantaneous and irreversible process,
which is governed by the relative rate of diffusion of barium ions
and polymer molecules into the gelling zone.

Most methods of microencapsulation involve one of two
harsh conditions (contact with an organic solvent and/or heat-
ing during processing) which usually is a problem, especially
for biomaterials handling [2,3]. The previous work done on
microencapsulation without harsh conditions produce capsules
with diameters ranged between 300 and 1000 wm [4,5-13].

Several attends have been done in order to produce very small
particles based in polyelectrolyte complexes, but there is not a
technology able to produce these microparticles below 300 pwm,
with control size and narrow distribution [7-13].

Microcapsules prepared by spinning disk atomization, in
which the fluid breakup is induced by a rotating disk, have sizes
ranging from 300 to 600 pwm [6,7]. Other sample is the alginate
beads produced by a vibrating nozzle device. In this, a suspen-
sion of active material to be encapsuled, in an immobilization
media solution, is forced through a small orifice; the subsequent

156



Capitulo 2

138 E.P. Herrero et al. / Chemical Engineering Journal 117 (2006) 137-142

liquid jet is put into vibration and breaks up into drops that are
then solidified to form particles. However, a big limitation in
this technology is the viscosity of the solution to be used. It is
not possible to break up jet with higher viscosities of 50 cP. This
type of device produce capsules with diameters within the range
300-600 pm [4,8,9].

Other technology used to encapsulation is the coaxial air-
flow dropping that produces microcapsules within the range
400-800 pum [4,9-11].

Other example of encapsulation technology is the JetCutter
technology, which is essentially based on rotating wires that cut
falling jets of the hydrogel precursor solution into small pieces.
These are cut at regular intervals, forming identically sized drops
that are gelled in a crosslinking bath as they fall. The JetCutter
can be operated either in the “normal mode” or in the “soft-
landing mode”. Normal mode means that the JetCutter is places
somewhere at a definite height and the beads are collected in a
CaCl, bath placed on the floor. Soft-landing mode means that
the JetCutter is placed on the floor and the beads are collected
at a height of about 2 m, this reduces the velocity of the bead
when entering the gelation bath. Both modes of this technology
produces capsules within the range 320-800 pm [4,9].

Electrostatic droplet generation produces microcapsules by
an electrostatic pulse generator within the range 300-800 pm
[11,12,4]. A new method based on a microfluidics device, that
use a silicon micro-nozzle array, have achieved reduce the diam-
eter of the capsules to 162 pum. Alginate is extruded through the
micro-nozzle and is sheared by the viscous drag force of oil flow
to form calcium alginate gel beads [13].

For that reason, based in atomization processes, a new
microencapsulation technology of polyelectrolyte complex
beads (alginate—barium) which produced very small particles
(1-50 wm) has been developed. The system alginate—barium was
used because a wide knowledge was already obtained from pre-
vious work done [14,15].

Atomization is a process in which the disruptive action of
externally applied aerodynamic forces is opposed by the con-
solidating influences of the liquid viscosity and surface tension
forces. Disintegration of liquid jets injected into quiescent and
high-velocity gas streams has been studied by many researchers
[16].

From the different atomization techniques air-blast or twin-
fluid atomization has been widely used suspension spray drying
[11-13].

In air-blast atomization, low-speed liquid jets are accelerated
by the surrounding high-speed gas flow, usually in the spray
flow direction. The liquid is subjected to both tensile and shear-
ing stresses. The magnitude of the extension has been shown
to be significant for applications involving polymer solutions.
Twin-fluid atomizers have a number of advantages over pressure
atomizers including lower requirements for the liquid injection
pressure and finer sprays. Unfortunately, the process of air-blast
atomization is very complex and its physical mechanisms are
not fully understood [16].

Therefore, in order to have a better understanding of the
atomization process for microencapsulation applications the dis-
integration of polymer liquid jets (sodium alginate) injected into

high-velocity gas streams were studied. The air flow rate effect,
alginate flow rate effect and viscosity of the alginate solution
were studies. The behaviour curves of the system were built with
the size data obtained for the microparticles at different opera-
tion conditions. These curves will allow knowing the operation
conditions for a suitable microparticle size and a better under-
standing of the use of this technology for microencapsulation
proposes.

2. Materials and methods
2.1. Material

Sodium alginate from macrocystis pyrifera (medium viscos-
ity) was purchased from Sigma Chemicals, barium chloride
dehydrate, reagent grade was purchased from Scharlau.

2.2. Production of microcapsules

The microencapsulation procedure, optimized to produce
microcapsules in the size range 1-50 wm, can be described as
follow. Sodium alginate (0.7 wt.%) was fed from a beaker to an
atomization nozzle of 1.8 mm by air intake. After that, sodium
alginate is sprayed into a crystallizer containing 1000 ml of hard-
ening solution, 2 wt.% calcium chloride solution, which induces
the gelation. The device to the atomization works with pres-
surized air that mixes with the liquid, forcing liquid droplets
out through the orifice of the nozzle. The divalent barium
ions crosslink the droplets of sodium alginate on contact to
form the microcapsules. The microbeads were kept 5 min under
crosslinked conditions to form a semi-permeable membrane.
The resultant microbeads were collected by filtration and washed
with 30ml of 0.9% of barium chloride and kept in distilled
water. The scheme of the microencapsulation device is shown in
Fig. 1.

2.3. Particle size analysis

We have obtained the particle size distribution of the micro-
capsules produced with laser diffractometry. To do that we have
used a Leeds and Northrup Microtac Particle Size Analyzer. This
device utilizes the phenomenon of scattered light from a laser
beam projected through a stream of particles.

3. Results
3.1. Behaviour curves of the system

In order to obtain the behaviour curves of the atomization
system, experiments at different alginate flow rate, different air
flow rate and three different alginate solution viscosities were
carried out.

3.1.1. Sodium alginate flow rate effect
In order to study the effect of the alginate flow rate in the
average diameter, atomization experiments were conducted at
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Fig. 1. A scheme of the microencapsulation device: (1) beaker with sodium alginate (0.7 wt.%); (2) rotameter of sodium alginate; (3) nozzle; (4) crystallizer with
calcium chloride (2 wt.%) and a magnetic stirrer; (5) rotameter of air; (6) gas cylinder of pure pressurized air.

constant flow of pressurized air of 138.000 L/min, sodium algi-
nate viscosity of 64.50 cP and sodium alginate flow rate ranged
from 0.003 to 0.037 L/min. Flow rate of sodium alginate lower
than 0.003 L/min requires long time of atomization. Flow rate
higher than 0.037 L/min produces agglomerates.

Under these conditions the microcapsules were produced.
After that, the particle size distribution was obtained. It has been
measured the distribution in number. We have considered the
50% percentile of the particle size distribution as the average
diameter of the microcapsules. With these data the behaviour
curve was plot (Fig. 2).

3.1.2. Air flow rate effect

In order to study the air flow rate effect atomization exper-
iments were conducted at constant alginate flow rate (0.003,
0.006, 0.009 L/min), a constant viscosity of alginate solution of
64.50 cP, and an air flow rate ranged from 78.40 to 138.00 L/min.
Air flow rate lower than 78.40 L/min did not produce atom-
ization. Air flow rate higher than 138.00 L/min generated the
deformation of the surface of the barium chloride solution when
atomization is performed.

Under these conditions the microcapsules were produced.
After that, the particle size distribution was obtained. It has been
measured the distribution in number. We have considered the

Sodium alginate (64.50 cp) flow effect at constant air flow

Air flow effect at different alginate (64.50 cp) flows

140.000

130.000 \I
~ 120.000 \\\
£
; i\ e
Q, 110.000 —e— Alginate flow
3 (0.009 L/min)
"_? 100.000 —a— Alginate flow
= ) \ (0.006 L/min)
< .

| Alginate flow

90.000 l\ —~ (0.003 Umin)

80.000 '

70.000

8.00 13.00 18.00 23.00 28.00

Microcapsules diameter
(number distribution) (um)

Fig. 3. Variation of the microcapsules size at different air flow rate.

50% percentile of the particle size distribution as the average
diameter of the microcapsules. With these data the behaviour
curve was plot (Fig. 3).

3.1.3. Alginate solution viscosity effect
In order to study the effect of alginate viscosity in the aver-

T 0040 + age diameter, atomization experiments were carried out, varying
£ 0.085 \ alginate flow rate and air flow rate like Sections 3.1.1 and 3.1.2,
g 0.030 /0 at sodium alginate viscosities of 64.50, 138.00, and 190.00 cP.
= 0025 / Alginate viscosities were obtained varying alginate concentra-
E 0.020 tion (Table 1). To measure the alginate viscosity it was used a
%’ 0.015 f/
E oot0 / Table 1
‘-g 0.005 — / Alginate viscosity with the alginate concentration variation
@ 0.000 Alginate concentration (wt.%) Alginate viscosity (cP)
800 1000 1200 1400 1600 1800  20.00 07 64.50
Microcapsules diameter (number distri ) (Hm) 058 138.00
1.0 190.00

Fig. 2. Variation of the microcapsules size at different sodium alginate flow rate.
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Alginate viscosity effect at constant air flow (138 L/min)
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Fig. 4. Alginate viscosity effect on the microparticle size at constant air flow
rate of 138 L/min.

Alginate viscosity effect at constant alginate flow
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Fig. 5. Alginate viscosity effect on the microparticle size at constant alginate
flow rate of 0.009 L/min.
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Fig. 6. Alginate viscosity effect on the microparticle size at constant alginate
flow rate of 0.006 L/min.

rotational viscometer VISCO ELITE, purchased to FUNGILAB
S.A.

Under these conditions the microcapsules were produced.
After that, the particle size distribution was obtained. It has been
measured the distribution in number. We have considered the
50% percentile of the particle size distribution as the average
diameter of the microcapsules. With these data the behaviour
curves were plot (Figs. 4-7).

4. Discussion

A twin-phased gas—liquid atomizer, which utilizes the kinetic
energy carried with high-velocity gas streams to disintegrate the

Algi i ity effect at flow
(0,003 L/min)

140 — -
T 135
:E, 130 \\

125
\
T 120 \ 1.0 % wt. alginate
=

115 . <

110

8 10 12 14 16 18 20 22
Microcapsules diameter
(number distribution)(pm)

Fig. 7. Alginate viscosity effect on the microparticle size at constant alginate
flow rate of 0.003 L/min.

relatively low velocity liquid sheet or jet into droplets, was used
to produce the atomization. One kind of these atomizers is the
air-blast atomizer, in which, an annular liquid sheet exiting from
the atomizer is exposed to an inner and an outer air streams
moving at high velocities.

The fundamental principle of the disintegration of a liquid
consists of increasing its surface area, usually in the form of a
cylindrical rod or sheet, until it becomes unstable and disinte-
grates into drops.

When a sheet of liquid emerges from a nozzle, its subse-
quent development is influenced mainly by its initial velocity
and the physical properties of the liquid and the ambient gas. To
expand the sheet against the contracting surface tension force,
a minimum sheet velocity is required, which is provided by
aerodynamic drag. Increasing the initial velocity expands and
lengthens the sheet until a leading edge is formed where equi-
librium exists between surface tension and inertial forces.

A number of previous studies [17,18] indicate that the curva-
ture effect may be negligible due to the relatively small thickness
of the liquid sheet compared to the radius of curvature. As a
result, the liquid to be atomized may be modelled in a first
approximation as a plane liquid sheet [19].

We have considerated the system of forces acting on the
slightly disturbed surface of a liquid sheet moving in air, as is
shown in Fig. 8. Surface tension forces try to return the protuber-
ance back to its original position, but the air experiences a local
decrease in static pressure (corresponding to the local increase
in velocity) that tends to expand the protuberance farther out-
ward. This corresponds to the normal pattern of wind-induced
instability, where surface tension forces oppose any movement

AERODINAMIC FORCES

AIR

LIQUID
SURFACE TENSION FORCES

Fig. 8. System of forces acting on a liquid sheet moving in air.
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of the interface from its initial plane and attempt to restore equi-
librium, while the aerodynamic forces increase any deviation
from the interface and thereby promote instability.

The instability of thin liquid shects resulting from interac-
tion with the surrounding gaseous medium gives rise to rapidly
growing surface waves. Disintegration occurs when the wave
amplitude reaches a critical value; fragments of the sheet are
torn off and rapidly contract into unstable ligaments under the
action of surface tension, and drops are produced as the liga-
ments break down.

The microcapsules that have been formed in this work are
spherical. We have obtained a narrow particle size distribution.

4.1. Sodium alginate flow rate

An analysis of the experimental data obtained show that the
microcapsules average diameter decreases when it is decreased
the sodium alginate flow.

These results are in a very good agreement with the theo-
retical explanation that some authors have given to justify this
phenomenon.

Rizt and Lefebvre [20] studied the influence of initial liquid
film thickness on spray characteristics. They found that high
values of liquid flow rate result in thicker films. It was also
observed that thinner liquid films break down into smaller drops.
Previous workers had noted a similar relationship. For example,
the analyses of York et. al. [21], Hagerty and Shea [22], and
Dombrowski and Johns [23] all suggest that mean drop diameter
is roughly proportional to the square root of the film thickness.

4.2. Air flow rate effect

An analysis of the experimental data obtained show that the
microcapsules average diameter decreases when we increase the
air flow.

These results are in accordance with the theoretic explanation
that some authors have given to this phenomenon in previous
studies.

Rizt and Lefebvre [20] examined the mechanism of sheet
disruption and drop formation. They showed that the liquid/air
interaction produces waves that become unstable and disinte-
grate into fragments. These fragments then contract into liga-
ments, which in turn break down into drops. They proved that
with increase in air velocity, the liquid sheet disintegrates earlier
and ligaments are formed nearer the lip. These ligaments tend
to be thinner and shorter and disintegrate into smaller drops.

Arai and Hashimoto [24] studied the disintegration of liquid
sheets injected into a coflowing airstream. For a constant liquid
sheet thickness they showed that breakup length decrease with
increase in the relative velocity between the air and the liquid.

4.3. Alginate viscosity effect

An analysis of the experimental data obtained show that the
microcapsules average diameter increases when we increase the
alginate viscosity.

The aqueous solutions of alginates have shear-thinning char-
acteristics, i.e. the viscosity decreases with increasing shear
rate (stirrer speed). This property is also called pseudoplastic-
ity, or non-Newtonian fluid. The viscosity of an alginate solu-
tion depends on the concentration of alginate and the length
of the alginate molecules, i.c. the number of monomer units
in the chains. The longer the chains the higher the viscos-
ity at similar concentrations [6]. Also, alginate solutions are
viscoelastic liquids, that is, recover the deformation when is
removed the stress. Viscoelastic fluids are much more diffi-
cult to atomize than viscoinelastic liquids. Viscoinelastic lig-
uids showed breakup patterns similar to those of water sprays.
Viscoelastic materials have remarkably different breakup pat-
terns. The ligaments undergo a very large stretching motion
before they break up, resulting in long threads of liquid
attached to droplets. The normal stresses developed in vis-
coclastic materials are much higher than their associated shear
stresses. Consequently, the development of the large normal
stresses appears to be the most important rheological mecha-
nism that inhibits breakup. The ability of viscoelastic materials
to resists breakup in these contexts is caused by the molec-
ular orientation that arises when the ligaments are extended.
This extension leads to large increases in the extensional
viscosity [25].

5. Conclusions

It was developed a microencapsulation technology of poly-
electrolyte complex beads which produce very small particles
(1-50 wm) with particle size control. The polymers used is
sodium alginate as polyanion and barium chloride as polyca-
tion. To do that, it was used an air-blast atomizer.

The microcapsules that have been formed in this work are
spherical. It was obtained a narrow particle size distribution. It
was achieved the behaviour curves of the system.

An analysis of the curves shows that smaller microcapsules
are produced at lower alginate flows because of high values of
liquid flow rate result in thicker films. It was also observed that
thinner liquid films break down into smaller drops.

Tt has been observed that higher air flow rates produce smaller
microcapsules because of with an increase in air velocity, the lig-
uid sheet disintegrates carlicr and ligaments are formed nearer
the lip. These ligaments tend to be thinner and shorter and disin-
tegrate into smaller drops. Also, it is demonstrated that breakup
length decrease with an increase in the relative velocity between
the air and the liquid and the breakup length increases as the
liquid sheet velocity increases.

The microcapsules average diameter increases when we
increase the alginate viscosity because of alginate solutions
are viscoelastic liquids and are much more difficult to atom-
ize than viscoinelastic liquids. The normal stresses developed
in viscoelastic materials are much higher than their associated
shear stresses and this is the most important rheological mech-
anism that inhibits breakup. This work will be used in the future
to encapsulate stem cell for therapeutical treatment of some
diseases, such as multiple sclerosis, child brochopulmonary dys-
plasia or emphysema and pulmonary fibrosis.
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SYSTEM FOR PRODUCING MICROCAPSULES AND USE THEREOF

OBJECT OF THE INVENTION

The main object of the present invention relates to the field of
microencapsulation techniques, specifically to a biocompatible system and

method for producing microcapsules without any viscosity limitation.

Microcapsules obtained by the above mentioned system and method
comprise an active material enclosed in a polymer matrix, surrounded by a

semipermeable membrane.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Microencapsulation is the process by which an active material is
enclosed in a polymer matrix, surrounded by a semi-permeable membrane.
Microcapsules have a number of interesting advantages and the main
reasons for microencapsulation can be exemplified as controlled release,
protection of the encapsulated materials against oxidation or deactivation due
to reaction in the environment, masking of odour and/or taste of encapsulating
materials, isolation of encapsulating materials from undesirable phenomena,

and easy handling as powder-like materials.

Most methods of microencapsulation involve one of two harsh
conditions (contact with an organic solvent and/or heating during processing)
which usually is a problem, especially for biomaterials handling. For example,
microencapsulation by coacervation of oppositely charged gelatines may
involve the use of either formaldehyde or heat to cross-link the gelatine. The

production of poly (d, llactide) and poly (glycolic acid) microspheres by solvent
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Capitulo 3

3. DESARROLLO DE UN MODELO PARA LA PREDICCION DEL
TAMANO DE PARTICULA

Dado que las capsulas generadas por el dispositivo disefado en este
trabajo se producen por procesos de atomizacion, es necesario desarrollar un
modelo que tenga en cuenta el mecanismo por el cual se produce la ruptura

de la hoja liquida.

Rayleigh, Tyler, Weber, Haenlin, Ohnesorge y Castleman (Lefebvre,
1989) han llevado a cabo diferentes estudios teoricos y experimentales sobre
el mecanismo de atomizacién. Giffen y Muraszew (1953) y mas recientemente
Chigier (1981) y Lefebvre (1989) han publicado detalladas revisiones de traba-
jos realizados con anterioridad. De estos trabajos es posible concluir que el
mecanismo mas ampliamente aceptado para explicar el proceso de atomiza-

cion es el mecanismo de ondas o teoria de ondas.

3.1. MECANISMO O TEORIA DE ONDAS

Segln la teoria de ondas, la desintegracion de chorros u hojas liqui-
das por la accion del aire se produce debido al crecimiento de ondas inesta-
bles en la interfase liquido-gas motivado por las interacciones aerodinamicas
entre el liquido y el gas que hacen que las perturbaciones crezcan en magni-
tud y alcancen un valor maximo. Este tipo de inestabilidad se conoce como
inestabilidad de Kelvin-Helmholtz (Panton, 1995).

Existe un nUmero de onda dominante o mas inestable correspondiente
a la maxima relacion de crecimiento. Cuando la amplitud de la perturbacion
alcanza un valor critico la onda se separa de la hoja para formar tiras o liga-
mentos, los cuales se vuelven inestables y rompen en gotas. Este proceso se

muestra en la Figura 3.1.

167



Desarrollo de un modelo para la prediccion del tamafio de particula

Figura 3.1. Desintegracion de una lamina liquida (Dombrowski y Johns, 1963)

(A) Crecimiento de las ondas inestables, (B) Formacion de los ligamentos, (C) Rotura de los
ligamentos en gotas.

El sistema de fuerzas que actla en la superficie alterada de una lami-

na de liquido moviéndose en aire se muestra en la Figura 3.2.

Fuerzas aerodinamicas

\T/

W

Fuerza de tensién superficial

Figura 3.2. Sistema de fuerzas actuando en una hoja de liquido moviéndose en aire

Las fuerzas de tension superficial intentan devolver la protuberancia a
su posicion original, pero el aire experimenta una disminucion localizada en la

presion estatica (correspondiente al incremento localizado en la velocidad)
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que tiende a expandir la protuberancia hacia fuera. Esto corresponde al pa-
tron normal de inestabilidad inducida por el aire, donde las fuerzas de tension
superficial se oponen a cualquier movimiento de la interfase desde su plano
inicial e intentan restaurar el equilibrio, mientras que las fuerzas aerodinami-
cas incrementan cualquier desviacion desde la interfase y por lo tanto pro-

mueven la inestabilidad.

Las ondas se generan por fluctuaciones de presion o turbulencias en
las corrientes de gas o de liquido (Adelberg, 1967, 1968). Estas contindan
como ondas capilares si la tension superficial predomina, y como ondas de
aceleracion si dominan las fuerzas de presion aerodinamica. Cuando la pre-
sion aerodinamica (p,U,’/2) de la corriente gaseosa en la atomizacion neuma-
tica aumenta, la amplitud de las ondas superficiales crecera si su longitud de
onda (A) excede un valor minimo (Adelberg, 1967, 1968; Jeffreys, 1925;
Mayer, 1961). Cuando la amplitud se hace lo suficientemente grande, las on-

das emiten ligamentos que rapidamente quiebran en gotas.

La amplitud (A) de las ondas superficiales en el liquido es descrita por

la siguiente ecuacion diferencial (Jeffreys, 1925):

2 2
@:A{ﬂm(m u)’ 87z ul} o)

dt Apu oA

El subindice [ se refiere a las propiedades de la fase liquida y el subindice a se
refiere a las propiedades de la fase gaseosa.
De la ecuacién (3.1), se observa que la amplitud, amortiguada por la
fuerza viscosa del liquido, aumenta cuando lo hace la velocidad del aire.
Cuando la fuerza de presion aerodinamica y la fuerza de tension su-
perficial son significantes, la velocidad de la onda u viene dada por la ecua-
cion (3.2) (Adelberg, 1967):
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1/2
N (3.2)
2r Ap,

La aceleraciéon producida por la resistencia aerodinamica en el chorro del

liquido, a, esta descrita por:

4C,, sin* ¢ ——
a:ﬂ(%(]j/z) (3.3)
7Dp,
donde Cp, es el coeficiente de resistencia, { es el angulo entre el aire y la
corriente liquida, D es el diametro del chorro liquido, y p U2/2 es la presion
dinamica de la corriente libre.

Substituyendo la ecuacion (3.2) en la ecuacion (3.1) y asumiendo que

U, >> u, se llega a la siguiente ecuacion:

dA 7B U’ 87>
_:A ﬂpa a — _ él[ (3.4)
dt al 2rno yols

Ap| —+—

i 2r Ap, |

La Eq. (3.4) muestra que el crecimiento de la amplitud es contrarres-
tado por la tension superficial (o). Obsérvese que en este estudio la velocidad
del liquido es insignificantemente pequeiia comparada con la velocidad del
aire.

La longitud de onda minima A,, por encima de la cual la amplitud
crece exponencialmente con el tiempo, puede ser estimada estableciendo

dA/dt=0. Esto resulta en la siguiente expresion cubica para An:

A=A =2 =0 (3.5)
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donde:

1/3
%:%(Z/We)m (3.6)
<2
’11; :%(22/%) (3.7)

siendo 4,y 4, las longitudes de onda de las ondas capilares y de aceleracion,
respectivamente, y n* = p, U’ /;ﬁ la relacion de presion dinamica de des-

carga.

El nimero de Weber (We = p, U.’D/0) representa la relacion entre la
fuerza aerodinamica y la tension superficial.

El nimero de Ohnesorge (Z = i/ (p: o D)""?) contiene sélo las propie-
dades de los globulos formados en la atomizacion primaria antes de romperse
en pequenas gotas durante la atomizacion secundaria. Este grupo suele deno-
minarse grupo de estabilidad porque proporciona una indicacion de la resis-
tencia del globulo para una mayor desintegracion, pero también se llama gru-
po de viscosidad porque tiene en cuenta el efecto de la viscosidad del liquido

en el glébulo.

Cuando la fuerza de presion aerodinamica predomina, las ondas se
propagan como ondas de aceleracion a una velocidad minima de (aA,/2m)"?.
En este caso, A, << A5, Y Una solucion a la ecuacion (3.5) es A, = A, la cual

2/3

esta gobernada por (Z/We)“'”, como se muestra en la ecuacion (3.6).

En contraste, cuando la tension superficial predomina, las ondas se
propagan como ondas capilares a una velocidad minima de (2rmo/ Anc)'2.
Puesto que A, << A, una solucion a la ecuacion (3.5) es A, = A;, que esta
gobernada por (Z2/We), como se muestra en la ecuacion (3.7).

Por lo tanto, ambos numeros adimensionales (We, Z), que, o bien

tienen los mismos exponentes, o el exponente de Z es el doble que el
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exponente de We, seran considerados en el desarrollo posterior de un modelo

para la prediccién del tamafo de particula.

Ademas, también debe de ser considerada en el proceso de atomiza-
cion la relacion adimensional entre los flujos de liquido y de aire (Arai y
Hashimoto, 1985; Ritz y Lefebvre, 1980).
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3.2. DESARROLLO DE UN MODELO PARA LA PREDICCION DEL
TAMANO DE PARTICULA

El modelo que se pretende desarrollar para la prediccion del tamaio
de las microcapsulas tiene como base la teoria de ondas descrita previamen-
te. El tamano de las microparticulas sera expresado en términos de tres
grupos adimensionales: la relacion en masa entre el liquido y el aire, el

numero de Weber, y el nimero de Ohnesorge.

Se llevaron a cabo diferentes experimentos, variando diferentes para-
metros, para la obtencion experimental del tamano de particula, que nos
permitiran el estudio del proceso de atomizacion y la posterior generacion del
modelo. Para ello, se determinara la dependencia exponencial de los tres nu-
meros adimensionales, que influyen en el proceso de atomizacion, en el ta-

mano de particula.

Todos los experimentos fueron caracterizados, mediante el analisis del
tamano de las capsulas mediante difraccion laser (véase Apéndice |, “Materia-

les y Métodos” para una descripcion del método).

3.2.1. Influencia de la viscosidad del liquido, o del numero de Ohnesorge,

en el tamano de particula

Tanto los estudios teoéricos como los experimentales que tratan sobre
la desintegracion de chorros y hojas liquidas han demostrado la necesidad de
agrupar las variables, que influyen en el proceso de atomizacion, en parame-
tros adimensionales, para clarificar sus efectos sobre el proceso y dar genera-
lidad al mismo.

Como se dijo anteriormente, uno de estos grupos adimensionales im-

portantes es el nimero de Ohnesorge (Z = y; / (p; o D) ''%).
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Para examinar la influencia del nUmero de Ohnesorge en el tamaino de
particula (Diametro de Sauter: SMD) se llevaron a cabo diferentes experimen-
tos variando la viscosidad del alginato sédico, manteniendo constante la
relacion de flujos liquido/aire. Los datos presentados en la Figura 3.3 (SMD
frente a Z) muestran la dependencia funcional del SMD con el nimero de
Ohnesorge. Se puede observar que el SMD aumenta al aumentar Z, lo cual es
bastante logico teniendo en cuenta que el tamano de particula aumenta con
la viscosidad como ya se vio en el apartado 2.6.3, ya que Z esta directamente

relacionado con la viscosidad.

45
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Figura 3.3. Influencia del niimero de Ohnesorge (Z) en el tamaiio de particula

Por lo tanto, para obtener la dependencia exponencial del nimero de
Ohnesorge con el SMD, los datos presentados en la Figura 3.3. deben ser

correlacionados de acuerdo con la siguiente ecuacion:

SMD = f(Z*%) (3.8)
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La representacion logaritmica del tamafio de las microcapsulas frente
al logaritmo del nimero de Ohnesorge (Figura 3.4.) proporciona la dependen-
cia exponencial del SMD con el niumero de Ohnesorge, que esta dada por la

siguiente ecuacion:

SMD = f(Z*") (3.9)
1 3,8
L 4
. $ 4 3,6
y =0,277x + 3,6253 s
*
1 34 —
'Y i =
4 $ —
° . ()
1 3,2 =
M O
. N
13
L 4
r T T T T T T 2,8
-1,6 -1,4 -1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2
In (Z2)

Figura 3.4. Dependencia exponencial del nimero de Ohnesorge (Z) con el SMD

Ademas, debe tenerse en cuenta que el valor de X; no depende de las
variaciones en el caudal de alginato sodico o en la velocidad del aire, ya que
el nimero de Ohnesorge solamente depende de la viscosidad del liquido ato-

mizado.

3.2.2. Influencia de la relacion de flujos mdsicos de liquido y aire en el

tamano de particula

Otro de los grupos adimensionales que influye en el proceso de

atomizacion es la relacion de flujos masicos liquido/aire. Anteriormente, se
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comento la importancia del caudal de alginato sodico y del caudal de aire en
el proceso de atomizacion (apartados 2.6.1. y 2.6.2). El grupo adimensional
que engloba los flujos de aire y de alginato sédico no solo agrupa los efectos
del caudal de alginato sddico y de aire por separado, sino que también
expresa el efecto conjunto de ambos en el proceso de atomizacion, ya que,
esencialmente, este proceso se basa en una alta velocidad relativa entre el

aire y el liquido que va a ser atomizado.

Se llevaron a cabo diferentes experimentos variando el caudal de algi-
nato soédico, y manteniendo constante tanto el caudal de aire comprimido, co-
mo la viscosidad del alginato sodico, para examinar la influencia del nimero

adimensional de la relacion de flujos en el Diametro de Sauter.

La dependencia exponencial de la relacion de flujos, se examind me-
diante el trazado del SMD en funcion de (1+A./[/ /A'la) a un numero de Weber
constante. Mediante el trazado logaritmico de los datos (ver Figura 3.5.) se
obtuvo la ecuacion de correlacion entre el Diametro de Sauter y el niUmero

adimensional de la relacion de flujos:

SMD = f(1+%)2’66 (3.10)
M

a

donde A/.ll y Ma son los flujos masicos del liquido y del aire, respectivamen-

te.
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Figura 3.5. Influencia de la relacion de flujos masicos de liquido y aire en el tamaiio de
particula

En la Figura 3.5. puede apreciarse como el tamano de particula
aumenta con la relacion de flujos liquido/aire. En el apartado 2.6.1. se
mostré como el tamaio de particula aumentaba al hacerlo el caudal de
alginato sddico, lo cual se puede apreciar también en la Figura 3.5. En el
apartado 2.6.2. se mostro como el tamano de particula disminuia cuando
aumentaba el caudal de aire comprimido, lo cual puede apreciarse también
en la Figura 3.5. Se puede observar como el efecto conjunto de ambos flujos
influye en el proceso de atomizacion, un tamano de particula pequeio se
consigue con un caudal de aire alto y un caudal de alginato sddico pequefo,
ya que asi la hoja liquida se desintegra antes y los ligamentos se forman mas
cerca de los labios de la boquilla atomizadora. Estos tienden a ser mas delga-

dos y mas cortos y se desintegran en gotas mas pequenas.

La dependencia lineal entre el SMD y (1+A;11/A./1a) esta basada en el

balance de momentos y en consideraciones energéticas:
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MU+ MU, =M+ M)V, (3.11)

donde V; es la velocidad de la particula atomizada y del aire atomizante
después de la transferencia de parte de su energia cinética al liquido. Se
asume que la energia superficial total de las particulas atomizadas es

proporcional a la pérdida de energia cinética:

S Ndlog = fI(M U2+ M U2~ (M i+ M.V} ] (3.12)

donde N; es el nimero de particulas con diametros d; producidos por unidad

de tiempo y o5 es la energia superficial de las particulas por unidad de area.

Sustituyendo la ecuacion (3.11) y la ecuacion (3.13)

M, =7p, ) Nd; /8 (3.13)

en la ecuacion (3.12), se obtiene:

SMD:f[H(M, /Z\.la)} (3.14)

donde

Y Nd;
SMD =&=—— (3.15)

Y Nd}
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3.2.3. Influencia del nimero de Weber en el tamano de particula

Otro de los grupos adimensionales que influye en el proceso de
atomizacion es el nimero de Weber (We = p, U, D/o) que representa la
relacion entre la fuerza aerodinamica y la tension superficial. Las fuerzas
aerodinamicas se oponen a la fuerza estabilizante de la tension superficial del
liquido, provocando la ruptura del chorro liquido. Los valores altos del
numero de Weber indican el vencimiento de la tension superficial en las

particulas del fluido y la formacion de particulas muy pequenas.

Se llevaron a cabo diferentes experimentos variando la velocidad de
salida del aire para examinar la influencia del nUmero de Weber en el tamaio
de particula. Se asumié que no se produjeron cambios en la tension super-
ficial. Los datos representados en la Figura 3.6. (SMD frente Nimero de We-
ber) se utilizaron para establecer la dependencia funcional del SMD en el
numero de Weber.

La figura 3.6. muestra que el SMD decrece al aumentar el nimero de
Weber, que es bastante légico teniendo en cuenta que el tamano de particula
disminuye con el aumento del caudal del aire, como ya se vio en el apartado
2.6.2, ya que el numero de Weber esta directamente relacionado con la velo-
cidad del aire atomizante.

La dependencia exponencial del niUmero de Weber se examiné median-
te la representacion de este frente al SMD a (1 + M1 /M) constante.

Previamente, se estableci6 que los efectos del caudal de aire en el
comportamiento viscoso de las soluciones poliméricas son despreciables.

Ademas, en el apartado 3.2.2. fue establecido que la dependencia
exponencial del SMD con (1+M1 /Ma) fue 2,66.
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Figura 3.6. Variacién del SMD con el nimero de Weber

Para obtener la dependencia exponencial del nimero de Weber con el
SMD de los datos presentados en la Figura 3.6., estos deben ser correlaciona-

dos de acuerdo con la siguiente ecuacion:

MD
5 a We*r (3.16)

(1+%)2,66
M

La representacion logaritmica del SMD de las microparticulas frente al
logaritmo del nUmero de Weber, a (1+1t./[z/1\;1a)2""’6 constante (Figura 3.7.),
muestra que la dependencia exponencial entre el SMD y el nUmero de Weber

esta dada por la siguiente ecuacion:

__SMD a We 8 (3.17)

1+ 22
M

a
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Figura 3.7. Influencia del nimero de Weber en el tamaiio de particula de las cipsulas

3.2.4. Modelo semi-empirico para la atomizacion neumdtica

Basado en el ya mencionado mecanismo de ondas, teniendo en cuenta
las dependencias exponenciales de los nUmeros adimensionales, que influyen
en el proceso de atomizacion, en el tamafo de particula, y considerando los
modelos propuestos por Mansour y Chigier (1995) para la atomizacion de
fluidos no-Newtonianos, se proponen las siguientes ecuaciones de dos y tres

parametros para la prediccion del tamano de las microcapsulas obtenidas:

SMD Ml 266
_:(1
D M

a

[ we™ + x,2% + Cte] (3.18)

Sf‘gD_(HMI YL, e ™ + X,27 + Cre] (3.19)

M

a
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SMD _ 1+ 1\/.11 )2,66[)(2(1))«} (3.20)
M We

a

donde D es el diametro del orificio de descarga del atomizador.

En las ecuaciones 3.18 y 3.20 los numeros adimensionales We y Z
tienen los mismos exponentes. Esta consideracion esta basada en la teoria de
atomizacion por el mecanismo de ondas. Cuando la fuerza de presion aero-
dinamica predomina, las ondas se propagan como ondas de aceleracion produ-
ciendo una solucion en la ecuacion de la longitud de onda minima gobernada

por (Z/We)*?, es decir, con el mismo exponente para el numero de Weber y

el nimero de Ohnesorge (ver apartado 3.1.).

En la ecuacion 19 el exponente de Z es el doble que el exponente de
We. Esta consideracion esta basada en el mecanismo de ondas. Cuando la ten-
sion superficial predomina, las ondas se propagan como ondas capilares pro-
duciendo una solucion en la ecuacion de la longitud de onda minima gober-

nada por (Z?/We), es decir, el exponente de Z es el doble que el exponente

de We (ver apartado 3.1.).

Se llevaron a cabo diferentes experimentos, modificando las diferen-
tes variables que influyen en el proceso de atomizacion (caudal y viscosidad
del alginato sédico, y caudal de aire), para la obtencién experimental del

tamano de particula, que nos permita la obtencion del modelo semi-empirico.

De acuerdo con las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20, junto con los datos
experimentales de los tamanos de las microcapsulas, se obtuvieron, mediante
regresion lineal multiple, los valores de los parametros de ajuste descono-
cidos, Xz, X3 (ver Tabla 3.1.). El exponente X; es la dependencia exponencial
entre los niUmeros adimensionales y el tamano de particula, determinados en

los apartados anteriores.
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Tabla 3.1.: Parametros desconocidos para las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20

Xq Xz X3 Cte.
Ecuacion (3.18) 0,2718 0,3035 0,0205 -0,0202
Ecuacioén (3.19) 0,2718 0,3012 0,0135 -0,0124
Ecuacion (3.20) | 0,2723 0,3134

3.2.5. Comparacion entre los datos experimentales del tamano de las

microcdpsulas y las predicciones del modelo

Los datos experimentales del tamano de particula obtenidos
previamente en el Capitulo 2, fueron comparados con los datos generados con
el modelo semi-empirico, bajo una amplia variedad de condiciones de traba-

jo.

a) Variacién del caudal de alginato sédico a 64,5 cP:

La primera serie de experimentos fue llevada a cabo a un valor
constante del caudal de aire de 138,000 L/min. El caudal del alginato sddico
fue variado de 0,003 L/min a 0,037 L/min. Este intervalo de caudales fue
elegido por las razones ya descritas anteriormente en el apartado 2.6.1.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un valor constante de
viscosidad de alginato sodico de 64,5 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes
experimentos y los valores teoricos del tamano de las microcapsulas,
calculados a partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo se recogen
en la Tabla 3.2.
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En la Tabla 3.2. se observa que las ecuaciones 3.18 y 3.19 son las que
mejor ajustan los datos experimentales que se producen por la variacion del

caudal de alginato sddico a esta viscosidad.

Tabla 3.2.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Caudal de Caudal de SMD
alginato - . experimental SMD teérico (um)
- aire (L/min)
(L/min) (um)
Eq. (18) | Eq. (19) | Eq. (20)

0,037 138,000 30,56 32,27 32,39 35,06
0,029 138,000 28,39 29,18 29,29 31,70
0,023 138,000 27,03 26,99 27,09 29,32
0,013 138,000 24,70 24,90 24,99 27,05
0,003 138,000 18,48 20,43 20,51 22,20

Los datos obtenidos a partir de las ecuaciones semi-empiricas tienen
la misma tendencia que los datos experimentales, es decir, el tamano de
particula decrece al hacerlo el caudal de alginato sodico. En cualquiera de las
tres ecuaciones del modelo se puede observar que el flujo masico de alginato
sodico es directamente proporcional al diametro medio de particula. Esto esta
totalmente de acuerdo con las explicaciones teodricas del fenomeno de atomi-
zacion, que predicen una mejor atomizacion (capsulas de menor tamaino) con
caudales de alginato sodico pequeios, debido a que se producen hojas
liquidas mas delgadas que son mas faciles de desintegrar (Arai y Hashimoto,
1985; Rizt y Lefebvre, 1980).
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Todos los valores experimentales y teoricos fueron representados en
las Figura 3.8., de donde se puede observar la buena concordancia de los
valores experimentales con los valores obtenidos a partir de los tres modelos

propuestos.
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Figura 3.8. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a valores experimentales
(Caudal de aire: 138,0 L/min; Viscosidad de alginato: 64,5 cP)
a) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.

b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores teodricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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b) Variacién del caudal de aire a 64,5 cp:

Los siguientes experimentos fueron llevados a cabo a unos valores
constantes de caudal alginato sddico de 0,009, 0,006, 0,003 L/min. El caudal
de aire fue variado de L/min a 78,400 a 138,000 L/min. Este intervalo de
caudales fue elegido por las razones ya descritas anteriormente en el
apartado 2.6.2. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un valor

constante de viscosidad de alginato sodico de 64,5 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes
experimentos y los valores teoricos del tamano de las microcapsulas,
calculados a partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo se recogen
en la Tabla 3.3. En ésta se puede observar que la ecuacion 3.20 es la que

mejor ajusta los datos experimentales a esta viscosidad del alginato sodico.

Los datos teodricos obtenidos a partir de las ecuaciones del modelo
tienen la misma tendencia que los datos experimentales, es decir, el tamano
de particula decrece al aumentar el caudal de aire comprimido. En cualquiera
de las tres ecuaciones del modelo se puede observar que, tanto el flujo masi-
co de aire comprimido, como el nUmero de Weber (nimero adimensional pro-
porcional a la velocidad del aire comprimido), son inversamente proporcio-
nales al tamano. Esto esta totalmente de acuerdo con las explicaciones teori-
cas del fenomeno de atomizacion, que predicen una mejor atomizacion con
caudales de aire comprimido altos, debido a que las ondas producidas por la
interaccion del liquido con el aire, se convierten inestables y desintegran la
hoja liquida en fragmentos, que se contraen formando ligamentos que rom-

pen en gotas (Arai y Hashimoto, 1985; Rizt y Lefebvre, 1980).
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Tabla 3.3.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Cau@al de Caudal de SMD r

algmgto aire (L/min) experimental SMD teérico (um)
(L/min) (pm)

Eq. (18) | Eq. (19) | Eq. (20)

0,009 89,600 35,87 34,11 34,12 35,78
0,009 110,250 28,03 27,86 27,91 28,24
0,009 116,550 27,73 26,37 26,43 27,17
0,009 138,000 23,75 22,28 22,36 24,20
0,006 78,400 33,47 36,10 36,08 33,67
0,006 95,200 28,57 30,25 30,27 29,50
0,006 113,400 26,61 25,73 25,78 26,29
0,006 131,100 24,13 22,42 22,50 23,95
0,003 89,600 31,03 29,92 29,93 28,76
0,003 95,200 29,81 28,41 28,43 27,71
0,003 113,400 25,32 24,40 24,45 24,94
0,003 131,100 22,12 21,42 21,49 22,88

Todos los valores experimentales y teoricos fueron representados en
las Figuras 3.9., 3.10., y 3.11., de donde se puede observar la buena concor-
dancia de los valores experimentales con los valores obtenidos a partir de los

tres modelos propuestos.

188



Capitulo 3

s 381
2 35| —e—Tamairio experimental
(2]
2 3 —s— Tamafio teorico (Eq. 3.18)
a
g 29
8 26 -
[}
© 23 _
a)
% 20 T T T T T 1
80 90 100 110 120 130 140
a)
Caudal de aire (L/min)
581/ 38 1 —— Tamario experimental
g 3 —+— Tamafio tecrico (Eq. 3.19)
> 32
\Q_
g 29 -
8 26
3 23
g 20 T T T T T 1
» 80 90 100 110 120 130 140
b
) Caudal de aire (L/min)
E 381 —— Tamafio experimental
8 35 - —=— Tamafo tedrico (Eq. 3.20)
> 32
\Q_
T 29 -
8 26
S 23-
a)
% 20 T T T T T 1
80 90 100 110 120 130 140
c) Caudal de aire (L/min)

Figura 3.9. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,009 L/min y 64,5 cP)

a) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
c) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Figura 3.10. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,006 L/min y 64,5 cP).

a) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Figura 3.11. Tamaiio de particula: valores teoricos frente a valores experimentales

(Caudal y viscosidad de alginato: 0,003 L/min y 64,5 cP).

a) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores teodricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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¢) Variacién del caudal de alginato sédico a 138,0 cP:

La siguiente serie de experimentos fue llevada a cabo a un valor
constante del caudal de aire de 138,000 L/min. El caudal del alginato sodico
fue variado de 0,003 L/min a 0,013 L/min. Este intervalo de caudales fue
elegido por las razones ya descritas anteriormente en el apartado 2.6.3.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un valor constante de

viscosidad de alginato sodico de 138,0 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes experi-
mentos y los valores teoricos del tamaino de las microcapsulas, calculados a
partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo se recogen en la Tabla
3.4.

Tabla 3.4.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Caudal de Caudal de SMD

alginato aire (L/min) experimental SMD teérico(pum)
(L/min) (pm)

Eq. (18) | Eq. (19) Eq. (20)

0,013 138,000 31,33 30,22 30,03 31,50
0,010 138,000 29,07 28,98 28,79 30,20
0,009 138,000 27,42 28,57 28,39 29,78
0,006 138,000 26,43 27,37 27,19 28,52

En la Tabla 3.4. se puede observar que las ecuaciones 3.18 y 3.19 son

las que mejor ajustan los datos experimentales con la variacion del caudal de

192



Capitulo 3

alginato sodico, a esta viscosidad. Los datos teoricos obtenidos a partir de las
ecuaciones del modelo tienen la misma tendencia que los datos experimen-
tales, es decir, el tamafno de particula decrece al hacerlo el caudal de algina-
to sodico. Por tanto, la tendencia observada para una viscosidad de 138,0 cP

es similar que para 64,5 cP.

Todos los valores experimentales y tedricos fueron representados en
las Figura 3.12., de donde se puede observar la buena concordancia de los
valores experimentales con los valores obtenidos a partir de los tres modelos

propuestos.
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Figura 3.12. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a los valores experimentales
(Caudal de aire: 138,0 L/min; viscosidad de alginato: 138 cP)

a) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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d) Variacién del caudal de aire a 138,0 cP:

A continuacion, fueron llevados a cabo otros experimentos a unos va-
lores constantes de caudal alginato sodico de 0,009, 0,006, 0,003 L/min. El
caudal de aire fue variado de 110,250 a 138,000 L/min. Este intervalo de cau-
dales fue elegido por las razones ya descritas anteriormente en el apartado
2.6.3. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un valor constante de

viscosidad de alginato sodico de 138,0 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes experi-
mentos y los valores teoricos del tamano de las microcapsulas, calculados a
partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo, se recogen en la Tabla
3.5.

En la Tabla 3.5. se puede observar que la ecuacion 3.20 ajusta mejor
los datos experimentales con la variacion del caudal de aire comprimido, a
esta viscosidad.

Los datos tedricos obtenidos a partir de las ecuaciones del modelo
tienen la misma tendencia que los datos experimentales, es decir, el tamano
de particula decrece al aumentar el caudal de aire comprimido. Por tanto, la
tendencia observada para una viscosidad de 138,0 cP es similar que para 64,5
cP.

Todos los valores experimentales y tedricos fueron representados en
las Figuras 3.13., 3.14., y 3.15., de donde se puede observar la buena
concordancia de los valores experimentales con los valores obtenidos a partir

de los tres modelos propuestos.
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Tabla 3.5.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Caudal de Caudal de SMD
alginato ) . experimental SMD teérico(um)
- aire (L/min)
(L/min) (pm)
Eq. (18) Eq. (19) Eq. (20)
110,250 36,68 34,42 34,19 34,80
116,550 34,33 32,94 32,73 33,53
0,009
124,800 31,15 31,02 30,82 31,88
138,000 27,42 28,57 28,39 29,78
113,400 34,91 31,87 31,66 32,34
122,880 32,51 29,95 29,75 30,71
0,006
131,100 29,51 28,48 28,30 29,47
138,000 26,43 27,37 27,19 28,52
113,400 32,07 30,23 30,03 30,68
0,003 131,100 25,36 27,20 27,03 28,14
138,000 23,60 26,20 26,03 27,31
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Figura 3.13. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a valores experimentales

(Caudal y viscosidad de alginato: 0,009 L/min y 138 cP).

a) Valores teodricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
c) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Figura 3.14. Tamaiio de particula: valores teoricos frente a valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,006 L/min y 138 cP).

a) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Figura 3.15. Tamaiio de particula: valores teoricos frente a valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,003 L/min y 138 cP).

a) Valores teodricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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e) Variacion del caudal de alginato sédico a 190,0 cP:

La dltima serie de experimentos fue llevada a cabo a un valor
constante del caudal de aire de 138,000 L/min. El caudal del alginato sodico
fue variado de 0,003 L/min a 0,009 L/min. Este intervalo de caudales fue ele-
gido por las razones ya descritas anteriormente en el apartado 2.6.3. Todos
los experimentos fueron llevados a cabo a un valor constante de viscosidad de

alginato sédico de 190,0 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes experi-
mentos y los valores teoricos del tamaino de las microcapsulas, calculados a
partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo, se recogen en la Tabla
3.6.

Tabla 3.6.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Caudal de Caudal de SMD
alginato ) . experimental SMD teérico(um)
- aire (L/min)
(L/min) (pm)
Eq. (18) | Eq. (19) Eq. (20)

0,009 138,000 30,76 31,63 31,76 32,49
0,006 138,000 29,81 30,30 30,43 31,12
0,005 138,000 28,98 29,87 29,99 30,67
0,003 138,000 28,26 29,01 29,13 29,79

En la Tabla 3.6. se puede observar que las ecuaciones 3.18 y 3.19 son
las que mejor ajustan los datos experimentales con la variacion del caudal de

alginato sodico, a esta viscosidad. Los datos tedricos obtenidos a partir de las
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ecuaciones del modelo tienen la misma tendencia que los datos experimen-
tales, es decir, el tamafno de particula decrece al hacerlo el caudal de algina-
to sodico. Por tanto, la tendencia observada para una viscosidad de 190,0 cP

es similar que para las otras viscosidades estudiadas.

Todos los valores experimentales y tedricos fueron representados en la
Figura 3.16., de donde se puede observar la buena concordancia de los
valores experimentales con los valores obtenidos a partir de los tres modelos

propuestos.
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Figura 3.16. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a los valores experimentales
(Caudal de aire: 138 L/min; Viscosidad de alginato: 190 cP).

a) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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f) Variacién del caudal de aire a 190,0 cP:

Por dltimo se llevaron a cabo los experimentos realizados a unos
valores constantes de caudal alginato sédico de 0,009, 0,006, 0,003 L/min. El
caudal de aire fue variado de 95,200 L/min a 138,000 L/min. Este intervalo de
caudales fue elegido por las razones ya descritas anteriormente en el aparta-
do 2.6.3. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un valor constante

de viscosidad de alginato sodico de 190,0 cP.

Los valores experimentales del SMD obtenidos de los diferentes experi-
mentos y los valores teoricos del tamano de las microcapsulas, calculados a
partir de las ecuaciones 3.18, 3.19, y 3.20 del modelo, se recogen en la Tabla
3.7.

En la Tabla 3.7. se puede observar que la ecuacion 20 ajusta mejor los
datos experimentales con la variacion del caudal de aire comprimido, a esta
viscosidad. Los datos teoricos obtenidos a partir de las ecuaciones del modelo
tienen la misma tendencia que los datos experimentales, es decir, el tamano
de particula decrece al aumentar el caudal de aire comprimido. Por tanto, la
tendencia observada para una viscosidad de 190,0 cP es similar que para las

otras viscosidades estudiadas.
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Tabla 3.7.: Comparacion de los valores experimentales con los valores tedricos

Caudal de Caudal de SMD
alginato aire (L/min) experimental SMD tedrico(um)
(L/min) (Hm)
Eq. (18) | Eq. (19) | Eq. (20)
110,250 39,79 37,58 37,68 37,96
116,550 36,84 36,08 36,19 36,58
0,009
128,640 32,91 33,35 33,47 34,07
138,000 30,76 31,63 31,76 32,49
95,200 38,00 39,56 39,63 39,60
113,400 35,86 34,86 34,96 35,29
0,006
131,100 32,61 31,43 31,55 32,15
138,000 29,81 30,30 30,43 31,12
103,680 35,01 35,10 35,18 35,32
128,640 30,51 30,40 30,51 31,05
0,003
131,100 29,23 30,02 30,13 30,71
138,000 28,26 29,01 29,13 29,79

Todos los valores experimentales y teoricos fueron representados en
las Figuras 3.17, 3.18., y 3.19., de donde se puede observar la buena
concordancia de los valores experimentales con los valores obtenidos a partir

de los tres modelos propuestos.
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Figura 3.17. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a los valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,009 L/min y 190 cP).

a) Valores teodricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Figura 3.18. Tamaiio de particula: valores tedricos frente a los valores experimentales
(Caudal y viscosidad de alginato: 0,006 L/min y 190,0 cP).

a) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.18.
b) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores teoricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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b) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.19.
¢) Valores tedricos obtenidos a partir de la ecuacion 3.20.
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Asi, se puede concluir que bajo todas las condiciones estudiadas, los
tres modelos propuestos predicen el tamano de las microcapsulas, obtenién-
dose muy buena concordancia entre los tamafnos experimentales y tedricos.
Ademas, con estos resultados es posible afirmar que el tamano de las gotas
generadas por el proceso de atomizacion, es aproximadamente el mismo que

el tamano final de las capsulas generadas.
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3.3. CONCLUSIONES

En este capitulo se propone un modelo semi-empirico para predecir el
tamano de las capsulas obtenidas con la nueva técnica desarrollada en este
trabajo, a partir de los principales parametros que influyen en el proceso
(caudal de aire y liquido, y viscosidad del liquido). Este modelo permite la
prediccion del tamano de las capsulas sin necesidad de experimentacion, lo
que sera de gran utilidad en el futuro, a la hora de elegir los parametros para
generar capsulas de un determinado tamano.

El modelo desarrollado en este capitulo tiene como base la teoria de
ondas, que explica el mecanismo de ruptura de un chorro liquido en gotas
mediante el proceso de atomizacion. El tamano de las capsulas fue expresado
en términos de tres grupos adimensionales que influyen en el proceso de
atomizacion, el numero de Weber, el niumero de Ohnesorge, y la relacion en
masa liquido/aire.

Con el objetivo de generar el modelo semi-empirico, se determiné la
dependencia exponencial de los nimeros adimensionales, que influyen en el
proceso de atomizacién, con el tamano de las microcapsulas, mediante una
serie de experimentos. Con esto se generaron tres ecuaciones, en las cuales
los coeficientes y exponentes fueron determinados mediante regresion lineal
multiple a partir de los datos experimentales.

Después de la comparacion de los datos teoricos obtenidos del modelo
con los datos experimentales, se pudo comprobar que los modelos basados en
el mecanismo de ondas son los que predicen el tamafno de particula con una

mayor precision.
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3.4.

Simbolo

D0.9

Xz

Xw

Xq

NOMENCLATURA

Descripcion

Aceleracion producida por la

resistencia aerodinamica

Amplitud de las ondas superficiales
Coeficiente de resistencia de un cilindro
Diametro de gota

Diametro del chorro liquido

y de salida de al boquilla

Diametro para un percentil del 90%
Diametro para un percentil del 10%

Diametro para un percentil del 50%

Flujo masico del liquido

Flujo masico del aire

Numero de gotas

Relacion de presion dinamica de descarga
Didmetro medio Sauter

Tiempo

Velocidad de la onda

Velocidad media de la fase gas

Velocidad del liquido

Velocidad de la particula atomizada y

del aire atomizate después de la
transferencia de parte de su energia
cinética al liquido

NUmero de Weber = (We = p, 2D / 0)
Dependencia exponencial de la viscosidad
y el nimero de Ohnesorge con el SMD
Dependencia exponencial del nimero

de Weber con el SMD

Exponente de las dependencias exponenciales

Unidades

m?/s

pm

pm
pm
pm
pm
g/s
g/s

pm

m/s

m/s

m/s

m/s

adimens.
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Simbolo Descripcion Unidades
X2,3 Coeficientes de correlacion
Z NUmero de Ohnesorge =

= (We)"?/Re =y, /(p, oD )'"? adimens.

Letras griegas:

B Parametro de abrigo de Jeffrey

4 Angulo entre el aire y la corriente liquida radian
A Longitud de onda de la perturbacion m’

A Longitud de onda minima m"

Aq Longitud de onda de las ondas de aceleracion m"

As Longitud de onda de las ondas capilares m’

u Viscosidad dinamica kg/m s
v Viscosidad cinematica m?/s
o) Densidad del liquido Kg/m?
Pa Densidad del aire Kg/m?
o Tension superficial N/m
Os Tension superficial por unidad de area N/m?
Superindices:

(-) Velocidad media o densidad evaluada después de la ruptura del

chorro liquido
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Abstract

In order to have a better understanding of the atomization process for microencapsulation applications the disintegration of polymer liquid
jets (sodium alginate) injected into high-velocity gas streams was studied and a mathematical model to predict the microparticle size has been
developed.

Air-blast atomization of viscous non-Newtonian fluid (alginate solution) was carried out in order to produce microbeads (1-50 pm) based on
polyelectrolyte complexes with particle size control and a particle size distribution with a relative span factor, (D9 — Dg)/Dy s, less than 1.4. The
accuracy of the wave-mechanisms-based models in predicting droplet size after breakup of alginate solution has been demonstrated. The atomized
microparticle size were expressed in terms of three dimensionless groups, the liquid/air mass ratio, the Weber number and the Ohnesorge number in
simple forms whose exponents and coefficients were determined by least-squares fit to the experimental data. With these data two semi-empirical
models have been proposed to predict the particle size obtained from the microencapsulation. Both models allow the prediction of particle size of

the microcapsules obtained by atomization processes.
© 20006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Air-blast atomization: Particle size prediction; Wave mechanisms

1. Introduction

In the rapidly changing scientific world, contributions of sci-
entists and engineers are leading to major new solutions of
significant medical problems [1,2].

The most common method of administration of drugs is in
the form of pills or injections. These methods of administra-
tion meet the requirements of efficacy for several drugs, with
regard to the introduction and elimination of the drug in the
organism, its absorption in blood, and its distribution to points
where it is necessary. However, these methods are inadequate
for many new drugs such as hormones and vaccines. These pro-
tein drugs are usually high molecular weight proteins and are
very sensitive to environmental conditions. Most proteins can-
not be delivered orally due to problems related to degradation in
the acidic environment of the gastrointestinal tract. Moreover,
the high molecular weight of these substances often results in
poor absorption in to the blood stream when administered orally.

* Corresponding author.
E-mail address: emvalle@usal.es (E.M.M. Del Valle).

1385-8947/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cej.2006.04.003

The most common mode of administration of these therapeutic
proteins is intravenous injections, which are usually not well
tolerated by the recipient. Also, most of these proteins have
short half-lives in the blood stream and need to be administered
frequently in high doses to obtain therapeutic efficacy. Systemic
administration in high doses can lead to side effects and can also
be toxic. To overcome these difficulties, new technologies, like
the microencapsulation, have been developed [3-6]. Microen-
capsulation is a process by which the active material is enclosed
in a polymeric matrix and surrounded by a coating to produce
capsules in the micrometer range known as microcapsules. The
most important application of this technology is the immobi-
lization of stem cells for cellular therapy to the treatment of the
most devastating diseases. To do that, is needed the adminis-
tration of the microcapsules via injection Hamilton and aerosol
that requires particles diameter below 50 pm.

These technologies are based on the use of polymers.
Polysaccharides, such as alginate, have been widely used in
the microencapsulation technology. Alginate is a water-soluble
linear polysaccharide extracted from brown seaweed, and is
composed of alternating blocks of 1-4-linked a-L-guluronic and
3-p-mannuronic acid residues. Alginate has an excellent bio-
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Nomenclature

A Amplitude of surface waves (m)

Cpo Drag coefficient of a cylinder in cross-flow

d; Diameter of droplet (um)

D Injector exit diameter, diameter of liquid jet (pm)
Do Diameter at the 10th percentile (pum)

Dos Diameter at the 50th percentile (pum)
Dy Diameter at the 90th percentile (pum)

M, Air mass flow rate (g/s)

M Liquid mass flow rate (g/s)

n* Shock dynamic pressure ratio

N; number of droplets

SMD  Sauter mean diameter (pm)

t Time (s)

u Wave velocity (m/s)

U, Gas phase average velocity (m/s)

U, Velocities of the liquid (m/s)

Va Velocity of the atomized drop and the atomizing

air after transferring part of its Kinetic energy to
the liquid (m/s)
We Weber number=(We = p,U2D /o)

Xwe Power dependence of SMD on Weber number

Xz Power dependence of SMD on viscosity or Ohne-
sorge number

X General correlation exponents

X3 General correlation coefficients

VA Ohnesorge number = (We)!/?/Re =

w/(poD)?

Greek letters

B Jeffrey’s sheltering parameter

s Angle between the jet axis and gas
velocity (radian)

A Wavelength of a disturbance (m~!)

m Newtonian viscosity (Ns/m?)

v Kinematic viscosity (m/s?)

Pa Air density (kg/m?)

ol Liquid density (kg/m®

o Surface tension (N/m)

Superscript
(-) Mean velocity or density evaluated before of the
break-up of the liquid jet

compatibility and biodegradability. Alginates have the ability to
form gels by reaction with divalent cations such as calcium or
barium. The aqueous solutions of alginates have shear-thinning
characteristics, i.e. the viscosity decreases with increasing shear
rate (stirrer speed). This property is also called pseudoplasticity,
or non-Newtonian fluid. The viscosity of an alginate solution
depends on the concentration of alginate and the length of the
alginate molecules, i.e. the number of monomer units in the
chains. The longer the chains the higher the viscosity at similar
concentrations [7].

Most methods of microencapsulation involve one of two
harsh conditions (contact with an organic solvent and/or heat-
ing during processing), which usually is a problem, especially
for biomaterials handling [4.5]. The previous work done on
microencapsulation without harsh conditions produce capsules
with diameters ranged between 300 and 1000 wm [6-14].

Several attempts have been done in order to produce very
small particles based on polyelectrolyte complexes, but there
is not a technology able to produce these microcapsules below
300 pwm, with control size and a particle size distribution with a
relative span factor less than 1.4 [8—14].

For that reason, based in atomization processes, a
microencapsulation technology of polyelectrolyte complex
beads (alginate—barium), which produced very small particles
(1-50 pm) has been developed.

Atomization is a process in which the disruptive action of
externally applied aerodynamic forces is opposed by the con-
solidating influences of the liquid viscosity and surface tension
forces. Disintegration of liquid jets injected into quiescent and
high-velocity gas streams has been studied by many researchers.
Theoretical and experimental studies on the mechanism of atom-
ization have been carried out by Rayleigh, Tyler, Weber, Haen-
lein, Ohnesorge and Castleman [15]. Detailed reviews of earlier
work have been published by Giffen and Muraszew [16], and
more recently by Chigier [17], and Lefebvre [15].

During the last decade atomization techniques as air-blast or
twin-fluid atomization has been widely used taking the place of
spray drying [12-14].

In air-blast atomization, low-speed liquid jets are accelerated
by the surrounding high-speed gas flow, usually in the spray
flow direction. The liquid is subjected to both tensile and shear-
ing stresses. The magnitude of the extension has been shown
to be significant for applications involving polymer solutions.
Twin-fluid atomizers have a number of advantages over pressure
atomizers including lower requirements for the liquid injection
pressure and finer sprays. Unfortunately, the process of air-blast
atomization is very complex and its physical mechanisms are
not fully understood [15].

Therefore, in order to have a better understanding of the
atomization process for microencapsulation applications the dis-
integration of polymer liquid jets (sodium alginate) injected
into high-velocity gas streams were studied. Two semi-empirical
models of air-blast atomization based on the wave mechanism
of breakup of non-Newtonian polymer have been developed.
Both models allow the prediction of particle size of the micro-
capsules obtained by atomization processes. The experimental
data of the microcapsules size were compared with the models
predictions.

2. Materials and methods
2.1. Material
Sodium alginate from macrocystis pyrifera (medium viscos-

ity) was purchased from Sigma Chemicals, barium chloride
dihydrate, reagent grade was purchased from Scharlau.
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1B .

Fig. 1. A scheme of the microencapsulation device. 1, sodium alginate solution
(0.7wt.%): 2, rotameter of sodium alginate; 3, nozzle:; 4, hardening solution
(BaCl,) (2wt.%): 5, rotameter of air; 6, pressurized air.

2.2. Production of microcapsules

The generation of the microcapsules, optimized to produce
microcapsules in the size range of 1-50 wm, can be described
as follows. Sodium alginate (0.7 wt.%) was fed from a beaker
to an atomization nozzle of 1.8 mm by air intake. After that,
sodium alginate is sprayed into a crystallizer containing 1000 ml
of hardening solution, 2 wt.% barium chloride solution, which
induces the gelation. The device to the atomization works with
pressurized air that mixes with the liquid, forcing liquid droplets
out through the orifice of the nozzle. The divalent barium ions
cross-link the droplets of sodium alginate on contact to form the
microcapsules. The microbeads were kept 5min under cross-
linked conditions to form a semi-permeable membrane. The
resultant microbeads were collected by filtration and washed
with 30 ml of 0.9% of barium chloride and kept in distilled water.
The scheme of the microencapsulation device is shown in Fig. 1.

The experimental conditions span a wide range of Weber
numbers and are presented in Table 1.

2.3. Farticle size analysis

We have obtained the particle size distribution of the micro-
capsules produced with laser diffractometry. To do that we have
used a Leeds and Northrup Microtac Particle Size Analyzer. This
device utilizes the phenomenon of scattered light from a laser
beam projected through a stream of particles.

The droplet size distribution is frequently characterized by its
Sauter mean diameter (SMD), which is the diameter of that drop
whose volume/surface ratio value is the same as the arithmetic
mean of volume/surface values on the total number of drops

Table 1

Experimental conditions

Alginate flow rate (g/s) 3.00-37.00
Alginate exit velocity (m/s) 0.02-0.24

101.17-178.00
513.49-903.84
9492.10-29409.55

Air mass flow rate (g/s)
Air exit velocity (m/s)
Weber number, We

Alginate kinematic viscosity (m%/s) 6.45x 107
Surface tension (N/m) 0.054
Ohnesorge number, Z 0.21

belonging to the sample spray under examination. Usually the
concept of SMD is defined as:

(¢S]

where, D is the droplet diameter, and dN stands for the percent-
age of the total number of droplets with a diameter contained in
the interval [D, D+dD].

The SMD is influenced by the properties of the atomized
and atomizing fluids and by the nozzle design and operating
conditions.

3. Wave mechanisms and size distribution

In various ways of atomization, small disturbances in the jet
or sheet will start growing across the liquid, which eventually
disintegrates into ligaments and then drops, thus increasing the
specific surface area of the liquid exposed to the gas medium
and thereby achieving high rates of heat transfer, mixing and
evaporation.

Essentially, all that is needed for liquid atomization is a high
relative velocity between the liquid to be atomized and its sur-
rounding air or gas. This can be achieved through the increase
of the liquid kinetic energy, or by the exposure of relative slow
moving liquid to a high air or gas velocity, or by applying exter-
nal mechanical energy on the liquid through the utilization of a
rotating or vibrating device to increase the energy carried within
the liquid to over come the consolidating surface tension force.
Based on the forms of energy applied, atomizers are classified
into pressure atomizer, pressure swirl atomizer, twin-fluid atom-
izer, rotary atomizers, electrostatic and ultrasonic atomizers, etc.
[15]

In this work a twin-phased gas-liquid atomizer was used.
In this way, the kinetic energy carried with high velocity gas
stream is utilized to disintegrate the relatively low velocity liquid
sheet or jet into droplets. A variety of these atomizers is the air-
blast atomizer, in which, an annular liquid sheet exiting from the
atomizer is exposed to an inner and an outer air streams moving
athigh velocities (Fig. 2). The liquid is subjected to both tensile
and shearing stresses.

The wave mechanism has found the widest acceptance among
the mechanisms of atomization. In this theory the disintegration
of liquid sheets or liquid jets is caused by the growth of unsta-
ble waves at the liquid—gas interface due to the aerodynamic
interactions between the liquid and the gas. This type of insta-
bility is referred to as Kelvin-Helmholtz instability [18] and is
characterized by unstable waves that appear in the fluid inter-
face between two superimposed fluids of differing densities and
velocities.

A number of previous studies [20,21] indicate that the curva-
ture effect may be negligible due to the relatively small thickness
of the liquid sheet compared to the radius of curvature. As a
result, the liquid to be atomized may be modelled in a first
approximation as a plane liquid sheet [22].

The waves are generated by factors such as pressure fluctu-
ations or turbulence in the gas stream or liquid stream [23,24].
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Air

)

Fig. 2. Schema of a pre-filming air-blast atomizer.

Due to aerodynamic interactions, the perturbations grow in mag-
nitude and reach a maximum value. When the dynamic pressure
(anf/Z) of the air stream in air-blast atomization is large
enough, the amplitude of the surface waves will grow if their
wavelength (1) exceeds a minimum value [23-26]. There exists
a dominant or most unstable wave number corresponding to the
maximum growth rate and when the amplitude of the distur-
bance reaches a critical value, the wave detaches from the sheet
to form shreds or ligaments, which rapidly collapse, forming
drops. This process is shown in Fig. 3.

The system of forces acting on the slightly disturbed surface
of a liquid sheet moving in air, are shown in Fig. 4. Surface
tension forces try to return the protuberance back to its original
position, but the air experiences a local decrease in static pres-
sure (corresponding to the local increase in velocity) that tends
to expand the protuberance farther outward. This corresponds
to the normal pattern of wind-induced instability, where surface
tension forces oppose any movement of the interface from its
initial plane and attempt to restore equilibrium, while the aero-
dynamic forces increase any deviation from the interface and
thereby promote instability.

Fig. 3. Disintegration of the liquid sheet [19]. (A) Growth of unstable waves,
(B) formation of ligaments, (C) breakup of ligaments into droplets.

E.P. Herrero et al. / Chemical Engineering Journal 121 (2006) 1-8
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Fig. 4. System of forces acting on a liquid sheet moving in air.

The amplitude (A) of the surface waves on the liquid is
described by the following differential equation [25]:

dA A Bpa(Uy —uy* 872
dr Apju ,OM2

2

where the subscript ‘1" refers to liquid phase properties and the
subscript ‘a’ refers to gas phase properties. From Eq. (2), it is
seen that the amplitude, damped by liquid viscous force, increase
as the air velocity increase. When both the aerodynamic pressure
force and the surface tension forces are significant, the wave
velocity u is given by [23]:

a. 2mo]'?
U= |—
2 Ap

3)
where « is the acceleration caused by the aerodynamic drag on
the liquid jet, described by:

_ 4Cposin’e (p,UF
R 2

a (4)
where Cp, is the drag coefficient, ¢ is the angle between the air
and the liquid stream, D is the diameter of the liquid jet, and
/‘>;,U§/2 is the free stream aerodynamic pressure. Substituting
Eq. (3) into Eq. (2) and assuming U, >> u leads to the following
equation:

dA _ ﬂﬂp;.U.f _ 87211 )

dar 7 aplar/200) + Qrofipp] 2 pi2

Eq. (5) shows that the amplitude growth is resisted by surface
tension (o). Note that in this study the liquid velocity is negligi-
bly small compared to the air velocity.

The minimum wavelength X, above which the amplitude
grows exponentially with time, may be estimated by setting
dA/dt=0. This results in the following cubic expression for Apm:

A2 —harl =22 =0 (©6)
where

he  21(16)3 1 2\ ;
D~ g \We M

Ja _ 64Cpo sin®¢ <ZZ> ®

D n*B2m We
where A, and X, are the wavelengths of the capillary waves
and acceleration waves, respectively, and n* = p,U2/p,U?
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the shock dynamic pressure ratio. The Weber number (We =
Pa U‘,‘2 D/o) represents the ratio of aerodynamic force to surface
tension. And the Ohnesorge number (Z = ;}/(pjoD)"?) contains
only the properties of the globules formed in primary atomiza-
tion before they split up into smaller drops during secondary
atomization. It is sometimes called a stability group because it
provides an indication of the resistance of a globule to further
disintegration, but it is also called a viscosity group because it
accounts for the effect of liquid viscosity on the globule.

When the aerodynamic pressure force predominates, waves
propagate as acceleration waves at a minimum velocity of
(a2m/27)"2. In this case, Ay < Ao, and one solution to Eq. (6) is
Ja = o, Whichis governed by (Z/ We)*/3, as shown in Eq. (7). In
contrast, when the surface tension predominates, waves propa-
gate as capillary waves at a minimum velocity of (2o/Amoy) 2.
Since 1, < Ay, one solution to Eq. (6) is Ay = A4, which is gov-
erned by Z%/We, as shown in Eq. (8).

Additionally, the dimensionless ratio liquid/air should be con-
sidered in atomization processes. Rizt and Lefebvre [27] showed
that the liquid/air interaction produces waves that become unsta-
ble and disintegrate into fragments. These fragments then con-
tract into ligaments, which in turn break down into drops. They
proved that with increase in air velocity, the liquid sheet disin-
tegrates earlier and ligaments are formed nearer the lip. These
ligaments tend to be thinner and shorter and disintegrate into
smaller drops. Arai and Hashimoto [28] for a constant lig-
uid sheet thickness, showed that breakup length decrease with
increase in the relative velocity between the air and the liquid.
Also, they prove that breakup length increases as the liquid sheet
velocity increases or as the liquid viscosity decrease.

3.1. Dependence of SMD on fluid viscosity or the
Ohnesorge number

Mansour and Chigier [29] studied the influence of the fluid
viscosity on the Sauter mean diameter for non-Newtonian fluids.
They found that the SMD increase with the apparent viscosity
of the fluid according to the equation:

SMD = f(Z*?) ©)

The value of Xz was found insensitive to the variations in the air
mass flow rate or air velocity.

3.2. Dependence of SMD on (1 + (M;/ Mg))

The power dependence on (1 + (M;/M,)) is examinated by
plotting the SMD data as a function of (1 + (M, /M,)) at constant
‘Weber number. Using a logarithmic plot (Fig. 5) of these data
the following equation was found:

) Ml 2.66
SMD = f <1 + ﬁ> (10)

a

where M, and M, are the liquid mass flow and the air mass flow,
respectively.

In (SMD) vs In (1+ MI/Ma)

35

y =2,6557x + 2,9431

0 0,05 0,1 0,15 0,2
In (1+ MI/Ma)

Fig. 5. Dependence between SMD and (1 + (M,/M,)).

The linear dependence between SMD and (1 + (M/M,)) is
based on momentum balance and energy considerations:

M1U1+M3U;1:(M1+Mn)vd (1

where Vj is the velocity of the atomized drop and the atomizing
air after transferring part of its kinetic energy to the liquid. It is
assumed that the total surface energy of the atomized droplets
is proportional to the loss of kinetic energy:

> Nidios = [IMU} + MUY) — (M + M)V (12)

where N; is the number of droplets with diameters ¢; produced
per unit time and o is the droplet surface energy per unit area.
Substituting Eq. (11) and

! Nid}
MIZHpIZ—’g’ (13)

into Eq. (12) yields

o= 14 (4] a»

M,
where
o DdN
SMD = = hray (15)
Jo

3.3. Dependence of SMD on the Weber number

Experiments were conducted to examine the influence of the
Weber number on the SMD. The effect of Weber number on
the microcapsule SMD was examined by varying the air exit
velocity. No variations of surface tension were undertaken. The
data presented in Fig. 6 (SMD versus Weber number) were used
to establish the functional dependence of the SMD on the Weber
number. Fig. 6 shows that the SMD decreases with increasing
‘Weber number.

The power dependence on the Weber number is examined
by plotting the SMD data as a function of the Weber number at

constant (1 + (M|/Mu))2'66. It has been previously established
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31 Table 2
Unknown variables for Eqgs. (18) and (19)
29 3 3 §
Xy X> X3
27 3
Qs 3 s Eq. (18) 0.2717 £ 0.0214 0.2771 £ 0.0214 —8.1992E—03
= s%s + 1.827E-03
P2
L 2 Eq. (19) 0.2717 £ 0.0214 0.2996 + 0.0214
21 : 5
19
17 L . . ) L
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000  Size of the microcapsules obtained:
We SMD N 266
| _
Fig. 6. Variations of SMD with Weber number. T = <1 + ﬁ) [X,We X + X3 le] (18)
a
. . . . . . o\ 266
that the effects of the air flow on the viscous behaviour of the SMD | M, ¥ AR 19
polymeric solutions are negligible. Recall that the power depen- D + ﬁa 2\ We (19

dence X7 of the SMD was nearly constant, irrespective of the
‘Weber number [29]. In Section 3.2 it was also established that the
power dependence of SMD on (1 + (M,/M,)) was 2.66. Thus,
in order to extract the Weber number power dependence from
the data presented in Fig. 6 should be correlated according to
the following relation:

SMD . '

e = f(We)¥ ™ (16)

(1 + (M,/My))

A logarithmic representation of SMD of the microparti-

cles versus the logarithm of the Weber number at constant
. . 2

(1 +(M1/Ma))“'“’ (Fig. 7) show that the power dependence

between the SMD and the Weber number is given by the fol-
lowing relation:

a <;\j; e = T a”
+ 1 )"

3.4. Semi-empirical model for air-blast atomization
Based on the above-mentioned wave mechanism, and con-
sidering the models proposed by Mansour and Chigier [29] for

atomization of non-Newtonian fluids, the following two- and
three-parameter equations are proposed to predict the particle

In SMD vs In We a (1+M,/M,)>**® constante

t 3
L3

3,40

w
w
=]

y =-0,27175x + 5,91052

&
o

5
=
z ]
£ 320
a8
5
e 3,10

LI
3,00
92 94 96 98 10 102 104 106

In We

Fig. 7. Influence of the Weber number on the Sauter mean diameter of the
microcapsules.

where D is the discharge orifice diameter.

According to Egs. (18) and (19) together with the experimen-
tal data of microcapsules sizes the unknown variables, X1, Xo,
X3 were obtained (Table 2).

3.4.1. Comparison between experimental microcapsules
size and model predictions

In order to obtain the experimental variation of the SMD of the
microcapsules (behaviour curves) the effect of sodium alginate
flow rate and the air flow rate were studied. The experimental
microcapsules sizes obtained were compared with the models
predicted sizes.

3.4.1.1. Sodium alginate flow rate variation. The first set of
experiments were carried out at constant value of pressurized
flow air of 1381/min and the sodium alginate flow rate was
modified ranged from 0.003 to 0.037 /min. It was previously
checked, that sodium alginate flow rates lower than 0.003 1/min,
did not generate an homogeneous regimen and flow rates higher
than 0.037 I/min produced agglomerates.

The experimental SMD data obtained from the different
experiments and the theoretical size of the microcapsules, calcu-

0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015

0,01

Sodium alginate flow (I/min)

0,005.

15 20 25 30 35 40

Microcapsules diameter (SMD) (um)

—e—Experimental size ——Theoretical size Eq. (18) —&— Theoretical size Eq. (19)

Fig. 8. Calculated by Eqs. (18) and (19) vs. SMD measured.
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< 105 g
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95 <
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Microcapsules diameter (SMD) (pm)
—e— Alginate flow (0,009 I/min) Experimental data 80
20 22 24 26 28 30 32 34

& Alginate flow (0,009 Imin) Theoretical data (eq. 18)

A Alginate flow (0,009 V/min) T data (eq. 19)

Fig. 9. Agreement between the experimental data and the theoretical data (vari-
ation of the air flow at a constant alginate flow, 0.009 I/min).

lated from Eqs. (18) and (19) are collected and were represented
in Fig. 8. From this figure it can be seen that there is a very
good agreement between the experimental data obtained and
both proposed models.

3.4.1.2. Pressurized air flow rate variation. The second set of
experiments was carried out at different pressurized air flow rate
ranged from 78.40 to 138.00 I/min, at different constant flows
of sodium alginate (0.003, 0.006, 0.009 I/min). Flow rates of
pressurized air lower than 78.401/min, did not generate atom-
ization. However, flow rates higher than 138.00 I/min generated
turbulences on the of the barium chloride solution surface when
atomization is performed.

The experimental SMD data obtained from the different
experiments and the theoretical size of the microcapsules, calcu-
lated from Eqs. (18) and (19) are collected and were represented
in Figs. 9-11. From this figures it can be seen that there is a
very good agreement between the experimental data obtained
and both proposed models.

130

Air flow (I/min)
S

©
=}

80

70
22 27 32 37 42
Microcapsules diameter (SMD) (um)

—— Alginate flow (0,006 Umin) Experimental data
W Alginate flow (0,006 Umin) Theoretical data (eq. 18)
A Alginate flow (0,006 Uimin) Theoretical data (eq. 19)

Fig. 10. Agreement between the experimental data and the theoretical data (vari-
ation of the air flow at a constant alginate flow, 0.006 I/min).

Microcapsules diameter (SMD) (pm)
—e— Alginate flow (0,003 I/min) Experimental data

& Alginate flow (0,003 I/min) Theoretical data (eq. 18)

A— Alginate flow (0,003 I/min) Theoretical data (eq. 19)

Fig. 11. Agreement between the experimental data and the theoretical data (vari-
ation of the air flow at a constant alginate flow, 0.003 I/min).

4. Conclusions

It is the first time that two semi-empirical models have been
proposed to predict the particle size obtained from a microen-
capsulation technology of polyelectrolyte complex beads, which
produce based in atomization processes. The polymer used was
sodium alginate as polyanion and barium chloride solution as
polycation. To do that, an air-blast atomizer, was used.

The accuracy of the wave-mechanisms-based models in
predicting droplet size after breakup of alginate solution has
also been demonstrated. The atomized microparticle size were
expressed in terms of three dimensionless groups, the liquid/air
mass ratio, the Weber number and the Ohnesorge number in sim-
ple forms whose exponents and coefficients were determined by
least-squares fit to the experimental data. The best correlations
were found for the equations involving the exponent of the Z-
dependency equal to the exponent of the We-dependency. This
verifies the basic hypothesis that at the conditions of this study
the waves propagate as acceleration waves.

There is a good agreement between the data obtained from
the proposed models and the experimental data. This shown
that the air-blast atomization theory can be used to predict the
particle size obtained in a microencapsulation technique based
in atomization processes.
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4. ESTUDIO DE INESTABILIDAD PARA HOJAS LiQQIDAS DE UN
POLIMERO PRODUCIDAS POR ATOMIZACION NEUMATICA

Una vez desarrollado el modelo semi-empirico que predice el tamafo
de las microcapsulas, se procedio a estudiar y modelar el mecanismo de ato-
mizacion, es decir, la inestabilidad que provoca la ruptura de la hoja liquida

de polimero, que sale de la boquilla neumatica, en pequenas gotas.

De acuerdo con la teoria de la atomizacion, la desintegracion de cho-
rros y hojas liquidas es provocada por el crecimiento de ondas inestables en la
interfase liquido-gas debido a las interacciones aerodinamicas entre el liquido
y el gas. Debido a estas interacciones, las perturbaciones crecen en magnitud
y alcanzan un valor maximo. Existe un nimero de onda dominante o mas
inestable correspondiente a la maxima relacion de crecimiento. Cuando la
amplitud de la perturbacion alcanza un valor critico, la onda se separa de la
hoja para formar ligamentos que se vuelven inestables y rompen en gotas.

Por tanto, para modelar el complejo proceso de la atomizacion de una
hoja liquida, anular, viscosa con componentes tangenciales, de un fluido No-
newtoniano, que surge de un atomizador neumatico sujeto a corrientes de
aire interiores y exteriores no viscosas con componentes tangenciales, es ne-
cesario desarrollar un analisis temporal de estabilidad.

Un analisis temporal de estabilidad ayuda a determinar los efectos de
las fuerzas que actlan en la interfase liquido-gas, incluyendo las fuerzas vis-
cosas, de presion, inerciales, la tensidn superficial, y la fuerza centrifuga que
gobiernan el mecanismo de inestabilidad de la hoja liquida.

Con este estudio se pretende obtener la ecuacion de dispersion adi-
mensional que gobierna la inestabilidad de un flujo anular de un liquido visco-
so, lo que permitira investigar los efectos del caudal del liquido y del gas en
la relacion de maximo crecimiento, que puede ser relacionada con la longitud
de ruptura de la hoja liquida, y por lo tanto, con el tamano final de las micro-

capsulas obtenidas.
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Normalmente esta ecuacion se deriva y se resuelve para hojas liquidas
no viscosas, ya que este analisis se utiliza, por ejemplo, para mejorar la ato-
mizacion de combustibles en motores de aviones. La eliminacion de la viscosi-
dad del liquido en las ecuaciones principales no afecta demasiado en la solu-
cion en estos casos concretos. Sin embargo, en el caso de la aplicacion de la
microencapsulacion, donde se utilizan polimeros de diferentes viscosidades,

ésta no puede ser eliminada, ya que es un parametro importante.

4.1. DEFINICION Y CONCEPTO DE INESTABILIDADES

El estudio de la estabilidad de un sistema consiste en observar la evo-
lucion de una perturbacion infinitesimal. Si esta perturbacion es amortiguada
con el transcurso del tiempo el sistema es considerado estable (en referencia
a esta perturbacién). Por el contrario, si la perturbacién crece con el trans-
curso del tiempo, el sistema se considera inestable (Reitz y Bracco, 1986).

Generalizando, un sistema se considera estable si lo es en referencia a
todas las perturbaciones posibles, y se considera inestable si lo es al menos en

referencia a una perturbacion.

Para realizar el estudio de la estabilidad de un sistema existen dos
vias diferentes. La primera emplea los métodos globales, mientras que la otra
se denomina analisis en modos normales.

El estudio mediante los métodos globales consiste habitualmente en
determinar un potencial generalizado de produccion de entropia y en la ob-
servacion de la estabilidad en términos de extremos de este potencial (Ranz,
1958).

El analisis en modos normales consiste en descomponer la perturba-
cion y examinar la estabilidad del sistema observando cada uno de los térmi-
nos de la descomposicion (cada uno de los modos). Fisicamente, una per-
turbacion puede expresarse como un “paquete de ondas” de extension finita
(Reitz y Bracco, 1986). Solo podra existir una solucion al sistema si el nimero

de onda y la frecuencia estan relacionados. La ecuaciéon que determina las re-
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laciones permisibles entre ambas variables se conoce como ecuacion de dis-
persion (Bower, 1989). En esta ecuacion ademas de la frecuencia y el nUmero
de onda se encuentran involucrados como variables algunos parametros adi-
mensionales tipicos de la atomizacion como el nimero de Weber. Las solu-
ciones de la ecuacion de dispersion son, en el caso mas general, magnitudes

complejas.

227



Inestabilidad de hojas liquidas de polimero producidas por atomizacion neumatica

4.2. TEORIAS DE INESTABILIDAD

Las teorias lineales de inestabilidad predicen que los chorros sujetos a
la accion de la tension superficial se desintegran en gotas de tamano unifor-
me, con una gota formada por longitud de onda de perturbacion, y que la for-
ma de la superficie del chorro perturbado corresponde a una sinusoide que se
amplifica. Las observaciones experimentales sin embargo muestran que sobre
todo cerca de la zona de ruptura, la forma del chorro es diferente a la sinu-
soidal, y destaca la presencia de gotas pequeias (satélite) entre las gotas de
mayor tamano. Para explicar estos fenomenos se han desarrollado trabajos
experimentales y teorias no lineales por parte de numerosos investigadores
entre los que se encuentran Donnelly y Glaberson (1966), Wang (1968), y Yuen
(1968).

En los estudios lineales de estabilidad, solo se conservan los términos
de primer orden, mientras que en el caso de teorias no lineales se conservan
términos de orden superior. Los analisis lineales sélo son rigurosamente apli-
cables en tanto y en cuanto las amplitudes de las perturbaciones sean mucho
menores que el radio del chorro no perturbado, razon por la cual alguna de
las predicciones que pueden hacerse en base a ellos, tales como la longitud

de ruptura, solo tienen un caracter aproximado.

Las teorias no lineales en cambio, se ajustan mucho mejor a las obser-
vaciones experimentales sobre todo cerca de la zona de ruptura, en donde la
amplitud de las perturbaciones adquiere relevancia. A pesar de que las hipo-
tesis basicas acerca del chorro, las ecuaciones de movimiento y las condi-
ciones de contorno son las mismas que en las teorias lineales, las aproxima-
ciones matematicas son diferentes en este caso y permiten llegar a conclu-
siones distintas (Hiroyasu, H. et al., 1991). Un ejemplo de ello es la predi-
ccion de las caracteristicas de las rupturas denominadas anormales (forma-

cion de gotas satélites).
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A pesar de que existen varias publicaciones en las que se utiliza un
tratamiento no lineal para predecir la ruptura de un chorro liquido (Ibrahim &
Jog, 2006c; Ibrahim & Jog, 2008; Jazayeri, & Li, 2000; Tharakan, et al. 2002),
en este trabajo se utilizo un tratamiento lineal, por ser mas simple, gene-
rando unos resultados totalmente satisfactorios. En un gran numero de pro-
blemas estos analisis son suficientemente precisos como para dar indicaciones
confiables sobre la estabilidad de un chorro, ya que la amplitud de las pertur-
baciones toma importancia solo en el final de la longitud de ruptura (Arai et
al., 1991). Es decir, como nos interesan las medidas lejos de la zona de ruptu-
ra, un analisis lineal es mas que suficiente para predecir el comportamiento

del sistema.
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4.3. ANTECEDENTES RELATIVOS A LA ATOMIZACION POR AIRE

Debido a la relevancia de la atomizacién en multitud de aplicaciones,
la inestabilidad de chorros y hojas liquidas ha recibido mucha atencion en la
bibliografia desde el clasico estudio de Rayleigh (Lefebvre, 1989). Mehring y
Sirignano (2000) y Lin (2003) han proporcionado exhaustivos estudios sobre la
inestabilidad de chorros y hojas liquidas. Ademas, Ibrahim et al. (2006) ha
resumido todo el trabajo desarrollado con hojas anulares. La presente revi-
sion bibliografica se restringe Unicamente a estudios desarrollados con hojas
liquidas anulares.

El primer estudio sobre inestabilidad de hojas liquidas anulares fue
publicado por Ponstein (1959). En este trabajo se obtuvo una ecuacion gene-
ral de dispersion para hojas liquidas con componentes tangenciales con una
velocidad media axial uniforme, despreciando la presencia de viscosidad del
liquido y las fases gaseosas.

Posteriormente, varios estudios han examinado el efecto de la visco-
sidad de la fase liquida en la desintegracion de hojas liquidas sin compo-
nentes tangenciales y chorros liquidos sujetos a perturbaciones axi-simétricas
(Lin, 2003).

Li y Tankin (1991) llevaron a cabo un analisis temporal de inestabilidad
de hojas liquidas finas y viscosas en un medio gaseoso no viscoso, encon-
trando que para procesos con numeros de Weber pequenos, la inestabilidad
era controlada por perturbaciones anti-simétricas. Para este tipo de perturba-
ciones observaron que la viscosidad de la fase liquida aumentaba la inesta-
bilidad para numeros de Weber pequeios, mientras que para numeros de
Weber altos se reducia tanto la relacion de crecimiento como el numero de
onda dominante. Estos autores encontraron que a niumeros de Weber interme-
dios la viscosidad del liquido producia complicados efectos debidos a la inte-
raccion del aumento de viscosidad y las inestabilidades aerodinamicas.

Shen y Li (1996) llevaron a cabo un analisis temporal de inestabilidad
de chorros liquidos anulares viscosos moviéndose en medios gaseosos no

viscosos, extendiendo este estudio a diferentes geometrias, incluyendo hojas
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liquidas con geometria plana, asi como chorros circulares llenos y huecos.
Encontraron que el proceso de inestabilidad para numeros de Weber altos era
controlado por el modo para-anti-simétrico. Observaron que la viscosidad de
la fase liquida aumentaba la inestabilidad de la hoja liquida a nimeros de
Weber pequeios para el modo para-anti-simétrico, que tiene un comporta-
miento similar a las hojas liquidas planas examinadas por Li y Tankin (1991).
Sin embargo, se observo un efecto estabilizante de la viscosidad del liquido
para numeros de Weber altos.

Cousin y Dumouchel (1996) investigaron el efecto de la viscosidad del
liquido en hojas planas sujetas a una corriente de gas no viscosa movién-
dose en la direccion axial. Observaron que la viscosidad tiene un efecto
estabilizante y que el intervalo de longitudes de onda que producen el
crecimiento de las perturbaciones es independiente de la viscosidad. Se
concluyd que en presencia de la viscosidad y de la tension superficial del
liquido, la tension superficial es la responsable del control del intervalo de
longitudes de onda que producen el crecimiento de las perturbaciones, vy la
viscosidad impone las caracteristicas de la onda dominante. Se obtuvo un
numero adimensional, M = Wegz / Re,, que justifica la influencia de la
viscosidad. Cuanto menor sea el valor de M, menor sera la influencia de la
viscosidad en la estabilidad lineal de la hoja. Jeandel et al. (1999) extendio
este analisis para una hoja anular liquida sujeta a una corriente gaseosa no
viscosa que se mueve en la direccion axial. Se observo que la influencia de
la viscosidad del liquido era la mas importante a altas velocidades relativas.
Estos autores obtuvieron un nuevo nimero adimensional a partir del nimero
adimensional M para hojas planas, para evaluar la influencia de la viscosidad

en la inestabilidad de una hoja liquida anular:

p=gle| KR [ gy B (4.0.)
Re | R, R

a
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Al incrementarse el radio interno, la hoja liquida anular adopta el comporta-
miento de una hoja liquida plana y el parametro D se reduce al numero
adimensional M.

Los modelos de viscosidad considerados hasta ahora estaban sujetos a
perturbaciones axi-simétricas. Chen et al. (2003) condujo un analisis de
estabilidad para una hoja anular liquida viscosa sujeta a perturbaciones
tridimensionales en una fase gas no viscosa sin movimiento. Mediante una
aproximacion numérica fue probado que el modo axi-simétrico es el mas
inestable.

Panchagnula et al. (1996) han analizado la inestabilidad espacial de
una hoja anular liquida no viscosa con componentes tangenciales moviéndose
con velocidad axial uniforme y con la velocidad media tangencial del liquido
descrita por un perfil de vortex libre.

Liao et al. (1999) han estudiado la inestabilidad temporal de una hoja
anular liquida no viscosa con componentes de velocidad tangenciales sujeta
a perturbaciones tridimensionales en un medio gaseoso no viscoso con movi-
miento axial. Para una hoja liquida compuesta Unicamente con componentes
de velocidad tangenciales, descritos por un perfil de vortex libre, la
inestabilidad se incrementé mediante un aumento del nUmero de Weber tan-
gencial del liquido. Se observo que para la desintegracion de una hoja liquida
es mas efectiva la combinacion de los componentes de velocidad axial y
tangencial que solo el componente axial.

Ibrahim et al. (2006) han llevado a cabo un analisis temporal linear de
inestabilidad de una hoja liquida anular no viscosa en un medio gaseoso no
viscoso que se mueve axialmente. Se investigo el efecto de los componentes
tangenciales del perfil de velocidad en la inestabilidad considerando como
posibles variaciones el vortex libre y el vortex sélido.

Posteriormente, lbrahim et al. (2006b) han llevado a cabo un analisis
temporal lineal para investigar la inestabilidad de una hoja liquida anular con
componentes tangenciales moviéndose en corrientes de aire interiores y

exteriores con componentes tangenciales. Tanto el aire como el liquido se
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consideraron no viscosos e incompresibles. Se investigd el efecto del movi-
miento axial y tangencial tanto del liquido como de las corrientes gaseosas,
asi como los efectos de la orientacion relativa entre los componentes tangen-
ciales de la parte interna y externa de las corrientes gaseosas con respecto a
la direccion de los componentes tangenciales del liquido, en la inestabilidad

de la hoja liquida.

Tal y como se describio previamente, en este trabajo se ha utilizado
un atomizador del tipo “prefilmer”, donde el liquido es dispersado en una fina
hoja conica antes de ser expuesto a corrientes de aire a alta velocidad en la
parte interna y externa de la hoja anular de liquido. Por tanto, es necesario
modelar el complejo proceso de la atomizacion de una hoja liquida, anular,
viscosa con componentes tangenciales, de un fluido no-newtoniano, que surge
de un atomizador neumatico sujeto a corrientes de aire interiores y exteriores
no viscosas con componentes tangenciales, a través del desarrollo de un

analisis temporal de estabilidad.

Normalmente el estudio de inestabilidad se realiza en liquidos no
viscosos, debido a que este analisis se utiliza para mejorar la atomizacion de
combustibles en motores de aviones. La eliminacion de la viscosidad del liqui-
do en las ecuaciones principales no afecta mucho en la solucion para estos ca-
sos concretos. Sin embargo, en el caso de la aplicacion de la micro-
encapsulacion, donde se utilizan polimeros, la viscosidad no se puede elimi-
nar, ya que es un parametro importante, especialmente cuando los polimeros
tienen un comportamiento no-newtoniano. Ademas, debido al tipo de boquilla
atomizadora utilizada es necesario tener en cuenta los componentes tangen-
ciales, tanto del liquido como de las dos corrientes de aire (internas y exter-
nas).

Hasta ahora, no existe ninglin estudio de estabilidad con estas carac-
teristicas peculiares, tipicas de un sistema de microencapsulacion mediante

atomizacion.
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4.4, PLANTEAMIENTO GENERAL DEL ANALISIS DE ESTABILIDAD
LINEAL

Entre las diferentes técnicas de atomizacion, la neumatica (air blast
atomization) o de dos fases (twin-fluid atomization) ha sido la mas utilizada,
después de la pulverizacion y secado (spray drying). El proceso de la atomi-
zacion neumatica es muy complejo y sus mecanismos fisicos no son del todo
comprendidos (Lefebvre, 1989). De acuerdo con la teoria de la atomizacion,
la desintegracion de chorros y hojas liquidas es provocada por el crecimiento
de ondas inestables en la interfase liquido-gas debido a las interacciones

aerodinamicas entre el liquido y el gas.

Por tanto, para modelar el complejo proceso de la atomizacion es
necesario desarrollar un analisis temporal de estabilidad. Con este estudio se
pretende obtener una ecuacion de dispersion adimensional que gobierne la
inestabilidad del flujo del fluido.

4.4.1. Suposiciones del modelo

El modelo de estabilidad considera una hoja anular de liquido viscoso
con componentes de velocidad tangenciales sujeta a corrientes de aire con
componentes asimismo tangenciales, como se muestra en la Figura 4.1.

Las corrientes de aire se asumen como incompresibles y no viscosas.
Las velocidades para el liquido y las corrientes internas y externas de aire se
asumen como (U,, 0, A//r), (U;, 0, Qr), (U,, 0, A,/r), respectivamente. El com-
ponente tangencial del perfil de velocidad de la capa interna de aire se asu-
me como la rotacion de un cuerpo sélido, mientras que el de la capa externa
de aire y de la hoja liquida se asume como un vortex libre. Los perfiles de ve-
locidad supuestos son similares a los de un atomizador neumatico (Rizk y
Mongia, 1991).
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Ademas, con el objetivo de suprimir los términos no lineales en las
ecuaciones, la amplitud de la perturbacion sera asumida muy pequena en

comparacion con su longitud de onda y el espesor de la hoja liquida.

wWo

g

Wi

c

Uo

Wi

A
T

e

Figura 4.1. Hoja anular de liquido viscoso sujeta a corrientes de aire.

4.4.2. Ecuaciones de perturbacion linealizadas

La ecuacion de continuidad y las ecuaciones de movimiento (Navier-
Stokes) gobiernan el flujo de fluidos viscosos, que en coordinadas cilindricas

se expresan como:
Ecuacion de continuidad:

VooV 10w oU
—t—t———t—=

Z 2" o (4.1)
r or roe ox
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Ecuaciones de movimiento (Navier-Stokes):

oU , ,0U WaU U _-1dp

at or r 69 Ox 0 Ox
2 2 2
v 6(2]+187U+L2615+8121 (4.2)
or ror r-o60 Ox
W O W L W A,
o or r 06 ox r p or
oV 1ov 10V V 20W oV 43
+Vv 2 +— S A 3 3 Aa + ( . )
or r@r 06> r* 1?06  ox’
W W WW oW VW —1dp
ot or r 00 Ox r  prod
oW 1w 1o'WW W 20V W 4.4
tY gttt (4.4)
or r or r- o6 r- r- o060 ox

Para obtener las ecuaciones de las perturbaciones linealizadas se supone que
la velocidad es de la forma:

U=U+u, V=v, W=W+w, P=P+p (4.5)

donde la barra superior representa las magnitudes medias del flujo, y las
letras minUsculas indican las perturbaciones.

Las perturbaciones se asumen en la forma de una onda (analisis en modo
normal):

(v, w, p) = (i(r), (), W(r), p(r)) e FFHn0=eD (4.6)

236



Capitulo 4

donde " representa la amplitud de la perturbacion que es Unicamente funcion
del radio. Los nUmeros de onda k y n son reales, mientras que la frecuencia o
es compleja. El maximo valor de la parte imaginaria de o representa la
maxima relacion de crecimiento y el valor correspondiente de k representa el

numero de onda mas inestable.

Las ondas inestables que se desarrollan en las superficies interior y
exterior de la hoja liquida pueden estar o no en fase. En el caso de hojas
liquidas planas, cuando las ondas se producen con una diferencia de fase de
7, entonces éstas son simétricas con respecto al plano medio de la hoja liqui-
da, y este tipo de inestabilidad es denominado como modo simétrico o varico-
so, como se puede observar en la Figura 4.2. En el caso de que las ondas se
desarrollen en fase, estas son anti-simétricas con respecto al plano medio de
la hoja liquida, y este tipo de inestabilidad es denominado como modo anti-
simétrico o sinuosidal, como puede observarse en la Figura 4.2.

" AN Modo simétrico o varicoso

W

o >
X

N N

N Modo antisimétrico o sinuosidal

W

k> >
X

W

Figura 4.2. Descripcion esquematica de los modos en los que se desarrollan las ondas
superficiales

Squire (1953) fue el primero en investigar de forma teorica la

inestabilidad de hojas liquidas planas no viscosas. Considero los dos tipos de
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inestabilidad, encontrando que el modo anti-simétrico dominaba el creci-
miento de perturbaciones infinitesimales. El estudio de Dombrowski y Hooper
(1962) mostré que el grado de inestabilidad del modo varicoso es mucho
menor que el del modo sinusoidal. En otras palabras, es esperable que las
ondas sinusoidales predominen durante la ruptura de la hoja liquida. Estas
conclusiones fueron validadas por importantes estudios (Hagerty y Shea, 1955;
Dombrowski y Johns, 1963; Clark y Dombrowski, 1972).

Posteriormente, se han llevado a cabo estudios sobre inestabilidad
tanto espacial como temporal de hojas liquidas viscosas (Li y Tankin 1991 y
Cousin y Dumouchel, 1996). Todos ellos encontraron que el modo simétrico es
el dominante a nimeros de Weber bajos, mientras que para numeros de

Weber altos domina el modo antisimétrico.

Sin embargo, en el caso de hojas liquidas anulares, la diferencia de
fase puede ser cercana a r, 0 a cero, conociéndose este tipo de inestabilida-
des como modo para-simétrico o para-varicoso y modo para-anti-simétrico o

para-sinuosidal, respectivamente (Shen y Li, 1996).

Por tanto, en el presente estudio, para el analisis del crecimiento de

las ondas solo se consideraron perturbaciones para-sinusoidales.

La perturbacion de desplazamiento para las superficies interior y

exterior de la hoja liquida pueden expresarse como:

771~ (x’ 9’ t) — 77i€i(/oc+n0—(ut)+i¢ (4.7)

n,(x,0,t)=n,e """ (4.8)

donde ¢ representa la diferencia de fase entre el desplazamiento en la parte

interna y externa de la interfase.
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Sustituyendo la ecuacion (4.5) y los componentes de velocidad en las
ecuaciones (4.1-4.4), substrayendo la velocidad media y despreciando los
términos de segundo orden, se obtienen las ecuaciones linealizadas para las

perturbaciones:

K+@+18W+au 0 (4.9)
r or rof ox

B 2 2 2
TR R R TR O LT (4.10)
ot 00 ox pj Ox or= ror 00 Ox
@+A 8v+U[@_2w2A,:—_16_p
ot r’ oo ox r p, Or
2 2 2
|y Lo 1oy v 20w, OV (4.11)
o ror r 00" r ro6 ox
w A dw 0w —1dp,
o e ox pyr 00
2 2
+v 67v2v+187w+i28w KZ+2 o v (4.12)
or~ ror 0 ot og  ox’

De manera similar se obtienen las ecuaciones linealizadas para las

perturbaciones de los componentes gaseosos.

bt —=0 (4.13)
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ov W ov 2wW;  —10p;
—+——+U,;,—- L= ——
o0 r 060 o 2 p; or

W, vW; ow: _1 0Op;
a—W+—18—W+Ul-—+ A N )
o r 00 7 ox r or  pr 00

donde j=i,oy Wi=Q2r, Wo=A,/r

4.4.3. Adimensionalizacion

(4.15)

(4.16)

Para determinar los efectos de las fuerzas viscosas, las propiedades de

los fluidos y otros parametros geométricos, las ecuaciones linealizadas son

adimensionalizadas introduciendo los parametros adimensionales mostrados

en la Figura 4.3.

2
UiD
we, = LIV Db
We, = pW:'D,
o
Z)Z a)Rb
U
Up _ (e T
Up \We g
A,  |[Weg, 1

UiRy, We; g,

SO

2 2
UrD U;D
Wel-z—p’U’ b Weozpo 0=bh h—&
o o R,
2 2
WD,
Weg; = PiTi Th We,, _ LMD, k = kR,
o o
P P H
&i = : &o == Z = 1/2
P1 Pl (,OZUDb)
Uy [We, 1 A [Weg
Ul Wel 8o Ule Wel
- 1/2
Ry _ [Wey 1 s=(k2 +1(—iw+ik))
Ul Wel gi VA

Figura 4.3. Parametros adimensionales utilizados en la adimensionalizacion
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Como parametros adimensionales se han incluido el nimero de Weber
que representa la relacion entre la fuerza aerodinamica y la tension superfi-
cial, y el nUmero de Ohnesorge que contiene sdlo las propiedades de los glo-
bulos formados en la atomizacion primaria antes de romperse en pequenas
gotas durante la atomizacion secundaria. Este Gltimo grupo es llamado grupo
de estabilidad porque proporciona una indicacion de la resistencia del globulo
para una mayor desintegracion, pero también es llamado grupo de viscosidad

porque tiene en cuenta el efecto de la viscosidad del liquido en el glébulo.

Sustituyendo los parametros adimensionales de la Figura 4.3. en las
ecuaciones (4.9-4.12) y teniendo en cuenta la ecuacion (4.6), se obtienen las
ecuaciones de perturbacion adimensionalizadas para el caso de la fase liqui-
da:

1)+ L7 W iy =0 (4.17)

dar r r

_ o) 2% 1di B e
il —im+ | Do % =—ikp+2Z M+l@—l(nz+k2r2j (4.18)
Wel }/'2 drz rdr 7

[\

2A ~ ~ _ AL
+Z(d‘z}+1dv—v[n2+k2r2+1]—2wsz (4.19)

2 A ~ ~ _ A .
+Z(d L 1@—1(;12%2;”2“)— ZWHJ (4.20)
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Las ecuaciones de perturbacion adimensionalizadas para el caso de la fase gas

son:

Superficie interna:

ik )+ DY s Y (i)=0 (4.21)
dar r r

i —ia)+in\/WeSil +ik\/Wei1 L (4.22)
Wey g; We g; gi

P —ia)+in\/%S"1+ik\/We"1 _m\/mz_ldp (4.23)
We g; We g; We; g; g; dr

i —ico+in\/WeS"1 +ik\/W6i L _29\/Wesil __ 1 pni (4.24)
We g; We g; Wer gi g r

Superficie externa:

g AL ) (4.25)
dr r r

i —is \/Wesolﬂk \/W%l - L (4.26
r We; g, We; g, go

L \/Wesolﬂ-k JW%I W ey 1 L4
=\ e g, We; g, re\ We g, g dr

; _im”;\/%”lnk\/%ol __Llpn (4.28)
r We; g, We; g, 8o T
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4.4.4. Condiciones de contorno

Las siguientes condiciones de contorno son necesarias para resolver las

ecuaciones linealizadas obtenidas anteriormente:

Condicion de contorno cinematica: una particula de fluido en la superficie
de la interfase se mueve con la superficie, por lo tanto, permanece en la
superficie, o en otras palabras, el componente de la velocidad normal a la
interfase es continuo a través de la interfase:

Liquido:

v, = D, = on, + on; |We, + on; para r=h (4.29)
Dt ot 00 \We Ox

v[:Dﬂo _0n, +L5770 We, +5770 para r=1 (4.30)
Dt o r’ 00 \We, ox

Superficie interna de la fase gas:

Dn, 0 0 14 W
v, =—=+ 9 77’ Cui 4 - para r=h (4.31)
Dt ot We, g We, g;

Superficie externa de la fase gas:

_Dn, _ _om, 128770 We, 1  0n, |We, 1 parar=1  (4.32)
Dt ot We, go We, g,

Suposicion de no viscosidad en la corriente gaseosa: en la interfase

liquido-gas la carga por viscosidad es igual a cero:
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Z—j-ﬁ-%zo para r=h, 1 (4.33)
a—W—K+lﬂ=0 para r=h, 1 (4.34)
or r raof

Condicion de contorno dinamica: esta condicion considera el balance entre
las cargas de superficie en ambos lados de la interfase liquido-gas, incluyendo
el salto de presion a través de la superficie debido a la tensién superficial y

las fuerzas viscosas:

P, —Dp;

62771' 82771‘ N
(77,- +—a(92 +h? P +

- h*We,

ney, Wl 57 parar=h (4.35)
We, We, h or

-1 0’ 0’

We, 00°  ox’
W
+ e, n, - it n,+ 22@ para r =1 (4.36)
We, We, or

Las ecuaciones (4.17-4.28) son las ecuaciones que gobiernan el proce-
so, y las ecuaciones (4.29-4.36) proporcionan las condiciones de contorno
para un planteamiento general del problema, considerando una hoja liquida
anular viscosa sujeta a perturbaciones tridimensionales en corrientes gaseo-
sas no viscosas. En el siguiente apartado se considera el caso simplificado de

perturbaciones axi-simétricas (n=0).
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4.5. PLANTEAMIENTO SIMPLIFICADO DEL ANALISIS DE ESTABILI-
DAD LINEAL

4.5.1. Suposiciones del modelo

Como se consideran perturbaciones tridimensionales, las dos ondas
superficiales pueden también ser axi-simétricas (n=0) o no axi-simétricas
(n21) respecto al eje central de la hoja liquida. Varios autores después del
estudio de la desintegracion de hojas liquidas han llegado a la conclusion de
que el modo axi-simétrico es el modo mas inestable del sistema. Li y Tankin
(1991) condujeron un analisis temporal de inestabilidad de hojas viscosas
sujeto a corrientes gaseosas no viscosas y encontraron que las perturbaciones
axi-simétricas controlaban el proceso de inestabilidad para nUmeros de Weber
pequenos. Liao et al. (2001) encontraron que el modo axi-simétrico es el
dominante. Chen et al. (2003) llevaron a cabo un analisis lineal de estabilidad
de hojas viscosas sujeto a corrientes tridimensionales gaseosas mostrando que

el modo axi-simétrico era el mas inestable en el sistema estudiado.

X
A4

Figura 4.4. Hoja anular de liquido viscoso sujeta a perturbaciones axi-simétricas
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Por lo tanto, se ha restringido el presente analisis al modo axi-
simétrico, considerando la perturbacién en la direccion tangencial igual a
cero, es decir, #w=0. Las velocidades para el liquido, y las corrientes internas
y externas de aire se asumen como (U;, 0, A,/ r), (U;, 0, Qr), (Uy, 0, A, / 1),
respectivamente (Figura 4.4.).

4.5.2. Ecuaciones de perturbacion lineales adimensionalizadas

Para el modelo y simplificaciones descritas, las ecuaciones de perturbacion
para la fase liquida son:

-\ dv v
AL (4.37)
u(l) dr r
— A = d*% 1di 0 (2
ﬁ(—ia)+z‘k)=—ikﬁ+Z +—(k r j (4.38)
dr? rdr 2
B % 1@
i iw+ik)=—L 4 7 2 V+1dv—v(k2r2+lj (4.39)
dr a2 rdr 2

En el caso de la fase gas, las ecuaciones son:

Superficie interna de la fase gas:

=\ dv v
ik )l+—+—=0 (4.40)
u(l) dar r
[k Ww]z_likﬁ (4.41)
We; g gi
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) —iweie el |1
We; g g; dr

Superficie externa de la fase gas:

ﬁ(i%)+d—ﬁ+x =0

dr r

§—iwrik [P L) 1dp
Weo &i 8o dr

4.5.3. Condiciones de contorno

(4.42)

(4.43)

(4.44)

(4.45)

Las siguientes condiciones de contorno son necesarias para resolver las

ecuaciones linealizadas obtenidas anteriormente:

a) Condicién de contorno cinemadtica:

Liquido:
on; , on;
v, =1L 2 ara r=h (4.46)
"o T P
on, , 0n,
= + ara r=1 (4.47)
o o P
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Superficie interna de la fase gas:

v; = On; +% We; 1 para r=h (4.48)
ot  ox \\We g;

Superficie externa de la fase gas:

v, = on, + on, |We, 1 para r=1 (4.49)
ot  ox \We g,

b) Suposicion de no viscosidad en la corriente gaseosa: como la

perturbacion en la direccion azimutal es cero, la segunda ecuacion general de
esta condicion de contorno es eliminada, por lo que se reduce en este caso

simplificado en:

ou Ov
L9

R =0 para r=h,1 (4.50)

¢) Condicién de contorno dinamica:

1 8277.
- p. =— .+h2 L+
pl pz h2W€/ (771 axz J

+hW€Si ni—We“‘l;+2Z@ para r=h (4.51)
We, We, h or

We, ox’
+ Wew ng_&no+22@ para r=1 (4.52)
We, We, or
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En resumen, para resolver las ecuaciones (4.37-4.45) se requieren las

ecuaciones de las condiciones de contorno (4.46-4.52).

4.5.4. Perturbacion de presion dentro de la hoja liquida

Ya que las ecuaciones que gobiernan el proceso (4.37-4.39) son linea-

les, es posible descomponer la solucion en dos partes: la no viscosa y la visco-

sa:
122121 +122 (4.53)
V= \/:'1 + \’;2 (4.54)

donde los subindices 1 y 2 representan la parte no viscosa y viscosa de las
perturbaciones de velocidad, respectivamente (Sarasua y Sicardi, 2000). Por

tanto las ecuaciones pueden ser escritas como:

~ (.7 d\sl \’}1

k)l+—+—=0 (4.55)
ul(l ) dr r
iy~ i+ ik )= —ikp (4.56)
T dp
\-iw+ik)=—— (4.57)
i+ k)=~
A 7 d{;z ‘;2

l+ =24+ 22 -0 (4.58)
uz(l ) dr r

_ 2, S G [
i (i + k)= 2] T2 +1"”2_”2(k2r2j (4.59)
dr? rodr 2
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(4.60)

o 2, o b
oz(-,-mik):z(dgzwgz_g(k%z QJ
dr roar p

Diferenciando la ecuacion (4.56) respecto a r y eliminando p de las

ecuaciones (4.56) y (4.57):
(4.61)

;__Ldiy

N=-—=

ik dr
Sustituyendo la ecuacion (4.61) en la ecuacion (4.55):
L _ iy (;}%2)] 0 (4.62)

d*i,
dr>  rdr
La ecuacion anterior es una ecuacion de Bessel que tiene una solucion del

tipo:
(4.63)

Uy = Cllo(%l") + CzKo(%l")
Sustituyendo la ecuacion (4.63) en las ecuaciones (4.61) y (4.56):

(4.64)

0y = —iCy Iy (kr) +iCo Ky (kr)

ﬁ Za)T_k(Cllo(];I")-}-CzKo(%}’)) (465)
Suponiendo:
(4.66)

52 :(k_2+%(—ia_)+i%)j
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Reordenando las ecuaciones (4.59) y (4.60) y utilizando la ecuacion (4.66) se
obtienen las ecuaciones de Bessel para los componentes viscosos de la

velocidad que estan dados por las ecuaciones (4.67) y (4.68), respectivamen-

te:
2 A ~ N _

d ”2+1d”2_“2(s2r2j ~0 (4.67)
dr? v odr 2
2 A . "

d V2+”’V2_V2(s2r2+1j ~0 (4.68)
dar>  rdr 2

Las soluciones a las ecuaciones (4.67) y (4.68) se pueden expresar como:

fiy = M Io(sr)+ MoK (sr) (4.69)

Dy = M3Iy(sr) + M 4Ky (sr) (4.70)

Sustituyendo las ecuaciones anteriores en la ecuacion de continuidad, la

ecuacion (4.58), y utilizando las relaciones de recurrencia dadas en el

apéndice Il (A):

(M + sM3 ) 1, (sr)+ (kb , — M) K, (s7)= 0 (4.71)
Ya que /, (Er) y K, (Er) son funciones linealmente independientes de s :
(kM +sM5) =0 (4.72)

(kday —smy) =0 (4.73)
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Las ecuaciones anteriores pueden ser reducidas de tal forma que se consigan

las siguientes relaciones entre constantes:

M, = _(i_j M, (4.74)
ik

M, = —[i_]M4 (4.75)
ik

Utilizando las ecuaciones (4.53) y (4.54) pueden obtenerse los componentes

totales de velocidad:
i = Cylo(kr) + CyKo(kr) + Mo (sr) + MK (sr) (4.76)
v = —iC 1y (kr) + iCy Ky (kr) + M 31, (sr) + M 4K, (sr) (4.77)

Utilizando las condiciones de contorno, ecuaciones (4.46), (4.47), y (4.50), y
utilizando las relaciones de las ecuaciones (4.74) y (4.75), fueron determina-

das las constantes Cq, C3, My, Mg, M3, y M4:

il-iw+ik)

VT (o) (ﬁiei¢’16‘ﬁoll7) (4.78)
1841

72 J— —
2k \—iw+ik) (. 4. 7 A
¢ = 2 E0 ) o1 o, ) (479

h3

2ksil-io+ik) (s ip, = .
My = M(ﬂiemh(/{)hz —77019110) (4.80)

lolyy
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2ksil-io+ik)(. i5, ~ .
M; = M}(ﬂiel¢ll(k)l4l6 —77019) (4.81)

U

U ioik)(s g,
Ms = (311 O3z~ oo (4.82)

lol

2k’ (i + ik)

My =-
I

(ﬁiei¢1 1)yl — ﬁol9) (4.83)

El valor de los coeficientes esta disponible en el Apéndice Il (B).

La perturbacion de presion dentro de la hoja liquida, ecuacion (4.65), puede

expresarse como:

k 2k (Cio+ik)

— (ﬁiei¢ll (%)114 _ﬁollS)]O(E}ﬂ)_{—
k s

72 J— —
2k \—io+ik)(~ i¢, + . — w ilkx—a
+—( llw l )(ﬂiel¢ll (k)14 —Uolls)Ko(kV))el(kx 0 (4.84)
13

4.5.5. Perturbacion de presion en la superficie interior de la fase gas
La perturbacion de presion en la superficie interior de la fase gas se

obtiene resolviendo las ecuaciones (4.40-4.42). Diferenciando la ecuacion

(4.41) con respecto r y eliminando 5 de las ecuaciones (4.41) y (4.42) se

obtiene:
jo_Ldi (4.85)
ik dr
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Sustituyendo la ecuacion (4.85) en la ecuacion (4.40) se obtiene una ecuacion

de Bessel:

2 s

d “+1d“_“(k2r2) 0 (4.86)
dr? rdr 2

La ecuacion de Bessel anterior tiene una solucion del tipo:
i = Cyl, (kr)+ C,K, (kr) (4.87)
Sustituyendo la ecuacion (4.87) en la ecuacion (4.85):

v =—iCy1y (kr) +iCy K, (kr) (4.88)

Para la superficie interior de la fase gas, cuando r—0, Ky(kr) >0 | ya que
la amplitud de la perturbacion de velocidad esta limitada al eje central de la

hoja liquida. Por lo tanto, C, = 0y la ecuaciones (4.87) y (4.88) se reducen a:

i = C31 g (kr) (4.89)

= —iCs1, (kr) (4.90)

La constante C; se determina por la condicion de contorno cinematica,

ecuacion (4.48):

(5_;; Weflj
We; g; .
Cy = L8i) 5 ot (4.91)
1(kh)

=

254



Capitulo 4

Por tanto, la ecuacion que describe la perturbacion de presion de la

superficie interna de la fase gas se obtiene de la ecuacion (4.41) y se

representa como:

(4.92)

4.5.6. Perturbacion de presion en la superficie externa de la fase gas

La perturbacion de presion en la superficie externa de la fase gas se

obtiene de la misma forma que en la seccion e). Diferenciando la ecuacion

(4.44) con respecto r y eliminando ; de las ecuaciones (4.44) y (4.45) se

obtiene:
po_Lau (4.93)
ik dr

Sustituyendo la ecuacion (4.93) en la ecuacion (4.43), se obtiene una ecua

cion de Bessel para u que tiene una solucion:

ii = Cs1o(kr)+ CeK o (kr) (4.94)

Sustituyendo la ecuacion (4.94) en la ecuacion (4.93):

b =—iCsIy(kr)+iCe Ky (kr) (4.95)
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Para la superficie exterior de la fase gas, cuando r—>x, Iy(kr) > ya que
la amplitud de la perturbacion de velocidad esta limitada al infinito. Por lo

tanto, Cs = 0, y las ecuaciones (4.94) y (4.95) se reducen a:

i = CeK g (kr) (4.96)

v =—iCeK (kr) (4.97)

La constante C4 se determina por la condicion de contorno cinematica para la

superficie externa de la fase gas, ecuacion (4.49):

[a)—k W%lj
Wer g0 ) .
Cy = Ly (4.98)

Ky (k)

Por lo tanto, la ecuacion que describe la perturbacion de presion de la super-
ficie externa de la fase gas se obtiene de la ecuacion (4.44) y se representa

como:

Po = L A K, (@) oi(kx—an) (4.99)

4.5.7. Ecuacion adimensional de dispersion

La ecuacion adimensional de dispersion se obtiene sustituyendo las ecuacio-

nes (4.84), (4.92) y (4.99) en las ecuaciones (4.51) y (4.52), respectivamente:

o(E; + Ey + E3)+(E4 + E5)=0 (4.100)
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a(F+Fy + F3)+(Fy + F5)=0 (4.101)
donde ¢ =i
7,

Eliminando o de las dos ecuaciones anteriores, se obtiene la ecuacion adi-

mensional de dispersion de cuarto orden:
GH;-GiH =0 (4.102)

Los detalles de las expresiones (100-102) estan disponibles en el Apéndice Il
Q).

Por tanto, la ecuacion adimensional de dispersion esta en funcion de los para-

metros adimensionales de la expresion (4.103):

f(g,%,g, gi- 80,2, Wel,We,-,WeO,WeS,WeS,-,WeSO,h)z 0 (4.103)
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4.6. ESTUDIO PARAMETRICO DEL MODELO DE INESTABILIDAD

Con el objetivo de llevar a cabo un estudio paramétrico completo de
inestabilidad, se obtuvieron las soluciones numéricas de la ecuacion de dis-
persion, bajo una amplia variedad de condiciones experimentales de flujo,
para investigar el efecto de los caudales de liquido y aire y la viscosidad del
liquido en la maxima relacion de crecimiento, indicativo de la inestabilidad

del sistema.

La ecuacion de dispersion se resolvié numéricamente utilizando el pro-
grama informatico Mathematica™. Se utilizd el método de la secante donde se
requieren dos valores iniciales complejos para determinar las raices de la
ecuacion de dispersién. Como valores iniciales se consideraron las soluciones
al caso de una hoja liquida no viscosa (Ibrahim et al., 2006; Lian y Lin, 1990;
Liao et al., 1999; Lin, 2003; Mehring y Sirignano, 2000; Panchangula et al.,
1996; Ponstein, 1959). Para cada condicion experimental, variando el valor
del nimero de onda, k, se resuelvio la ecuacion para la raiz @ con la maxima
parte imaginaria que representa la maxima relacion de crecimiento de la per-

turbacion, correspondiente al nUmero de onda mas inestable.

La onda mas inestable es la perturbacion que crece mas rapidamente,
y que por ello domina el proceso de ruptura de la hoja liquida. Por lo tanto,
esta onda mas inestable esta relacionada con el tamano de las gotas gene-
radas. La maxima relacion de crecimiento se puede relacionar con la longitud
de ruptura de la hoja liquida. Una mayor relacion de crecimiento se traduce
en una longitud de ruptura mas corta. De esta forma, tanto la onda mas ines-
table como la maxima relacion de crecimiento, son dos importantes parame-
tros que determinaran las caracteristicas finales del spray generado. Estos
parametros se obtuvieron para diversas condiciones de flujo en los llamados

diagramas de dispersion, o = f(k), que tienen forma de campana.

258



Capitulo 4

El comportamiento tedrico predicho por los diagramas de dispersion se

compard con los resultados experimentales obtenidos anteriormente.

4.6.1. Variacion del caudal de liquido

La influencia de la variacion del caudal de liquido en la relacion de
maximo crecimiento se muestra en la Figura 4.5. Se utilizaron las siguientes
condiciones teoricas de flujo (iguales a las experimentales para poder poste-
riormente comparar las condiciones teodricas con las experimentales): un
caudal de aire constante de 138,000 L/min (We; = We, = Wei = We,, = 35128)
y un caudal de liquido que se vario desde 0,003 L/min hasta 0,037 L/min
(desde We, = We; = 0,01 hasta We, = We; = 2). El valor de la viscosidad se

mantuvo constante en 64,5 cP (Z = 0,2).

-~ Wel = Wes =2

500 Wel = Wes = 0.76
. Wel = Wes = 0.41
T 500
.g Wel = Wes = 0.11
'S
g 400 - —— Wel = Wes = 0.01
(]
T o)
5 300 - [N
] f N\
K] " “hl"n
€ 200 - [N S
H ’ﬂ‘ """"""""""

S TS
e
“‘I' ...........................................................................
O ‘ : : . T T 1
0 02 0.4 06 0.8 1 1.2 b

k, numero de onda

Figura 4.5. Diagrama de dispersion

(We; = We, = Weg, = Wey,, =35128; Z=0.2; We; = We; = 0.01 —2)
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En la figura 4.5. se puede observar que cuando el caudal de liquido
decrece la relacion de crecimiento aumenta, lo que indica una longitud de
ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequenas debido a una mayor
inestabilidad. Este comportamiento predicho por el modelo de inestabilidad
esta en concordancia con los resultados experimentales obtenidos en el apar-
tado 2.6.1. Para justificar este efecto debe tenerse en cuenta que cuando el
caudal de liquido decrece se producen hojas liquidas con un menor espesor

que rompen en gotas mas pequenas.

4.6.2. Variacion del caudal de aire

La influencia de la variacion del caudal de aire en la relacion de

maximo crecimiento se muestra en la Figura 4.6.

450
Wei = Weo = Wsi =Weso = 35128

400 -

Wei = Weo = Wsi = Weso = 22421
350 -

—— Wei = Weo = Wsi = Weso = 14808
300 -
250
200 +

150

w, relacion de crecimiento

100 +

50

O T T T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 04 05 0,6 0,7 0,8 0,9 1

k, nimero de onda

Figura 4.6. Diagrama de dispersion

(We;=We;=0.11; Z=0.2; We; = We, = We,; = We,, = 14808 — 35128)
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Se utilizaron las siguientes condiciones tedricas de flujo: un caudal de
liquido constante de 0,009 L/min (We, = Wes = 0.11) y un caudal de aire que
vario desde 89,600 L/min hasta 138,000 L/min (We; = We, = Wesi = We,, =
14808 a We; = We, = We,i = We,, = 35128). El valor de la viscosidad se mantuvo
constante en 64,5 cP (Z = 0,2).

En la figura 4.6. se puede observar que cuando el caudal de aire
aumenta, la relacion de crecimiento aumenta, lo que indica una longitud de
ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequenas debido a una mayor
inestabilidad. Este comportamiento predicho por el modelo de inestabilidad
esta en concordancia con los resultados experimentales obtenidos en el apar-
tado 2.6.2. Para justificar este efecto debe tenerse en cuenta que cuando
aumenta el caudal de aire la hoja liquida se rompe en gotas mas pequeias, ya
que la interaccion liquido-aire produce ondas que se convierten en inestables
y desintegran la hoja liquida. Cuando se incrementa la velocidad del aire, la
hoja liquida desintegra antes y los ligamentos se forman mas cerca de los
labios de la boquilla atomizadora. Estos ligamentos tienden a ser mas delga-
dos y cortos desintegrandose en gotas mas pequefnas. Dado un espesor cons-
tante de la hoja liquida, la longitud de ruptura decrece al incrementarse la

velocidad relativa entre el aire y el liquido.

4.6.3. Variacion de la viscosidad del liquido

La influencia de la variacion de la viscosidad del liquido en la relacion
de maximo crecimiento se muestra en la Figura 4.7. Se utilizaron las siguien-
tes condiciones teodricas de flujo: un caudal de liquido constante de 0,009
L/min (We = Wes = 0.11) y un caudal de aire constante de 89,600 L/min (We;
= We, = We,; = We,, = 14808). El valor de la viscosidad se vario desde 64,5 cP
hasta 190,0 cP (Z = 0,2-06).

En la figura 4.7. se puede observar que cuando la viscosidad del liqui-

do decrece la relacion de crecimiento aumenta, lo que indica una longitud de
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ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequeias debido a una mayor
inestabilidad. Este comportamiento predicho por el modelo de inestabilidad
esta en concordancia con los resultados experimentales obtenidos en el apar-
tado 2.6.3. Para justificar este efecto debe tenerse en cuenta que la visco-
sidad del liquido tiende a evitar el crecimiento de las inestabilidades que pro-
vocan la ruptura de la hoja liquida, retrasando por lo tanto, la desintegracion
del liquido e incrementando el tamano de las capsulas. Ademas, valores bajos
de viscosidad producen hojas liquidas mas delgadas que rompen en gotas mas

pequenas.

450

Wei = Weo = Wsi =Weso = 35128
Wei = Weo = Wsi = Weso = 22421

400 -

350 -
——— Wei = Weo = Wsi = Weso = 14808
300 -
250 -
200 -

150

w, relacion de crecimiento

100

50

0 T T T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

k, nimero de onda

Figura 4.7. Diagrama de dispersion

(We; = We, = We,; = Wey, = 14808; We; = We, =0.11; Z=0.2 - 0.6)

Por lo tanto, es posible concluir que el modelo propuesto de
inestabilidad justifica el comportamiento experimental encontrado en los
apartados 2.6.1., 2.6.2., 2.6.3.
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4.7. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un analisis de estabilidad temporal para modelar la
atomizacion de una hoja liquida viscosa anular con componentes tangenciales
que surge de un atomizador neumatico sujeto a corrientes internas y externas
de aire no viscosas y con componentes tangenciales. En este estudio se ha
modelado el proceso acontecido en la generacion de las capsulas con la nueva
técnica desarrollada. Después de las consideraciones tedricas se obtuvo la
ecuacion de dispersion adimensional que gobierna la inestabilidad del siste-
ma. Una vez obtenida la ecuacion de dispersion, se obtuvieron las soluciones
numéricas de la esta ecuacion bajo un amplio intervalo de condiciones de
flujo para investigar los efectos del caudal del liquido y del aire, asi como de
la viscosidad del liquido, en la maxima relacion de crecimiento, responsable
de la ruptura de un chorro en gotas. Esta maxima relacion de crecimiento
puede ser relacionada con la longitud de ruptura y con el tamano final de
gota. En este estudio solo se determino la tendencia tedrica del tamano de
las capsulas en funcion de la variacion de los parametros que influyen en el

proceso de la generacion de las capsulas.

Las tendencias obtenidas a partir de este estudio teorico de
estabilidad son las mismas que las obtenidas en las curvas de comportamiento
obtenidas en el Capitulo 2, concluyendo por tanto, que este modelo teorico
de inestabilidad propuesto justifica perfectamente el comportamiento experi-

mental del sistema.
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4.8.

Simbolo

< < © Cc ~ =~

NOMENCLATURA

Descripcion

Fuerza Vortex

Diametro del chorro liquido

y de salida de al boquilla

Diametro para un percentil del 90%
Diametro para un percentil del 10%
Diametro para un percentil del 50%
Diametro interno de la hoja liquida
Diametro externo de la hoja liquida

Relacion de densidades gas/liquido

Relacion de radios interno/externo
Funcion de Bessel modificada

de orden n de primera clase
Funcion de Bessel modificada

de orden n de segunda clase
NUmero de onda axial

NUmero de onda azimutal

Presion media

Perturbacion de presion

Radio interior de la hoja liquida
Radio externo de la hoja liquida
Numero de Reynolds (d, p v / )
NUmero de Ohnesorge, p / (p, oDy)""?
Coordenada radial

Tiempo

Velocidad axial

Velocidad axial de la perturbacion
Velocidad radial

Velocidad radial de la perturbacion

Unidades

m?/s

pm
pm
pm
pm
pm
pm

adimens.

adimens.

1/m
1/m
N/m?
N/m?

m

m
adimens.
adimens.
m

s

m/s

m/s

m/s

m/s
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Simbolo

We

Letras griegas

S © D & 9 © T S

Subindices

Descripcién

Coordenada axial
Velocidad tangencial
NUmero de Weber (We = p U D, / o)

Velocidad tangencial de la perturbacion

Perturbacion de desplazamiento
Viscosidad

Densidad

Tension superficial

Frecuencia temporal

Velocidad angular

Angulo azimutal

Diferencia de fase

Aire interno
Fase liquida

Aire externo

Unidades

m/s

m
kg/m s
kg/m?
kg/s’
1/s

1/s
radianes

radianes

Basado en componentes de velocidad tangenciales
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Abstract

A temporal stability analysis was carried out to model the atomization of a swirling viscous annular liquid sheet emanating from an air-blast
atomizer subject to inner and outer inviscid swirling air streams. The dimensionless dispersion equation that governs the instability of a viscous
annular liquid sheet under swirling air streams was obtained. Numerical solutions to the dispersion equation under a wide range of flow conditions
were obtained to investigate the effect of the liquid and gas flow on the maximum growth rate and its corresponding unstable wave number. The
theoretical behaviour predicted by the dispersion diagrams was compared with the experimental results obtained by the same authors in previous
works from the atomization of alginate solution using an air-blast atomizer. It was found that the instability model proposed justify the experimental

effects found for the atomization of the fluid and under the work range for alginate flow rate and viscosity and air flow rate.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Polymer; Atomization: Air-blast atomizer: Instability: Growth rate

1. Introduction

The process of transforming bulk liquid into a large num-
ber of droplets and dispersing them in the form of a spray in
a gaseous environment is called as atomization. Liquid atom-
ization is of importance in numerous applications such as fuel
injection in engines, crop spraying, food drying, manufactur-
ing of pharmaceutical products, and lately microencapsulation
applications [1].

During the last decade atomization techniques as air-blast
or twin-fluid atomization has been widely used [2-4]. In air-
blast atomization, low-speed liquid jets are accelerated by the
surrounding high-speed gas flow, usually in the spray flow direc-
tion. The liquid is subjected to both tensile and shearing stresses.
The magnitude of the extension has been shown to be signifi-
cant for applications involving polymer solutions. Twin-fluid
atomizers have a number of advantages over pressure atomizers
including lower requirements for the liquid injection pressure
and finer sprays. Unfortunately, the process of air-blast atom-
ization is very complex and its physical mechanisms are not
fully understood [1].

* Corresponding author.
E-mail address: emvalle@usal.es (E.M.M. Del Valle).

1385-8947/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.¢ej.2007.01.028

Theoretical and experimental studies on the mechanism of
atomization have been carried out by Rayleigh, Tyler, Weber,
Haenlein, Ohnesorge and Castleman [1]. Detailed reviews of
earlier work have been published by Giffen and Muraszew [5],
and more recently by Chigier [6], and Lefebvre [1] from these
studies it can be concluded that the wave mechanism has been
found the widest acceptance among the mechanisms of atom-
ization. According to this theory the disintegration of liquid
sheets or liquid jets is caused by the growth of unstable waves
at the liquid—gas interface due to the aerodynamic interactions
between the liquid and the gas. This type of instability is referred
to as Kelvin—Helmholtz instability [7] and is characterized by
unstable waves that appear in the fluid interface between two
superimposed fluids of differing densities and velocities.

The waves are generated by factors such as pressure fluctua-
tions or turbulence in the gas stream or liquid stream [8-9]. Due
to aerodynamic interactions, the perturbations grow in magni-
tude and reach a maximum value. When the dynamic pressure
(p;.Uf/Z) of the air stream in air-blast atomization is large
enough, the amplitude of the surface waves will grow if their
wavelength (1) exceeds a minimum value [8—11]. There exists
a dominant or most unstable wave number corresponding to the
maximum growth rate and when the amplitude of the distur-
bance reaches a critical value, the wave detaches from the sheet
to form ligaments, which rapidly collapse, forming drops.
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Nomenclature
A vortex strength (m3/s)
D injector exit diameter, diameter of liquid jet (um)
D, inner diameter of liquid sheet (pum)
Dy outer diameter of liquid sheet (pm)
Doo diameter at the 90th percentile (pm)
Do, diameter at the 10th percentile (pm)
Do diameter at the 50th percentile (pm)
g gas-to-liquid density ratio
h ratio of inner and outer radius
1, nth order modified Bessel function of first kind
k axial wave number (m™')
K, nth order modified Bessel function of second kind
n Azimuthal wave number
4 disturbance pressure (N/m?)
P mean pressure (N/mz)
r radial coordinate (m)
R, inner radius of liquid sheet (m)
Ry outer radius of liquid sheet (m)
time (s)
u disturbance axial velocity (m/s)
U mean axial velocity (m/s)
v disturbance radial velocity (m/s)
\% mean radial velocity (m/s)
w disturbance tangential velocity (m/s)
w mean tangential velocity (m/s)
We Weber number (We = p,U2Dy/o)
V4 Ohnesorge number, ju/(pjoDy)"?
Greek letters
n displacement disturbance (m)
m fluid viscosity (Ns/m?)
p fluid density (kg/m3)
o surface tension (kg/sz)
w temporal frequency (s~')
k] angular velocity (s~ ')
%] Azimuthal angle (radian)
] phase difference (radian)
Subscripts
i inner gas
1 liquid phase
o outer air
S based on swirling component

Herrero et al. [12], based on atomization processes, have
developed a new technology of production of microcapsules
based on a non-Newtonian fluid alginate solutions, which pro-
duced microcapsules ranged between 1 and 50 wm, with control
size and a particle size distribution with a relative span factor,
(Do.9 — Do.1)/Dy s, less than 1.4. They have studied the effect
of the alginate solution viscosity and flow rate and air flow
rate. They have also developed a mathematical semi-empirical
model, based on the wave mechanism, to predict the size of the
microcapsules produced by atomization [13].

Therefore, the main aim of this work is to develop a tem-
poral stability analysis to model the atomization of a swirling
viscous annular liquid sheet emanating from an air-blast atom-
izer subject to inner and outer inviscid swirling air streams. The
dimensionless dispersion equation that governs the instability
of a viscous annular liquid sheet under swirling air streams will
be derived. Usually this equation is derived and solved for an
inviscid liquid sheet, because this analysis should be used to
improve the fuel atomization in aircraft engines. The elimination
of the liquid viscosity in the main equations does not affect very
much the solution in this case. In microencapsulation applica-
tion, where polymers are used the viscosity cannot be eliminated
because is a very important parameter especially when the poly-
mer has a non-Newtonian behaviour. However, in this work low
polymer concentrations have been used, therefore it would be
possible to consider the fluid as a Newtonian liquid [14]. For that
reason, numerical solutions to the dispersion equation under a
wide range of liquid viscosity values, and flow conditions will
be carried out to investigate the effects of the liquid and gas on
the maximum growth rate and its corresponding unstable wave
number. So, the theoretical behaviour predicted by the disper-
sion diagrams will be compared with the experimental results
obtained previously from the atomization of alginate solution,
using an air-blast atomizer.

2. Linear stability analysis
2.1. Model assumptions
The stability model considers a swirling viscous annular lig-

uid sheet subject swirling airstreams as shown in Fig. 1. Gas
phases are assumed to be inviscid and incompressible. The basic
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Fig. 1. Annular swirling viscous liquid sheet subject to swirling airstreams.
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flow velocities for liquid, inner gas and outer gas are assumed
to be (U, 0, Ay/r), (Ui, 0, £2r), (U, 0, Ay/r), respectively. Inner
gas swirl profile is assumed to be solid body rotation and outer
gas swirl profile is of free vortex type. The assumed velocity
profiles are similar to the profiles in an air blast atomizer [15].

Sheet instability occurs due to the growth of unstable waves
at the liquid—gas interface. The growth rates of these unstable
waves are governed by fluid properties, nozzle geometry and
competition of forces acting on the interface including viscous,
pressure, inertial, surface tension, and centrifugal force. There
exists a dominant or most unstable wave number corresponding
to the maximum growth rate. A temporal linear instability anal-
ysis is conducted to determine the maximum growth rate and
the most unstable wave number.

2.2. Linearized disturbance equations
The governing equations for viscous annular fluid flows are

the continuity and Navier-Stokes equations that in cylindrical
coordinate system are:

Continuity:
v+av+1aw o a
roo9r o r a9 ax
Momentum:
1 N U N WU N U
ot or r 00 ax
1 9p N U 1U 19U N U 2
= ——— v - —- —s
p ox o2 oror g2 ox?
)% v Wav v w2

W-*- 54—;‘ 86+ ax r

B 13,;+ 33v+1av 19V Vv
T por \oZ T rr TRwE R
2 W N v 3
290 ox? ’
oW N oW Wow ow VW
ot ar r 00 ox r
13p+ 32W+13W 1w W
= ——— v —— R — _—
X az o oor 2 e r?
20V W
2ot T) @

In order to obtain the linearized disturbance equations, let

U=U+u, V=u, W=W+uw, p=P+)p

)

where the overbar represents the mean flow quantities and u, v,
w and p’ indicates disturbances. The disturbances are assumed

r para-varicous mode

(a)

W\/ X
para-sinuous mode

W
TN N X

(b)

Fig. 2. A schematic description of (a) the para-varicous mode and (b) the para-
sinuous mode.

to be of the form:
(v, w, p) = (@(r), b(r), i(r), p(r)) e ®Fo=en (©6)

where A indicates the disturbance amplitude which is a function
for r only. For the temporal analysis, the wave number k and
n are real while frequency w is complex. The maximum value
of imaginary o represents the maximum growth rate of the dis-
turbance, and the corresponding value of k represents the most
unstable wave number.

For such an annular jet, unstable waves develop on both the
inner and outer surfaces, which may be in phase or out of phase.
When the waves develop in phase, the shapes of the waves are
antisymmetric with respect to the mid-plane of liquid sheet, and
this kind of instability mode is called the para-sinuous mode
(Fig. 2a). When the waves develop out of phase, the waves are
symmetric with respect to the mid-plane of the liquid sheet, and
this mode is called the para-varicous mode (Fig. 2b) [16].

The displacement disturbances at the inner and outer inter-
faces are given by the following equations:

ni(x, 0,1) = n; ei(k,\+n€—wr)+i4) %)

No(x, 6, 1) = o ! FF70=en ®
Here ¢ indicates the phase difference between the displacement
at the inner and the outer interface.

Substituting Eq. (5) into Egs. (1)—(4), subtracting the mean
flow equations and neglecting the second-order terms, it is
achieved the linearized equations for velocity and pressure dis-
turbances.

In order to determine the effect of the various forces, prop-
erties of fluids and other geometric parameters, the linearized
equations are non-dimensionlized by introducing the following
dimensionless parameters:

UZD, \UZD U2D
We1=%, Iz%‘ 0=¥7
W2 D, \W2D, W2D
Wes=u. €Si=M. We_\(,=M_
o o o
I Pi o) -
Z=——7. gi=", g ==, k = kRy,
(poDyp) ol ol
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_ wa Ui We. l U(, We(, |
w=—, —_—= B = —
U U Wei g Wey go

Ao Wego 1
U]Rb €| Ule We g0’
.QRb Wesi l -
5= + Z(—io + ik
U] We1 g' 5= (k (—i@ + i ))
R,
==
Ry

As dimensionless parameters it has included the Weber num-
ber, which represents the ratio of aerodynamic force to surface
tension, and the Ohnesorge number, which contains only the
properties of the globules formed in primary atomization before
they split up into smaller drops during secondary atomization.
Ohnesorge number is sometimes called a stability group because
it provides an indication of the resistance of a globule to further
disintegration, but it is also called a viscosity group because
it accounts for the effect of liquid viscosity on the globule.
Ohnesorge number is used in momentum transfer in general
and atomization calculations in particular.

Since it is considered three-dimensional perturbations, the
two surface waves may also be axi-symmetric (n=0) or non-
axi-symmetric (n=1) with respect to the central axis of the
jet. Several studies have examined the disintegration of non-
swirling liquid sheets and liquid jets subject to axi-symmetric
disturbances. Li and Tankin [17] conducted a temporal insta-
bility analysis of a thin viscous liquid sheet in an inviscid
gas medium and found axi-symmetrical disturbances to con-
trol the instability process for small Weber numbers. Liao et
al. [18] reported axi-symmetric mode to be the dominant mode
in the absence of air swirl velocity. Chen et al. [19] carried
out a linear stability analysis for an annular viscous jet subject
to three-dimensional disturbances and showed axi-symmetric
mode to be the most unstable mode in the system. As such we
have restricted the present analysis to the axi-symmetric mode.
Perturbation in the Azimuthal direction is taken as zero, i.e.
w=0.

After applying these restrictions it is obtained the linearized
disturbance equations for the liquid phase and the gas phase.

The disturbance equations for the liquid phase are

_ dd
A+ —+2=0 )
dr r

deii 1da

FUR— [
i(—i@ + ik) = —ikp + Z (drz P r—z(kzr )) (10)

=i + ik) =

The disturbance equations for the gas phase are

Inner gas:
_ db
aibh++2=0 12)
dr r
_ [ We 1 -
il —io+ik |92 ) = —Zikp (13)
Wey gi 8i
W 1 1dp
b | —i@ + ik -4 S (14)
Wer gi g dr
Outer gas:
a(iE>+d—U+3=0 (15)
dr r
_ 1 I .-
a(—iorit | Yel) o L, (16)
Wey go 8o
. 2 [ Weo 1 1 dp
| —iw + ik - =——— (17)
( We, gi) o dr

2.3. Boundary conditions

In the same way, under the above conditions, the following
dimensionless boundary conditions are necessary to solve the
linearized disturbance equations. The first boundary condition
is the kinematic condition that a particle of fluid on the surface
moves with the surface so as to remain on the surface or in
other words, the velocity components normal to the interface is
continuous across the interface:

Liquid:
i o

v = d_z‘ —= atr=h (18)
a d

v = ﬂ ﬂ at r=1 (19)
ot ox

Inner gas:
a a Wei 1

v = an + — mo e at r=nh (20)
o ox We| 8

Outer gas:
0 0 We, 1

v(,=ﬂ (—”“ 2O ar=1 20
ot ax Wer go

Due to the inviscid assumption for the gas streams in the
axial and Azimuthal directions, viscous stress at the liquid—gas
interface is zero. This is expressed as
ou v
—+—=0 atr=h,l1 (22)
ar  ox

The last boundary condition considers the balance between
the surface stresses on both sides of the liquid-gas interface,

275



Inestabilidad de hojas liquidas de polimero producidas por atomizacion neumatica

including the pressure jump across the interface due to surface
tension and viscous forces. This boundary condition is known
as the dynamic boundary condition and is given by
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-k _ _
p= T(Cll()(k") + C2Ko(kr)) 37)
Let
2 = (2 + Z(—id + ik)) (38)

1 ¥ n; Wesi
; , 2077 i
p]—pi:m<i7;+h W>+h ]'71

We,
L 1 o\, Wew
P Po =~y ('70 +t 52 ) * e T
_Vuvl_:nn+22% at r=1 @

2.4. Pressure disturbance inside the liquid sheet

As the governing equations (Eqs. (9)—(11)) are linear, the
solution is decompose into inviscid and viscous parts as
a=0+ (25)
V=10 + 0 (26)

Here the subscripts 1 and 2 represent the inviscid and the viscous
parts of the velocity perturbations, respectively [20]:

doy D

ik +—+—=0 (27)
dr r
i (—i@ + ik) = —ikp (28)
) dp
D1(—id + ik) = — =P (29)
dr
_ db )
k) + 2+ 2 =0 (30)
dr r
_ Pay  1dan i —
i (—id> + ik) = Z (—", T "—3(k3r2)> 31
dr- r dr re

24 A 2 —_—
d*hy | 1dip 2@ + 1)> (32)

(=i +ik) = Z <d)—_2 A

Differentiating Eq. (28) with respect to  and eliminating p from
Eqgs. (28) and (29):

1 dity
= 33
TR (33)
Substituting Eq. (33) in Eq. (27):

d&ay N
dr?

The above equation is a Bessel equation which has a solution
of the form:

1di

i —
Fdr ,._21("2"2)> =0 (34)

ity = Cilo(kr) + C2Ko(kr) (35)
Substituting Eq. (35) in Egs. (33) and (28):
U = —iCII](]_(I‘) + iCzKl(l_(l‘) (36)

Rearranging Eqs. (31) and (32) and using Eq. (38), it is
obtained the Bessel equations for &> and ;:

Py 1das 1,
S+ ——— — S (s?r) | =0 39
( dr? + rodr r? (577 )> 9
0 1dhy D,
dl_"z + 7d_l - ,._Z(S_r +1)] =0 (40)

The solutions for Eqs. (39) and (40) can be expressed in the
following form:

i1s = M Io(5r) + M2Ko(r) 1)
D2 = M311(5r) + M4K(5r) 42)

Then, using Egs. (25) and (26), the total velocity components
are expressed as

i = CiIo(kr) + C2Ko(kr) + My 1o(5r) + M2Ko(5r) (43)
b = —iC 1 I1(kr) +iC2K (kr) + M311(5r) + MaK(5r)  (44)

Using the boundary conditions (Egs. (18), (19) and (22)) and
utilizing the solutions from the Bessel equations, the constants
C1, C2, My to My are determined:

i(—i@+ik) . 4 R
= ————(#;"116 — Dol 45
Il () (M elie — flol17) (45)
20X (—iw +ik) | ., - R
Co= =@ 1B 1s — iolis) (46)
2k5i(—i@ + ik o
M = ¥<m 1 ()12 — Molol10) A7
lolyy
A5i(—io +ik) . ., -
M = 22D G 1 el — ) @8)
11
2 (—iw+ik) | . — .
My = 22O o @i — fadolio) 49)
lolyy
2 (—i +ik) | i, - .
My = _T(’]i e 11(R)ale — folo) (50)

The coefficients of the constants are available in Appendix
A.
Then, the pressure disturbance inside the liquid sheet (Eq.
(37)):
. @—k (2kX(—id+ik) . - R -
p=—— (| —————@i L0 — holis)lokr)
k 13
2k (—id + ik
| ciotib

7 (i € 1y () 14— flulls)K()(’_W)) eikv=an
13

(5D
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2.5. Pressure disturbance in inner gas

In the same way that in Section 2.4, from Egs. (12)—(14) and
(20), and considering that for inner gas, as r — 0, Ko(kr) — oo
(which is due to the fact that amplitude of the velocity distur-
bance is bounded at the centreline of the sheet), it is obtained
the pressure disturbance in inner gas:

(i@ — kS/We/Wed(Jg) e\ iian
pi= ( ) Io(kh) ) €

(52)

2.6. Pressure disturbance in outer gas

In the same way that in Section 2.4, from the Eqs. (15)—(17)
and (21), and considering that for outer gas, as r — 00, Io(kr) —
oo (which is due to the fact that amplitude of the velocity
disturbance is bounded at infinity), it is obtained the pressure
disturbance in outer gas:

o= (_ 20(@ — ky/Weo Wen(1/29)° o

4 " Ko(k i(kx—ar)
%) o( )) e

(53)

2.7. Non-dimensional dispersion equation

The final dimensionless dispersion equation is obtained by
substitution of Eqs. (52) and (53) into Eqs. (23) and (24), respec-
tively. These lead to the following expressions:

a(El + Ex+ E3)+(Es+ Es) =0 (54)
a(Fl+F+ F)+(Fy+ F5)=0 (55)

where o = (fji/io) €
Eliminating o from the above two equations, it is achieved a
fourth-order non-dimensional dispersion equation of the form:

GH — G H=0 (56)

Details of the expressions in Egs. (54)-(56) are available in
Appendix A. In other words, the non-dimensional dispersion
equation can be simply stated as

f(@.k.5, gi, go. Z, Wey, Wej, Weo, Weg, Wegi, Wego, h) = 0
(57)

Unlike the inviscid case, the final dispersion equation does
not have a closed form solution and is solved numerically
using Mathematica™. The Secant method is used where
two starting complex guess values are required to determine
the roots of the dimensionless dispersion equation. Results
from the inviscid case are taken as starting guess values. By
varying the value of &, it is solved for the root with the max-
imum imaginary part that represents the maximum growth
rate of disturbance corresponding to the most unstable wave
number.

700
- Wel = Wes =2

600
0 ~Wel = Wes = 0.76
£
T 500
Py Wel = Wes = 0.41
k]
= 400 ++ Wel =Wes = 0.11
E Wel =Wes = 0.
° el es =0.01
o
3

0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 1.4
k, wave number (1/m)

Fig. 3. Dispersion diagram at We; = We, = Weg; = Wey, =35,128: Z=0.2;
Wey=Wey =0.01 — 2.

3. Results and discussion

In the process of determining the disintegration of the
swirling viscous annular liquid sheet emanating from an air-blast
prefilmer, the final non-linear dimensionless dispersion equation
was derived based on the assumption that the inner and outer gas
flows are invisid moving axially outward with swirling velocity
components. A complete parametric study has been conducted
to insolate the effect of flow conditions and viscosity on the
instability of the liquid sheet. The non-dimensional parameters
utilized in the final dispersion equation are the axial Weber num-
bers, Wey, Wej, and We,,, swirling Weber numbers, Weg, Wey;, and
Wey,, Ohnesorge number, Z, axial wave number k, gas to liquid
air density ratio, g; and g,, and the annular liquid sheet inner
and outer radii ratio, h.

The frequency with the maximum imagery part represents
the most unstable wave that is the perturbation that grows more
rapidly than any other and for that reason it dominates the lig-
uid sheet breakup process. Therefore, the most unstable wave
number is related to the mean drop size. The growth rate can be
related to the breakup length of the liquid sheet. Higher growth
rate indicates shorter breakup length. As such the most unstable
wave number and the maximum growth rate are two important
parameters that will determine the resulting spray character-
istics. These parameters are obtained for a number of flow
geometry conditions and are discussed below. The results are
presented in three graphs (Figs. 3-5) w =f(k) called dispersion
diagrams. These figures show the expected bell shape, com-
monly encountered in linear theory analysis. In each situation,
a finite range of unstable perturbations, i.e. showing a positive
growth rate, was obtained.

3.1. Liquid flow rate variation

The influence of the liquid flow rate variation in the
growth rate is shown in Fig. 3. These results were obtained
for an atomization nozzle of 1.8 mm in previous works con-
ducted by the authors [12]. The experimental conditions were
the following: a constant value of pressurized flow air of
138,000 L/min (We; = We, = Wegi = Weg, = 35,128) and the liquid
flow rate was modified ranged from 0.003 L/min to 0.037 L/min
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Fig. 4. Dispersion diagram at We;=We,=0.11; Z=0.2; We; =We, = Wegi=
Wego = 14,808 — 35,128.

(Wey =Weg=0.01 to Wey=Weg=2). The liquid viscosity was
maintained constant at 64.5mPas (Z=0.2). It can be seen in
Fig. 3 that when the liquid flow decrease, the growth rate
increase, which indicates shorter breakup length and smaller
drops.

These results are in a very good agreement with the exper-
imental work of Herrero et al. [12], where it was found
experimentally that the particle size decreases when it is
decreased the liquid flow. To justify this effect it should be taking
into account that lower values of liquid flow rate result in thinner
films. It was observed that thinner liquid films break down into
smaller drops.

3.2. Air flow rate variation

The influence of the air flow rate variation in the growth rate
is shown in Fig. 4. These results were obtained for an atom-
ization nozzle of 1.8 mm in previous works conducted by the
authors [12]. The experimental conditions were the following: a
constant value of liquid flow of 0.009 L/min (We; = Wes=0.11)
and the air flow rate was modified ranged from 89,600 L/min to
138,000 L/min (Wej = We, = Wegi = Weg, = 14,808 to We; = We, =
Weg; = Weg, =35,128). The liquid viscosity was maintained con-
stant at 64.5mPas (Z=0.2). It can be seen in Fig. 4 that when
the air flow increase, the growth rate increase, which indicates
shorter breakup length and smaller drops.

These results are in a very good agreement with the exper-
imental work of Herrero et al. [12], where it was found
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Fig. 5. Dispersion diagram at We; = We,, = We,; = Wey, = 14,.808: We) = We, =
0.11:Z=0.2-0.6.

experimentally that the particle size decreases when it is increase
the air flow. To justify this effect it should be take into account
that the liquid/air interaction produces waves that become unsta-
ble and disintegrate into fragments. These fragments then,
contract into ligaments, which in turn break down into drops. It
has been proved that when the air velocity is increased, the liquid
sheet disintegrates earlier and ligaments are formed nearer the
lip. These ligaments tend to be thinner and shorter and disinte-
grate into smaller drops. For a constant liquid sheet thickness the
breakup length decreases with increase in the relative velocity
between the air and the liquid.

3.3. Liquid viscosity effect

The influence of the liquid viscosity in the growth rate is
shown in Fig. 5. These results were obtained for an atom-
ization nozzle of 1.8 mm in previous works conducted by the
authors [12]. The experimental conditions were the follow-
ing: a constant value of pressurized flow air of 89,600 L/min
(Wei = We, = Wegj = Weg, = 14,808). a constant value of liquid
flow of 0.009L/min (We;=Wes=0.11) and the liquid vis-
cosity was modified ranged from 64.5mPas to 190.0mPas
(Z=0.2-0.6).

It can be seen in Fig. 5 that when the liquid viscosity decrease,
the growth rate increase, which indicates shorter breakup length
and smaller drops.

These results are in a very good agreement with the experi-
mental work of Herrero et al. [12], where it was found that the
particle size increases when it was increased the liquid viscosity.
It can be explained if we consider that the liquid viscosity of the
fluid to be atomize, tends to avoid the growth of the instabilities
that cause the rupture of the jet or liquid sheet, delaying, there-
fore, the disintegration of the liquid and increasing the size of
the microcapsules. In addition, lower values of liquid viscosity
result in thinner films that break down into smaller drops.

4. Conclusions

A temporal instability study of a swirling annular liquid sheet
of polymer produced by air-blast atomization has been done in
order to model an atomization process to generate microcap-
sules. The dimensionless dispersion equation that governs the
instability of a viscous annular liquid sheet under swirling air
streams is derived. Numerical solutions to the dispersion equa-
tion under a wide range of flow conditions are carried out to
investigate the effects of the liquid and gas flow on the maxi-
mum growth rate. The growth rate can be related to the breakup
length of the liquid sheet.

It has been observed that when the polymer flow decrease,
the growth rate increase, which indicates shorter breakup length
and smaller drops because of lower values of liquid flow rate
result in thinner films that break down into smaller drops.

An analysis of the dispersion diagrams shows that when
the air flow increase, the growth rate increase, which indicates
shorter breakup length and smaller drops, because of the
liquid/air interaction produces waves that become unstable and
disintegrate into fragments, and contract into ligaments, which
in turn break down into drops.
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When the polymer viscosity decrease, the growth rate
increases, this indicates shorter breakup length and smaller
drops.

The theoretical behaviour predicted by the dispersion dia-
grams were compared with the experimental results obtained
from the atomization of alginate solution using an air-blast atom-
izer. It was found that the instability model proposed justify the
experimental effects found for the atomization of a fluid and
under the work range for alginate flow rate and viscosity and air
flow rate.
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Appendix A. Coefficients of the constants

The expressions for the coefficients used in determining the
constants (Egs. (45)-(50)) are

Is = (K* —5)K1(5)
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Iy = G + KK G (kh) — G* + KK G (k)
ly = hls — 1117

Lo = I3le — L3

L = Isly —liols

L2 = lsl11 — lelalio

113 = lglol11

lg = Iglololy — 17112

li5 = I3loly — I7l9l10

(A5)
(A.6)
(A7)
(A8)
(A9)
(A.10)
(A.11)
(A.12)
(A.13)
(A.14)
(A.15)

lie = li3lolyy — 2K%K (k)L (B)loly [s — 2821 () 1 SRl 3

+ 28211 (KK 1 (5h)lol 31614

117 = 2/}2K1(§h)/13lglq — 2/:’2iK|(/;h)19111/15
721}211(3}1)]9[13110

Iy = 2R3 () K (kh) — 2k%iK (k) (kh) (AL g =Iloly
The expressions involved in Egs. (54)—(56) are
-2 - -2 - 2 -
(—io +ik)” = - 20k (—iw + k)" - - (=@ + ky/(Wei [ We)(1/gi))" gilo(kh)
E) = ————F—1I,(kh)l ———————— Ko(kh) 1 (k)14 — —
1 N o(kh)li6 + Ik o(kh) 11 (k)14 ki)
2Z(=ie + iR (k)(K)e
Ligy(kh)
=3 T T VI N - P YT
4Zi(k) (— k)K | (kI - A4Zk=(— k)sI|(3h)I(k)l 4Zk=(— k)sK' (sh -
By — i(k)” (i@ + ik) K| ( 1)11(k)1|4— (—i® + ik)3 l(s)u()lz+ (—i® + ik)sK| (s )1(’[41[(10
I3 lolyy I
_ Wegi Weg 1
E3 = ———( — h°k>) — h—b S
3 /12Wel( k) = h We, — Wey h3

e+ iR LE, 2R (—ie + ik

2Z(—id + iK)kT} (ki)

Ey= 2T _ Ko(kh)l -
S T Tshany Tl okhs + —— T s
Eeo 47k (—io + k51 Giloly  AZK*(—i@ + i/?)sk’,(sh)[
° lolyy I i
-2 - -2 - -
(i@ +ik)” - 20kX(—iw +ik)" - - 2Z(—id> + k) [ (R)kl16
Fil=—ut " [ Bl + ——" " koL (Rl — T e
! Rty e+ ki3 o1 )14 Iis11(kh)
4713 (—i@ + kK (k) . -
- —Ill(k)l|4
113
b = 221,01, Gh) — (52 + K1, G) T (Rh) (A2) = _4ZK2(_iE) + k)31, (5)1, (k)12
- - _ _ [91[]
I3 = 2k 1 (k) K (5h) — (3% + k) K ()11 (kh A3 , ,
3 1K) K (5h) — (5 VK (5)11(kh) (A.3) 4Zk2(—i@+ik)§K’l(3)] o
Iy = (kK> =)L) (A4 +To4 1(k)

AZk3i(—id + i/E)K;(lzh)l
15

(A.16)

(A.17)

(A.18)

(A.19)

(A.20)

(A.21)

(A22)

(A.23)

(A.24)

(A.25)

279



Inestabilidad de hojas liquidas de polimero producidas por atomizacion neumatica

E.P. Herrero et al. / Chemical Engineering Journal 133 (2007) 69-77 71

(—id + k) 1o(%) 21k (—i® + ik)

B ===k Ko(B)l
} klygI1(kh) 17 I3k ok)lys
 (—io+ ke (Weo /W (1/80))” i Ko(R)
kK (ki)
22(—id> + DR (&
2Z2io +ibkh®), - a2
lig1y(kh)
o R0 +IOKIR), 476 + RS1G)holy
' his ° lol1y
4783 (—iw + ik)5K. (5
_ Mb A
In
! 72 Weso Weg
= = -3t we A28
’ W(‘]( ) We, + We, ( )
G E. E
G___Ea+E a2
H ™ Ei+E+E
G F F F-
1 __Btnath a0
H Fi + F3
References

[1] AH. Lefebvre, Atomization and Sprays, Hemisphere, New York, 1989.

[2] R. Robitaille, J.F. Pariseau, F.A. Leblond, M. Lamoureux, Y. Lepage, J.P.
Hallé, Studies on small (<350 wm) alginate-poly-L-lysine microcapsules.
III. Biocompatibility of smaller versus standard microcapsules. J. Biomed.
Mater. Res. 44 (1999) 116-120.

[3] G. Orive, R.M. Herndndez, A.R. Gascon, M. Igartua, J.L. Pedraz, Develop-
ment and optimisation of alginate-PMCG-alginate microcapsules for cell
immobilisation, Int. J. Pharm. 259 (2003) 57-68.

[4] S. Sugiura, T. Oda, Y. Izumida, Y. Aoyagi, M. Satake, A. Ochiai, N.
Ohkohchi. M. Nakajima, Size control of calcium alginate beads contain-
ing living cells using micro-nozzle array. Biomaterials 26 (2005) 3327—
3331.

[5] E. Giffen, A. Muraszew. The Atomization of Liquid Fuels, John Wiley,
New York, 1953.

[6] N. Chigier, Energy Combustion and the Environment, McGraw-Hill, New
York, 1981.

[7] R.L. Panton, Incompressible Flow, John Wiley and Sons, Inc., New York,
1995.

[8] M. Adelberg, Breakup rate and penetration of a liquid jet in a gas stream,
AIAA J.5(1967) 1408-1415.

[9] M. Adelberg, Mean drop size resulting from the injection of a liquid jet
into a high-speed gas stream, AIAA J. 6 (1968) 1143-1147.

[10] H.Jeffreys, Onthe formation of water waves by wind, Proc. R. Soc. London
A'107 (1925) 189.

[11] E. Mayer, ARS J. 31 (1961) 1783-1785.

[12] E.P. Herrero, EM.M. Del Valle, M.A. Galdn, Development of a new tech-
nology for the production of microcapsules based in atomization processes,
Chem. Eng. J. 117 (2006) 137-142.

[13] E.P. Herrero, EEM.M. Del Valle, M.A. Galdn, Modelling prediction of the
microcapsule size of polyelectrolyte complexes produced by atomization,
Chem. Eng. J. 121 (2006) 1-8.

[14] Y. Jia, Y. Kanno, Z.-p. Xie, New gel-casting process for alumina ceramics
based on gelation of alginate.

[15] N.K. Rizk, H.C. Mongia, Model for air blast atomization, J. Propul. Power
7(1991) 305-311.

[16] J. Shen, X. Li, Instability of an annular viscous liquid jet, Acta Mech. 114
(1996) 167-183.

[17] X.Li,R.S. Tankin, On the temporal instability of a two-dimensional viscous
liquid sheet, J. Fluid Mech. 226 (1991) 425-443.

[18] Y. Liao, S.M. Jeng, M.A. Jog, Advanced sub-model for air blast atomizers,
J. Propul. Power 17 (2001) 411-417.

[19] F. Chen, 1.Y. Tsaur, F. Durst, K. Samir, On the axisymmetry of annular jet
instabilities, J. Fluid Mech. 488 (2003) 355-367.

[20] L.G. Sarasua, A.C. Sicardi, Viscosity influence on the stability of a swirling
jet with nonrotating core, Phys. Fluids 12 (2000) 1607-1610.

280



, CAPITULO 5: PREDICCION DEL TAMANO DE LAS
CAPSULAS PRODUCIDAS POR ATOMIZACION NEUMATICA A
PARTIR DEL ANALISIS TEMPORAL DE ESTABILIDAD







Capitulo 5

5. PREDICCION DEL TAMANO DE LAS CAPSULAS PRODUCIDAS POR
ATOMIZACION NEUMATICA A PARTIR DEL ANALISIS TEMPORAL
DE ESTABILIDAD

Con el analisis temporal de estabilidad desarrollado previamente
(Capitulo 4) se obtiene una prediccion del comportamiento del sistema en los
diagramas de dispersion, sin embargo, la ecuacion de dispersion no predice el
tamafno final de las microcapsulas generadas. Existen numerosos estudios
similares (Ibrahim & Jog (Acta Mechanica 2006); Liao et al. 2000; Liao et al
2001; Shen & Li, 1996; Sirignano & Mehring, 2000; Tharakan et al. 2002),
donde se estudia la tendencia de diferentes sistemas de atomizacion en
funcion de los parametros caracteristicos del estudio de inestabilidad, el
numero de onda mas inestable y la maxima relacion de crecimiento, pero sin
llegar a predecir el tamafo final de las capsulas.

En este apartado se pretende predecir el tamano final de las capsulas
a partir de los dos parametros caracteristicos del modelo de inestabilidad, la
maxima relacion de crecimiento, y su correspondiente nimero de onda mas
inestable, cuyos valores fueron obtenidos de los diagramas de dispersion,

teniendo en cuenta los mecanismos de atomizacion primaria y secundaria.

5.1.  ATOMIZACION PRIMARIA

En este trabajo se ha adoptado el mecanismo fisico de desintegracion
de la hoja liquida propuesto por Dombrowski y Johns (1963) con el objetivo de
predecir el tamano de las gotas generadas en la atomizacion primaria a partir
del nimero de onda mas inestable, obtenido del analisis temporal de es-
tabilidad desarrollado previamente. Segln este mecanismo, la desintegracion
se produce por el crecimiento de ondas en la superficie provocado por la
accion de las fuerzas aerodinamicas sobre la hoja liquida. Una vez que las
ondas alcanzan una amplitud critica, el liquido rompe formando ligamentos
cilindricos que se supone que se mueven en direccion normal al eje del liga-

mento. Las fuerzas capilares provocan la ruptura de los ligamentos en gotas.
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Senecal et al. (1999) desarrollé un analisis linear de estabilidad para una hoja
liquida que incluye los efectos del aire de alrededor, la tension superficial y
la viscosidad del liquido en el proceso del crecimiento de ondas. Estos autores
concluyeron que el crecimiento de las ondas cortas domina al crecimiento de
ondas largas cuando el nimero de Weber es mayor que 27/16. En el caso de

las ondas cortas el diametro del ligamento resultante esta dado por:

d; = /@ (5.1)
Kg

donde 0 es el espesor de la hoja liquida, y Ks es el numero de onda mas

inestable obtenido de los diagramas de dispersion.

La determinacion de la velocidad inicial y el espesor de una hoja

liquida producida en un atomizador neumatico vienen dados por (Raju, 2006):

e

hoja

=al,+(1-a)V, (5.2)

(5.3)

donde o tiene un valor de 0,12 a 1 dependiendo de las caracteristicas de la
boquilla atomizadora (en el caso de la boquilla utilizada en este trabajo, el
fabricante suministré un valor de o = 0,38), r es el radio del orificio de la

boquilla, y m es el caudal de liquido.

Teniendo en cuenta que la perturbacion que produce la ruptura de la
hoja liquida se asume en la forma de una onda, y que el maximo valor de la

parte imaginaria de la frecuencia representa la maxima relacion de creci-
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miento de la perturbacion, la perturbacion superficial en el momento de la

ruptura (tiempo de ruptura) de la hoja liquida, np, se puede expresar como:

Ny =10 exp(@y,7) (5.4)

de donde se puede obtener el tiempo de ruptura, T:

np = 1o exp(w,,7) =7 = Lln(n—bj (5.5)
Oy 7o

donde ny es la amplitud de la perturbacion, y w, es la maxima relacion de

crecimiento.

Por tanto, la hoja liquida rompera a una longitud dada por la ecuacion:
V
L=VT:—ln[77—b] (5.6)

donde V es la velocidad absoluta del liquido

La expresion [n (ny, /ng) tiene el valor de 12 segun el trabajo de
Dombrowski y Hooper (1962). Blaisot & Adeline (2000 y 2003) obtuvieron
valores de [n (ny /ny) en funcion de la distancia a lo largo del chorro liquido
desde la boquilla. Sin embargo, un gran nUmero de autores (Chryssakis, 2003;
Lienemann, 2007; Senecal, 1999; Raju, 2005) siguen utilizando en la
actualidad el clasico valor constante del factor de Dombrowski y Hooper
(1962), que proporciona valores suficientemente precisos de la longitud de

ruptura.
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Basado en el trabajo de Dombrowski y Johns (1963), si se asume que la
ruptura se produce cuando la amplitud de las ondas inestables sea igual al
radio del ligamento producido, se formara una gota por longitud de onda. Por

tanto, un balance de materia a la gota formada resulta en la ecuacion (5.7):

2

3

dp =L (5.7)
Ky
donde K; se determina a partir de:
1 3 -1/2
H
Kd =|—+—"L (5.8)
LY L |:2 2(,0LUdL)l/2:|

que es el resultado propuesto por Weber para el nimero de onda correspon-
diente a la maxima relacion de crecimiento para la ruptura de una columna

liquida cilindrica y viscosa (Dombrowski y Johns, 1963).

Substituyendo la ecuacion (5.8) en el balance de materia a la gota, la
ecuacion (5.7), se obtiene para el tamafo de gota después de la atomizacion

primaria:
dp =1.88d; (1+32)!° (5.9)

donde Z =y / (p, 0 d;)""? es el nUmero de Ohnesorge.

Por lo tanto, a partir de las ecuaciones (5.1)-(5.9) y de los parametros
caracteristicos del modelo de inestabilidad, la maxima relacion de creci-
miento y su correspondiente nUmero de onda mas inestable obtenidos previa-
mente, se puede obtener la prediccion del tamaio final de las gotas produci-

das después de la atomizacion primaria, para diferentes condiciones de flujo.
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5.1.1. Prediccion del tamano de gota resultante de la atomizacion

primaria

a) Variacion del caudal de liquido

La influencia de la variacion del caudal de liquido en el tamano final

de las gotas se muestra en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1.: Prediccion del tamafio final de las gotas y de los principales parametros

implicados en el proceso de atomizacién primaria

Numero de Weber del liquido (We, )

2,00 1,20 0,76 0,41 0,11 0,01

h, um 1,95x10" | 1,53x 10" | 1,21 x 10" | 8,94x 102 | 4,73x10% | 1,58 x 10
L, um 34,66 29,01 28,79 27,68 20,53 16,28
dDr Hm

(VALOR 287,01 270,51 258,29 216,94 184,93 125,62
TEORICO)
dD’ Hm

(VALOR 30,56 28,39 27,03 23,43 23,75 18,48

EXPERIMENTAL)

Se utilizaron las siguientes condiciones teoricas de flujo (iguales a las

experimentales para poder posteriormente comparar la prediccion tedrica con

los resultados experimentales): un caudal de aire constante de 138,000 L/min

(We; = We, = Wes; = Wey, = 35128) y un caudal de liquido que vario desde
0,003 L/min hasta 0,037 L/min (desde We, = We; = 0,01 hasta We, = We; = 2).

El valor de la viscosidad se mantuvo constante en 64,5 cP (Z = 0,2). En la
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tabla 5.1. se puede, ademas, observar la prediccion del espesor de la hoja
liquida, y de la longitud de ruptura para los diferentes caudales de liquido
utilizados.

En la Tabla 5.1. se puede observar que cuando el caudal de liquido
decrece, se produce un menor espesor de la hoja liquida y una longitud de
ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequeias, debido a una mayor
inestabilidad ya predicha por el modelo de inestabilidad en el apartado 4.5.
a). Este comportamiento predicho esta en concordancia con los resultados
experimentales obtenidos en el apartado 2.6.1., donde se encontré que el
tamano de particula disminuia al disminuirse el caudal de liquido.

Rizt y Lefebvre (1980) estudiaron la influencia del espesor inicial de la
hoja liquida en las caracteristicas de la atomizacion. Se encontré que para los
valores mas bajos del caudal del liquido se producen las hojas liquidas de
menor espesor, que rompen en gotas mas pequenas. Anteriormente, se
obtuvieron relaciones similares. Por ejemplo, el analisis de York et al. (1953),
Hagerty y Shea (1955), y Dombrowski y Johns (1963) sugiere que el tamano de
particula es aproximadamente proporcional a la raiz cuadrada del espesor de
la hoja liquida. Ademas, los estudios fotograficos sobre la desintegracion de
las hojas liquidas llevados a cabo por Fraser et al. (1963) muestran que, para
la ruptura de las hojas liquidas a través de la formacion de ligamentos
inestables, el diametro de los ligamentos depende principalmente del espesor
de la hoja liquida.

Aria y Hashimoto (1985) estudiaron la desintegracion de hojas liquidas
inyectadas en corrientes de aire a contracorriente. Las longitudes de ruptura
fueron determinadas mediante valores medios obtenidos a partir de fotogra-
fias. Se mostré que la longitud de ruptura aumentaba al hacerlo la velocidad

del liquido.

Sin embargo, como se muestra en la Tabla 5.1., la prediccion del
tamano final de las gotas después de la atomizacion primaria, no refleja el

tamano final de las microcapsulas obtenido previamente de forma experi-
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mental en el capitulo 2. Por tanto, puede postularse que tiene lugar un meca-
nismo posterior que genera una ruptura adicional de estas gotas formadas en

la atomizacion primaria por el efecto del aire de alrededor.

b) Variacién del caudal de aire:

La influencia de la variacion del caudal de aire en el tamafo final de

las gotas se muestra en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2.: Prediccién del tamaiio final de las gotas y de los principales parametros
implicados en el proceso de atomizacion primaria

Nuamero de Weber del aire (We;,)
35128 22421 14808
h, um 4,73 x 102 5,93 x 102 7,29 x 10
L, um 24,07 24,86 25,29
dD’ Hum
(VALOR 172,17 191,30 214,73
TEORICO)
dD’ Hum
(VALOR 23,75 28,03 32,87
EXPERIMENTAL)

Se utilizaron las siguientes condiciones tedricas de flujo: un caudal de
liquido constante de 0,009 L/min (We, = Wes = 0,11) y un caudal de aire que
vario desde 89,600 L/min hasta 138,000 L/min (We; = We,
14808 a We; = We,
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constante en 64,5 cP (Z = 0,2). En la tabla 5.2 se puede, ademas, observar la
prediccion del espesor de la hoja liquida, y de la longitud de ruptura para los

diferentes caudales de aire utilizados.

En la Tabla 5.2. se puede observar que cuando el caudal de aire
aumenta, se produce un menor espesor de la hoja liquida y una longitud de
ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequenas, debido a una mayor
inestabilidad ya predicha por el modelo de inestabilidad en el apartado 4.5.
b). Este comportamiento predicho esta en concordancia con los resultados
experimentales obtenidos en el apartado 2.6.2., donde se encontro que el

tamano de particula disminuia al aumentarse el caudal de aire.

Rizk y Lefebvre (1980) estudiaron el mecanismo de ruptura de hojas
liquidas asi como la formacion de las gotas. Mostraron que la interaccion
liquido/aire produce ondas que se convierten en inestables y desintegran en
fragmentos. Estos se contraen formando ligamentos que rompen en gotas.
Estos autores probaron que cuando se incrementa la velocidad del aire, la
hoja liquida desintegra antes y los ligamentos se forman mas cerca de los
labios de la boquilla atomizadora, es decir, la longitud de ruptura disminuye
al aumentar la velocidad del aire. Los ligamentos formados tienden a ser mas
delgados y cortos, desintegrandose en gotas mas pequefnas debido a la

formacién de hojas liquidas de menor espesor.

Aria y Hashimoto (1985) estudiaron la desintegracion de hojas liquidas
inyectadas en corrientes de aire a contracorriente. Las longitudes de ruptura
se determinaron mediante valores medios obtenidos a partir de fotografias.
Estos autores mostraron que, dado un espesor constante de la hoja liquida, la
longitud de ruptura decrece al incrementarse la velocidad relativa entre el

aire y el liquido.
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Sin embargo, como se muestra en la Tabla 5.2., la prediccion del
tamano final de las gotas después de la atomizacion primaria, no refleja el
tamano final de las microcapsulas obtenido previamente de forma
experimental en el capitulo 2. Por tanto, puede postularse que tiene lugar un
mecanismo posterior que genera una ruptura adicional de estas gotas

formadas en la atomizacion primaria por el efecto del aire de alrededor.

¢) Variacion de la viscosidad del liquido:

La influencia de la variacion de la viscosidad del liquido en el tamaio
final de las gotas se muestra en la Tabla 5.3. Se utilizaron las siguientes
condiciones teoricas de flujo: un caudal de liquido constante de 0,009 L/min
(We, = Wes = 0.11) y un caudal de aire constante de 89,600 L/min (We; = We,
= Weg; = Wey,
190,0 cP (Z

prediccion del espesor de la hoja liquida, y de la longitud de ruptura para los

14808). El valor de la viscosidad se varié desde 64,5 cP hasta

0,2-06). En la tabla 5.3. se puede, ademas, observar la

diferentes caudales de aire utilizados.

En la Tabla 5.3. se puede observar que cuando la viscosidad del liqui-
do disminuye, se produce un menor espesor de la hoja liquida y una longitud
de ruptura mas corta, y por lo tanto gotas mas pequeias, debido a una mayor
inestabilidad ya predicha por el modelo de inestabilidad en el apartado 4.5.
c). Este comportamiento esta en concordancia con los resultados experimen-
tales obtenidos en el apartado 2.6.3., donde se encontré que el tamano de
particula se incrementaba cuando se aumentaba la viscosidad del liquido, ya
que la viscosidad del liquido tiende a impedir el crecimiento de las inestabi-
lidades que provocan la ruptura de la hoja liquida, retrasando, por lo tanto,

la desintegracion del liquido y aumentando el tamaio de las microcapsulas.
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Tabla 5.3.: Prediccién del tamaiio final de las gotas y de los principales parametros
implicados en el proceso de atomizacion primaria.

Numero de Ohnesorge (Z)
0,2 0,4 0’6
h, um 7,29 x 102 8,69 x 107 1,08 x 10™
L, pm 25,29 44,12 57,76
dp, pm 214,73 273,61 342,68
(VALOR TEORICO)
dD’ Hm
(VALOR 32,87 37,4 46,5
EXPERIMENTAL)

Rizt y Lefebvre (1980) estudiaron la influencia del espesor inicial de la
hoja liquida en las caracteristicas de la atomizacion. Se encontré que para los
valores mas bajos de la viscosidad del liquido se producen las hojas liquidas
de menor espesor que rompen en gotas mas pequefas.

Dombrowski y Fraser (1954) mostraron que la desintegracion se produ-
ce mas alejada de la boquilla al incrementarse la viscosidad del liquido, es
decir, la longitud de ruptura aumenta al incrementarse la viscosidad del

liquido.

Sin embargo, como se muestra en la Tabla 5.3., la prediccion del
tamano final de las gotas después de la atomizacion primaria, no refleja el
tamano final de las microcapsulas obtenido previamente de forma

experimental en el capitulo 2. Por tanto, puede postularse que tiene lugar un
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mecanismo posterior que genera una ruptura adicional de estas gotas

formadas en la atomizacion primaria por el efecto del aire de alrededor.
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5.2. ATOMIZACION SECUNDARIA

Dado que el tamafno de gota predicho por la atomizaciéon primaria es
mayor que el tamano final de la microcapsulas obtenido previamente de
forma experimental, es obvio que, en el proceso de pulverizacion que se esta
estudiando existe un segundo mecanismo de atomizacion, donde las gotas
formadas en la atomizacion primaria se desintegraran de nuevo por el efecto

del aire de alrededor por el mecanismo denominado atomizacion secundaria.

Las teorias de atomizacion demuestran que, después de la desinte-
gracion del liquido inyectado por el atomizador y la formacion de las gotas se
produce la rotura de las gotas cuando estas penetran en el aire de alrededor.
Es decir, se produce una rotura inducida aerodinamicamente. Este fenomeno
se conoce en la literatura como ruptura de gota o atomizacion secundaria. El
movimiento relativo entre una gota y el aire de su alrededor provoca una
distribucion no uniforme de presion y un esfuerzo cortante en la superficie de
la gota. Estas fuerzas externas deforman la gota y provocan su desintegracion
siempre y cuando superen a la fuerza opuesta de tension superficial. Las gotas
de nueva formacion pueden sufrir una mayor desintegracion hasta conseguir
un diametro estable para el cual la fuerza de tension superficial sea mayor
que las fuerzas externas (Faeth y Hsiang, 1995).

Se asume que el proceso es controlado por el niUmero de Weber que
expresa la relacion entre las fuerzas inerciales y de tension superficial (Faeth

et al., 1995) y que se define como:

dyVp,
We = Lelp i ; o (5.10)
i

Se han obtenido diferentes correlaciones para estimar las caracteres-
ticas finales de las gotas generadas en la atomizacion secundaria (Faeth el al,

1995; Hsiang y Faeth, 1992, 1993). Estas correlaciones definen el diametro
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medio de gota y el proceso de deformacion hasta completar la rotura de la
gota en el tiempo de ruptura. Los resultados experimentales indican que el
proceso de fragmentacion puede clasificarse en diferentes modos de ruptura

basados en el nimero de Weber de gota (Reitz y Diwakar, 1987):

We <12 Vibracional

12 < We < 18 En forma de bolsa

8 <We<45 En forma de bolsa y vapor
45 < We < 100 Caotico

100 < We < 350 En forma de ligamentos
350 < We < 1000 “Wave crest stripping”
1000 < We < 2670 Catastrofico

El mecanismo de ruptura de corte engloba los modos de ruptura en
forma de ligamentos y de “wave crest stripping” y es dominante para nimeros
de Weber comprendidos entre 80 y 800 (Chou et al., 1997). Después de una
fase inicial de deformacion, el proceso de desintegracion de la gota incluye
un amplio sistema de ligamentos saliendo de la periferia de la gota madre,
con numerosas gotas individuales cerca del final de los ligamentos aguas
abajo.

El mecanismo de ruptura catastrofico se observa de forma general
para numeros de Weber mayores de 800 y tiene ciertas similitudes con el
mecanismo anterior de ruptura. En el modo catastréfico esta presente un
mecanismo de estiramiento de la capa limite de la gota, combinado con
grandes ondas en la superficie de la gota. El crecimiento de las inestabili-
dades junto con la deformacion de la gota en finos discos es suficiente para
romper la gota madre en una nube de fragmentos, los cuales son todavia mas
grandes comparados con el espesor de la capa limite de la gota. Los fragmen-
tos resultantes sufren una mayor desintegracion a través del mecanismo de

estiramiento de la capa limite de la gota, de modo que la desintegracion de la
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gota se acelera en una pequena nube de pequefas gotas. Estos dos mecanis-
mos fueron estudiados de forma experimental por Ranger y Nicholls (1969).

Una expresion de la correlacion para el tamano de particula una vez
producida la atomizacion secundaria se puede obtener teniendo en cuenta la
similitud entre la ruptura primaria de liquidos no turbulentos y el mecanismo
de ruptura de gotas por corte (Hsiang y Faeth, 1992). En ambos casos, las
gotas o ligamentos son extraidos de las capas limites en la fase liquida que se
forman cerca de la superficie liquida: en el lado de barlovento de las ondas a
lo largo de la superficie del liquido para la ruptura primaria de liquidos no
turbulentos (Wu et al., 1991); y en el lado de barlovento de las gotas para la
ruptura secundaria en el modo de ruptura de corte (Hsiang y Faeth, 1992).

Se asume pues, que la velocidad relativa en el momento de la ruptura
se puede representar por la velocidad relativa inicial de la hoja liquida, Vhoje,
y que el tamano de las gotas después de la ruptura es comparable con el
espesor de la capa limite de las gotas cuando se alcanza la periferia de la
gota. La distribucion de tamano de particula final esta dominada por los
tamanos de gota mayores (Hsiang y Faeth, 1992), de tal forma que el
desarrollo final de la capa limite de liquido se tomara como proporcional al
tamano de gota después de la atomizacion primaria. Finalmente, se asume
que la capa limite de liquido es laminar, debido a los valores relativamente
pequenos de la velocidad del liquido y del tamano de gota después de la

atomizacion primaria (Hsiang y Faeth, 1992).

Por tanto, el tamano final de las microcapsulas, después de la

atomizacion secundaria puede expresarse como (Hsiang y Faeth, 1992):

1/4 1/2
SMD yo, J U
=C,| = L (5.11)
dp SLPG [(pl dp Via )}

296



Capitulo 5

donde Cs es una constante empirica en la que estan implicados diferentes
factores de proporcionalidad. Reordenando la ecuacion (5.11) e introduciendo
el numero de Weber, se obtiene la ecuacion final para el tamafo de particula
después de la atomizacion secundaria para los regimenes de ruptura de corte

y catastrofico (Hsiang y Faeth, 1992):

1/4 1/2
pG SMD I/s?leet (pL J IUL
LGP Tsheat _ o | £L (—) We (5.12)
o * pG pL dD Vhoja

Esta dltima correlacion permite la prediccion de los tamafos de
particula después de la atomizacion secundaria para las diferentes condicio-

nes de operacion.

5.2.1. Prediccion del tamano de gota resultante de la atomizacion

secundaria

a) Variacién del caudal de liquido

La distribucion final del tamafno de las capsulas se obtuvo a partir de
la ecuacion 5.12, y del tamano de gota de la atomizacion primaria, dp,
obtenido en el apartado 5.1.1. a). La velocidad de la hoja se obtuvo segun la
ecuacion 5.2.

La comparacion entre el tamano final predicho y experimental con la
variacion del caudal de liquido se muestra en la Figura 5.1. Se utilizaron las

condiciones teoricas de flujo del apartado 5.1.1. a).
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31 A
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27 A

23 A
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1 5 T T T 1

Wel

Figura 5.1. Comparacion entre el tamafio final teérico y experimental

(We; = We, = Wey; = Wey,, =35128; Z=0.2; We; = We, =0.01 —2)

b) Variacién del caudal de aire:

La distribucion final del tamano de las capsulas se obtuvo a partir de
la ecuacion 5.12, y del tamano de gota de la atomizacion primaria, dp,
obtenido en el apartado 5.1.1. b). La velocidad de la hoja se obtuvo segun la
ecuacion 5.2.

La comparacion entre el tamano final predicho y experimental con la
variacion del caudal de liquido se muestra en la Figura 5.2. Se utilizaron las

condiciones teoricas de flujo del apartado 5.1.1. b).
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Figura 5.2. Comparacion entre el tamaiio final teorico y experimental

(Wey = We, = 0.11; Z = 0.2; We; = We, = We,; = We,, = 14808 — 35128)

¢) Variacion de la viscosidad del liquido:

La distribucion final del tamafno de las capsulas se obtuvo a partir de
la ecuacion 5.12, y del tamano de gota de la atomizacion primaria, dp,
obtenido en el apartado 5.1.1. c). La velocidad de la hoja se obtuvo segln la
ecuacion 5.2.

La comparacién entre el tamano final predicho y experimental con la
variacion del caudal de liquido se muestra en la Figura 5.3. Se utilizaron las

condiciones teodricas de flujo del apartado 5.1.1. c).
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Figura 5.3. Comparacion entre el tamafio final tedrico y experimental

We; = We, = We,; = We,, = 14808; We; = We,=0.11; Z=0.2-0.6

A partir de las Figuras 5.1., 5.2., y 5.3. es posible concluir que se
produce una buena prediccion del tamaio final de las microcapsulas a partir

del modelo de inestabilidad desarrollado en este trabajo bajo un amplio rango

de condiciones de flujo.
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5.3. CONCLUSIONES

Con el analisis temporal de estabilidad desarrollado previamente se
obtuvo una prediccion del comportamiento del sistema, sin embargo, no se
obtuvo una prediccion del tamano final de las microcapsulas generadas. En
este capitulo se predice el tamafo final de las capsulas a partir de los dos
parametros caracteristicos del modelo de inestabilidad, la maxima relacion de
crecimiento y su correspondiente nUmero de onda mas inestable, teniendo en
cuenta los mecanismos de atomizacion primaria y secundaria.

Los tamanos finales de las capsulas obtenidos teniendo en cuenta los
mecanismos de atomizacion primaria y secundaria, fueron comparados con los

obtenidos experimentalmente, obteniéndose valores muy cercanos.

Por lo tanto, con este capitulo, se puede comprobar que el modelo de
inestabilidad, desarrollado en el capitulo anterior, puede ser utilizado para

predecir con precision el tamano final de las capsulas generadas.

Ademas, comparando la predicciéon realizada con el modelo semi-
empirico (Capitulo 3) y la prediccion del estudio de inestabilidad (Capitulos 4
y 5), se puede observar que el modelo real del proceso (modelo de inestabi-
lidad) se ajusta con mayor precision a los datos experimentales que el modelo
semi-empirico que se puede utilizar como una primera aproximacion para des-

cribir tanto la tendencia como el tamano final de las microcapsulas.
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5.4.

Simbolo

NOMENCLATURA

Descripcion

Fuerza Vortex

Diametro de gota después de la
atomizacion primaria

Diametro del ligamento

Diametro interno de la hoja liquida
Diametro externo de la hoja liquida
Relacion de densidades gas/liquido
Relacion de radios interno/externo
NUmero de onda axial

NUmero de onda mas inestable

NUmero de onda definido por la Eq. (5.8)
Flujo masico del liquido

NUmero de onda azimutal

Presion media

Perturbacion de presion

Radio interior de la hoja liquida
Radio externo de la hoja liquida
NUmero de Ohnesorge, p / (p, oDy)""?
Radio

Tiempo

Velocidad axial

Velocidad axial de la perturbacion
Velocidad radial

Velocidad radial de la perturbacion
Velocidad tangencial

NUmero de Weber (We = p U* D, / o)

Velocidad tangencial de la perturbacion

Unidades

m?/s

pm
pm
pm

pm

1/m
1/m

1/m
kg/s

N/m?
N/m?
m
m

adimens.

adimens.

m/s
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Simbolo

Letras griegas

Np

No

Subindices

~ W

Descripcion

Espesor de la hoja liquida

Perturbacion de desplazamiento

Perturbacion superficial en el momento

de la ruptura de la hoja liquida
Amplitud de la perturbacion
Viscosidad

Densidad

Tension superficial

Frecuencia temporal

Maxima relacion de crecimiento
Velocidad angular

Angulo azimutal

Tiempo de ruptura

Diferencia de fase

Aire interno
Fase gas
Fase liquida

Aire externo

Unidades

pm

m
m
kg/ms
kg/m’
kg/s?
1/s

1/s

1/s
radianes
s

radianes

Basado en componentes de velocidad tangenciales
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6. ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA DE MATERIA EN BIOMEDICINA

Con el objetivo de conocer el comportamiento real de las microcap-
sulas en el cuerpo humano, para su utilizacion posterior en cualquiera de sus
multiples aplicaciones en el campo de la medicina, es necesario realizar estu-
dios “in vitro” de transferencia de materia y asi conocer las condiciones de
liberacion de las sustancias o activos terapéuticos inmovilizados en el interior

de las microcapsulas a través de los poros de la membrana de las mismas.

Para abordar de forma general los casos mas importantes de apli-
cacion de las microcapsulas en el cuerpo humano, se ha simulado la liberacion
de proteinas desde el interior de las capsulas hacia medios fisiologicos.
Ademas, se ha simulado la transferencia de materia de proteinas a través de
tejidos, o la filtracion terapéutica desde las cavidades de almacenamiento y

el consiguiente transporte a través del organo.

Para llevar a cabo estas simulaciones se ha realizado, primeramente,
un estudio de transferencia de materia de proteinas desde el interior de las
capsulas hasta medios externos de volumen finito. Se debe considerar la con-
dicion de volumen externo finito cuando la concentracion del activo en el
medio circundante al dispositivo de liberacion se incremente de forma apre-
ciable, como ocurre en los sistemas en discontinuo. Esto puede ocurrir en
medios fisiologicos, tales como, los ojos (Kimura et al., 1992; Martin, 1994;
Peyman y Ganiban, 1995), los huesos (Otsuka et al., 1994a, 1994b), o los
cavidades periodontales (Greenstein y Polson, 1998; Needleman, 1991; Rams
y Slots, 2000). Ademas, se han realizado, posteriormente, estudios de
transferencia de materia en continuo para simular la transferencia de materia

de proteinas a través de organos y tejidos.

De forma macroscopica, tanto los medios fisiolégicos como los tejidos
y organos, se consideran de forma ideal como medios porosos isotropicos

(Figura 8.1.), ya que se estudia la liberacion de proteinas desde una capsula
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hacia un lecho poroso, simulado mediante las otras particulas esféricas, es

decir, las otras capsulas (Figura 6.1.).

TEJIDOS TEJIDOS

Figura 6.1. Simulacion del transporte de farmacos en tejidos vivos, asumiendo un
medio isotropico poroso

Para desarrollar estos estudios se utilizo un método novedoso para
este tipo de analisis basado en la utilizacion de una sustancia coloreada, la
rodamina B isotiocianato dextrano, RBID, que se puede utilizar para simular la
liberacién de las proteinas del interior de las capsulas poliméricas, ya que

simula el comportamiento de las mismas.

RBID es un colorante anfotero que normalmente se cataloga como
basico debido a su carga total positiva. La estructura de la rodamina B se
muestra en la Figura 6.2.

La principal caracteristica de la estructura de este colorante es su ni-
trogeno cuaternario, pero también debe tenerse en cuenta la existencia de un
grupo carboxilo que daria a la molécula un caracter anfétero para valores al-
tos de pH (Cumbal et al., 2003).
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Figura 6.2. Estructura de la rodamina B

El dextrano es un polisacarido hidrofilico, complejo y ramificado
formado por numerosas cadenas de glucosa, caracterizado por su alto peso
molecular, buena solubilidad en agua, baja toxicidad, y relativa inactividad
(Haugland, 2005).

Las moléculas de rodamina B pueden funcionalizarse con un grupo
isotiocianato (-N=C=S) reemplazando un atomo de hidrégeno en el anillo supe-
rior de la estructura (ver Figura 6.3.). El dextrano se une a la molécula de
rodamina B mediante el grupo isotiocianato, dejando libre el grupo carboxilo
(Figura 6.3.).

Figura 6.3. Estructura quimica de la rodamina B isotiocianato (a) y de la RBID (b)
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Como puede apreciarse en la Figura 6.3, la rodamina B isotiocianato
dextrano, RBID, mantiene la misma carga efectiva que la rodamina B, ya que,
la RBID conserva el grupo carboxilo que da a la molécula su caracter anfotero
a altos valores de pH. Ademas, RBID es una biomacromolécula disponible en
tres pesos moleculares diferentes, 10, 40 y 70 KDa, debido a las moléculas de

dextrano.
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6.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL DE TRANFERENCIA DE MATERIA

6.1.1. Descripcion de los procedimientos utilizados en el estudio

a) Descripcion del proceso de calibraciéon de RBID

La RBID es una sustancia coloreada que permite seguir su liberacion
empleando espectrofotometria a 555 nm (pico maximo de absorbancia de la
RBID). Con el objetivo de transformar los valores obtenidos de absorbancia en
concentraciones de proteina, se realizaron las calibraciones absorbancia /con-
centracion correspondientes a los tres pesos moleculares de RBID utilizados en

el trabajo, como se muestra en las Figuras 6.4.-6.6.

0,400 +
0,350 -
0,300 -
0,250 -

0,200 -

0,150 +
y=0,7147x+ 0,0103

R® = 0,9994

ABSORBANCIA

0,100 +

0,050 -

0,000 T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracién (mg/mL)

Figura 6.4. Calibracion de RBID con peso molecular de 10 KDa
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Figura 6.5. Calibracion de RBID con peso molecular de 40 KDa
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Figura 6.6. Calibracién de RBID con peso molecular de 70 KDa
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b) Descripcion del procedimiento utilizado en el estudio en discontinuo

Con el fin de simular el fenémeno difusional en discontinuo, se dispuso
un gramo de capsulas en un reactor esférico de 25 mL con 5 mL de agua
desionizada. El reactor se dispuso sobre un agitador orbital con una velocidad
constante de 110 RPM. Esta velocidad de agitacion intenta simular el movi-
miento del cuerpo humano en el proceso de liberacion de una proteina en un
medio fisioldgico (Comunicacion personal, Servicio de Anatomia Patoldgica,
Hospital Universitario de Salamanca). El dispositivo experimental se muestra

en la Figura 6.7.

Figura 6.7. Instalacion utilizada para simular la transferencia de materia en
discontinuo
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¢) Descripcion del procedimiento utilizado en el estudio en continuo

Con el objetivo de simular el fenomeno difusional en continuo, se
dispuso un gramo de capsulas en un reactor esférico de 25 mL con 5 mL de
agua desionizada, que hace las veces de sobrenadante.

El reactor se coloco sobre un agitador orbital con una velocidad cons-
tante de 110 RPM. Esta velocidad de agitacion fue seleccionada con el fin de
simular el movimiento del cuerpo humano en el proceso de liberacion de una
proteina a través de drganos y tejidos (Comunicacion personal, Servicio de
Anatomia Patoldgica, Hospital Universitario de Salamanca).

Con el objetivo de mantener un caudal constante a través del reactor
se utilizaron dos bombas peristalticas, que ademas, suministran el efecto de
la conveccion al sistema.

Se utilizd un espectrofotometro conectado al sistema en continuo para
determinar la cantidad de RBID liberada desde las capsulas, que suministra

datos de absorbancia en continuo cada minuto.

El esquema del dispositivo experimental se muestra en la Figura 6.8.
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d) Descripcion del procedimiento de preparacion de las cdpsulas

A la hora de realizar estudios de transferencia de materia las micro-
capsulas generadas segun la técnica desarrollada en este trabajo generan
ciertos problemas operacionales, que llevo a buscar un sistema equivalente
que resolviera estos problemas, pero que no variara los resultados finales.

Para llevar a cabo los estudios de transferencia de materia con las
capsulas de tamano comprendido entre 20-50 micrometros se necesitaria una
gran cantidad de capsulas para que la RBID liberada fuera espectrofotomeé-
tricamente detectable y las capsulas formaran un lecho poroso isotrépico.
Ademas, con estas capsulas de tamano micrométrico, debido a su pequeno
peso, es muy dificil tomar muestras del sobrenadante tanto en el sistema en
continuo, como en el discontinuo, ya que al hacerlo es muy probable que se
extraigan capsulas. Por Ultimo, en el sistema en continuo es muy dificil man-
tener un caudal a través del reactor, ya que las bombas peristalticas pueden

absorber las capsulas, perdiéndose la RBID contenida en su interior.

Por tanto, las capsulas necesarias para los estudios de transferencia de
materia fueron generadas segun el siguiente procedimiento. Se prepararon di-
soluciones de RBID-alginato con diferentes concentraciones (1,2 y 3,0 % en pe-
so) disolviendo la cantidad apropiada de alginato en una disolucion de 1
mg/mL de RBID. Las disoluciones RBID-alginato se afadieron por extrusion,
gota a gota, utilizando jeringuillas estériles de aguja de 25G, sobre disolu-
ciones del 2 % en peso de cloruro de bario bajo una agitacion contante de 30
RPM. Después de dos minutos en la solucion gelificante, las capsulas se extra-
jeron por filtracion con filtros de Nylon de 0,45 micras. Esta técnica de gene-
racion de capsulas produce tamanos comprendidos entre 1-3 mm, resolvién-
dose todos y cada uno de los problemas planteados con las capsulas micromé-

tricas.
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Sin embargo, las capsulas grandes deben ser representativas de las
capsulas pequenas, es decir, se debe asegurar que se produce el mismo feno-
meno de transferencia de materia con ambos sistemas. Para ello, se compa-
raron los perfiles de liberacion de RBID para ambos sistemas, manteniendo las
mismas condiciones experimentales, y variando solamente el proceso de ge-

neracion de las capsulas. Un ejemplo puede observarse en la Figura 6.9.

0,9 -
0,8 -
0,7 -

Sistemas considerados
—— Céapsulas pequeias
—— Capsulas grandes

0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 -
0,1 1

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

CiCo

Tiempo / min

Figura 6.9. Comparacion de los perfiles de liberacion de los dos sistemas considerados
Peso molecular de RBID: 40 KDa; Concentracion de alginato: 3,0 % en peso;

Concentracion de BaCl,: 2,0 % en peso; Sistema en continuo.

6.1.2. Resultados experimentales de la transferencia de materia

Los perfiles de liberacion de proteina, es decir, los datos de liberacion
acumulada para los tres pesos moleculares de RBID utilizados (10, 40 y 70
KDa) se muestran en las Figuras 6.10. y 6.11. para los procesos en discontinuo
y continuo, respectivamente. Estos datos se obtuvieron para dos concentra-

ciones diferentes de alginato (1,2 y 3,0 % en peso).
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Figura 6.10. Liberacion acumulada en el proceso discontinuo para los tres pesos
moleculares de RBID y para las dos concentraciones de alginato

a) 12%wt.  b) 3.0%wt.
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Figura 6.11a. Liberacién acumulada en el proceso continuo para los tres pesos
moleculares de RBID (Concentracién alginato: 1,2 % en peso)

323



Estudios de transferencia de materia en Biomedicina

25
20 - Peso molecular RBID (KDa)
—10
’TET —40
S 197 —70
E
jg
X 10
(&)
5 -
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)
T Peso molecular RBID, KDa
08{ —10
—140
E 061 —70
=
s 04-
0,2
O ’ T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo / min

Figura 6.11 b. Liberacién acumulada en el proceso continuo para los tres pesos

moleculares de RBID (Concentracion alginato: 3.0 % en peso)
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En estas graficas la cantidad de RBID liberada se ha adimensionalizado
dividiendo por la cantidad cargada inicialmente en las capsulas, siendo el
valor de uno una liberacion total de RBID. De esta forma se estadarizan los
tres pesos moleculares de RBID, pudiendose comparar de esta manera los
resultados.

Las Figuras 6.10. y 6.11. muestran que las moléculas mas pequenas de
RBID producen la menor liberacion acumulada, tanto en los sistemas en
continuo, como en discontinuo, a pesar de su pequeno peso molecular. Este
comportamiento se produce para las dos concentraciones de alginato
utilizadas. Ademas, se observa que las capsulas producidas con una mayor
concentracion de alginato (3,0 % en peso) llevan a una mayor liberacion
acumulada de RBID. Estos comportamientos se pueden observar de forma

cuantitativa en las Tablas 6.1. y 6.2.

Tabla 6.1.: Valores de liberacion acumulada para el proceso en discontinuo

Peso molecular de RBID (KDa)
Concentracion
alginato (% en peso) 10 40 70
Liberacion acumulada, C/Co = M/M. (%)
1,2 28 49 52
3,0 31 61 57

Tabla 6.2.: Valores de liberacién acumulada para el proceso en continuo

Peso molecular de RBID (KDa)
Concentracion
alginato (% en peso) 10 40 70
Liberacion acumulada, M/M.. (%)
1,2 44 67 68
3,0 54 90 92
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a) Efecto del peso molecular de la RBID en la liberacién acumulada:

A partir de los datos mostrados se observa un comportamiento de la
RBID contrario al esperado, ya que las moléculas mas pequeias de RBID pro-
ducen la menor liberacion acumulada en las dos concentraciones de alginato

utilizadas, a pesar de su pequeno peso molecular.

Con el fin de explicar este comportamiento, debe tenerse en cuenta la
existencia de interacciones o fuerzas electrostaticas (Figura 6.12.) entre los
grupos protonados amino de la RBID (positivamente cargados) y los grupos
carboxilo del alginato (negativamente cargados), que son directamente
proporcionales a las cargas, g y g’ e indirectamente proporcionales al

cuadrado de las distancia, d, entre las cargas segun la expresion:

=44 6.1)

donde K, es la constante de Coulomb

Como se comentd anteriormente, el peso molecular de la RBID se debe
al tamano de las moléculas de dextrano. En este trabajo se han utilizado tres
pesos moleculares diferentes de RBID, 10, 40 y 70 KDa. La RBID es un nlcleo,
la rodamina B, que esta unida a cadenas de dextrano mediante el grupo
isotiocianato. Cuanto mayor es el tamafno de las moléculas de dextrano, me-
nores son las fuerzas electrostaticas de atraccion, debido a que las moléculas
de dextrano obstaculizan estéricamente el nucleo positivo de la rodamina B,
separando con una mayor distancia, d, las cargas positivas del nucleo de la
RBID, la rodamina B, y las cargas negativas del alginato (Figura 6.13.). Es de-
cir, las moléculas de dextrano tienen una conformacion aleatoria en espiral

que cubre todo el nicleo de la RBID en mayor o en menor medida, dependien-
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do del tamafo de las moléculas de dextrano, impidiendo las interacciones
electrostaticas (Figura 6.13.).

Por lo tanto, las moléculas de RBID mas grandes seran atraidas en
menor medida por el alginato, ya que basandonos en la ecuacion (1), la dis-
tancia entre las cargas sera mayor, produciéndose una mayor liberacion acu-

mulada de RBID (Kawaguchi y Hasegawa, 2000; Peng et al., 2007).

NCS
\\/
o
X
/\N/ o

Figura 6.12. Interacciones electrostiticas entre la RBID y el alginato
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MOLECULAS
DE RBID

a) MATRIZ DE
ALGINATO
MOLEGULAS
DE RBID <
b) MATRIZ DE
ALGINATO
MOLECULAS
DE RBID <
MATRIZ DE
ALGINATO
9)

Figure 6.13. Simulacion de la conformacion de las moléculas de RBID en las capsulas

Peso molecular RBID: a) 10 KDa, b) 40 KDa, c¢) 70 KDa.
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Este hecho justifica que el niumero de moléculas libres de RBID dentro
de las microcapsulas sea mayor a medida que las interacciones electrostaticas
sean menores. Es decir, es como si la concentracion efectiva para una misma
concentracion inicial de RBID fuera mayor a medida que aumenta el peso mo-
lecular de la RBID. Para la cuantificacion de las interacciones electrostaticas
entre la RBID y el alginato deben tenerse en cuenta los experimentos realiza-
dos en continuo. En las Figuras 6.14. y 6.15. puede observarse que una vez fi-

nalizado el proceso, la concentracion en el sobrenadante es cero.

30 T
25 A Peso molecular RBID (KDa)
—10
g 20 ~ —40
> —70
£
) 15 7
e
X
© 10 -
) }
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0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figure 6.14. Variacion de la concentracion con el tiempo en el proceso en continuo
(Concentracion alginato: 1,2 % wt.)
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Figure 6.15. Variacion de la concentracion con el tiempo en el proceso en continuo
(Concentracion alginato: 3,0 % wt.)

Esto quiere decir, que al final del proceso ya no existen mas moléculas
libres susceptibles de ser liberadas de las capsulas, y por lo tanto las molécu-
las de RBID que no se liberan estaran unidas por enlaces electrostaticos a las
moléculas de alginato. Asi realizando un balance de materia a las capsulas,
pueden cuantificarse los enlaces electrostaticos, valores que se recogen en la
Tabla 6.3. En esta tabla, ademas, se muestra un resumen de la influencia de

las interacciones electrostaticas en la liberacion acumulada de RBID.

En la Tabla 6.3. es posible observar que para las dos concentraciones
de alginato, al aumentar el peso molecular de RBID, disminuyen las posibles
interacciones electrostaticas entre el alginato y la RBID, de tal forma que al
aumentar el peso molecular de la RBID, aumentan las moléculas libres de
RBID dentro de las capsulas, de tal forma que aumenta la liberacion

acumulada.
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Tabla 6.3.: Tabla resumen de la influencia de las interacciones electrostaticas en la
liberacion acumulada de RBID

Peso molecular de RBID (KDa)
10 40 70
Interacciones electrostaticas >>> >> >
Liberacion acumulada + ++ +++
1,2 56 33 32
Concentracion % interacciones
alginato (% wt.) electrostaticas
3,0 46 10 8

Este comportamiento encontrado para la RBID abre nuevas vias de
aplicacion de las microcapsulas generadas, si se tiene en cuenta que el pK, de
las moléculas de RBID, desconocido en la actualidad, determinara la carga y
el comportamiento acido-base de los isomeros en funcion del pH. En el caso
de que el valor de pH sea alto, la atraccion de las moléculas de RBID con res-
pecto del alginato puede verse disminuida como resultado de interacciones
electrostaticas desfavorables, cuando el grupo carboxilo, debido a los altos
valores de pH, proporcione a las moléculas de RBID el caracter anfotero.
Jugando con este aspecto, es posible conseguir una liberacion controlada

dependiente del pH, resultando en procesos de reconocimiento de proteinas.

Este comportamiento de la RBID hace a esta macromolécula muy simi-
lar a las proteinas. En particular, la RBID imita el comportamiento de un tipo
muy especial de proteinas, las glicoproteinas. Estas sustancias son proteinas
que contienen varias cadenas de oligosacaridos unidas de forma covalente a
cadenas laterales especificas de polipéptidos. Es decir, las glicoproteinas es-
tan compuestas por un nucleo, la proteina, unido de forma covalente a cade-

nas de polisacaridos, por tanto, esta estructura es muy similar a la de la RBID,
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que es un nucleo, la rodamina B, unido a las cadenas de dextranos (polisacari-

dos) mediante el grupo isotiocianato (Figura 6.16.).

Dextyanos

Figura 6.16. Analogia entre las moléculas de RBID y las Glicoproteinas

a) RBID; b) Glicoproteina.

Varias hormonas, anticuerpos, enzimas, receptores de proteinas, pro-
teinas de adhesion celular, factores de crecimiento, etc., son glicoproteinas.
Este hecho es realmente importante, ya que es posible estudiar la liberacion
controlada de varios factores de crecimiento mediante la utilizacion de la
RBID, que es mucho mas barata que los factores de crecimiento, y que imita
perfectamente el comportamiento de éstos. Por ejemplo, los monocitos pro-
ducen factores de crecimiento, tales como el VEGF (vascular endothelial
growth factor, factor de crecimiento vascular endotelial), que es una glico-
proteina homodimérica de peso molecular de 45 KDa (Sharon y Puleo, 2008).
Por lo tanto, para conseguir estudiar la liberacion de factores de crecimiento,
tales como VEGF, segregados por monocitos inmovilizados dentro de capsulas,

es suficiente con estudiar la liberacion de la RBID desde las capsulas.
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b) Efecto de la concentracién de alginato en la liberacién acumulada de
RBID:

Como puede observarse en las Tablas 6.1. y 6.2., el aumento de la
concentracion de alginato desde el 1 al 3 % en peso, lleva a una mayor
liberacion de RBID. Este hecho puede ser explicado por el mecanismo de for-
macion de las capsulas. La formacion de la membrana de las capsulas comien-
za de forma instantanea cuando las gotas de disolucion de alginato toman
contacto con la disolucion cationica de cloruro de bario. Dada una mayor con-
centracion de alginato se aumenta el nimero de moléculas del biopolimero
por unidad de volumen disponibles para reaccionar con los cationes divalentes
del cloruro de bario, formandose de forma muy rapida una red de gel mucho
mas densa (Blandino et al., 2000). Como resultado, existira un menor nimero
de cargas efectivas de alginato disponibles para interaccionar con la RBID,
quedando un mayor numero de moléculas de RBID libres, produciéndose asi

una mayor liberacion de RBID hacia el sobrenadante.

¢) Efecto de la conveccion forzada en la liberacion acumulada:

En este apartado se compararon los resultados experimentales de los
procesos en discontinuo y continuo para observar el efecto de la conveccion
forzada en el proceso de transferencia de materia (Tabla 6.4.). Como se
observa en la Tabla 6.4., los valores de liberacion acumulada de RBID en el
proceso en continuo, para todas las variables estudiadas, son superiores a los

obtenidos para el proceso en discontinuo.
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Tabla 6.4.: Valores de la liberacion acumulada (en continuo y en discontinuo)

Estudio de transferencia de | Estudio de transferencia de
material en discontinuo material en continuo
Peso
molecular Concentracion de alginato (% en peso)
de RBID
(KDa) 1,2 3,0 1,2 3,0
Liberaciéon acumulada, M/M.. (%)
10 28 31 44 54
40 49 61 67 90
70 52 57 68 92

En el proceso en continuo, ademas de la transferencia de materia por
difusion, las bombas peristalticas suministran un flujo que genera procesos
convectivos que hacen que se libere una mayor cantidad de proteina al sobre-
nadante, ya que tiene un doble efecto. Por un lado, esta continuamente
arrastrando la RBID del interior de las capsulas, y por otra parte, se esta
llevando continuamente el sobrenadante del reactor, llevando a cero la
concentracion de RBID en el sobrenadante, aumentando continuamente el

gradiente de concentracion entre la capsula y el sobrenadante.
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6.2. ESTUDIO TEORICO DE TRANFERENCIA DE MATERIA

Debido a las dificultades encontradas en la validacion de la transferen-
cia de materia en pacientes (in vivo), el modelaje juega un importante papel
a la hora de buscar un perfil de liberacion apropiado para optimizar la efi-
ciencia terapéutica de una sustancia inmovilizada (Arafin et al., 2006).

Las soluciones analiticas para cualquier proceso fisico refuerzan el
conocimiento y la compresion sobre los mecanismos en dicho proceso. Ade-
mas, se genera informacién y se profundiza en los procesos, algo que no es
posible con las soluciones numéricas. Las soluciones analiticas obtenidas para
un problema determinado, tienen la ventaja de poder ser utilizadas para re-
solver un problema mas complejo.

Por todo ello, en este trabajo, basados en los resultados experimenta-
les, se desarrollé un modelo que simulara los procesos de transferencia de

materia de la liberacién de proteinas en diferentes medios y condiciones.

6.2.1. Estudio tedrico de transferencia de materia en discontinuo

Basados en el trabajo de Lewinska et al. (2002) se desarrolldo un
modelo matematico que simulara la transferencia de materia de una proteina
desde capsulas hasta un volumen finito externo, es decir, un proceso de

transferencia de materia en discontinuo.

Se consideran las siguientes suposiciones:

a) Los efectos de la gravedad y de flotacion no se consideran.
b) La concentracion inicial de RBID en el sobrenadante se considera cero.

c) No existe gradiente de concentracion dentro de la capsula.

La ultima suposicion implica que cada capsula es considerada como un
reactor ideal de mezcla completa con una concentracion de RBID, Cs, idéntica

en cualquier sitio dentro de la capsula en un momento dado de tiempo.
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Un esquema del proceso considerado se describe en la Figura 6.17.,
donde inicialmente, toda la RBID esta dentro de la capsula, es decir, la con-
centracion de RBID dentro de la capsula, Cs, es la misma que la concentracion
inicial, Co. Sin ninguna pérdida de generalidad, se considera que la concen-
tracion inicial de RBID en el sobrenadante es cero (C = 0). Al comienzo del
proceso (t = 0) la RBID comienza a salir de la capsula, es decir, comienza el
proceso de transferencia de materia en discontinuo, desde la capsula hacia el
sobrenadante del reactor, donde se ira acumulando con el tiempo hasta al-
canzar un estado de equilibrio (t = t.q), con una concentracion de equilibrio,
Ceq, donde se igualaran las concentraciones, y el proceso de liberacion de la

proteina se detendra.

tiempo =0 tiempo = teq

F~

I

Figura 6.17. Condiciones iniciales y evolucion del sistema con el tiempo

El proceso de transferencia de materia desde las capsulas hasta el
sobrenadante que las rodea puede ser descrito por la ecuacion (6.2), donde la
variacion de la concentracion en el sobrenadante se debe a la transferencia

de materia desde las capsulas hacia el sobrenadante:

dC
Vo == —hA (C,-C) (6.2)
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donde C es la concentracion de la RBID en el sobrenadante fuera de las
capsulas, Cs es la concentracion de RBID dentro de las capsulas, A designa el
area superficial total externa de las capsulas, h representa el coeficiente de
transferencia de materia, Vy representa el volumen del sobrenadante que
rodea a las capsulas, y V¢ es el volumen de las capsulas. El coeficiente de
transferencia de materia, h, describe la resistencia externa a la transferencia
de materia, 1/h, en la capa limite de la superficie de la capsula. La fuerza
impulsora de la transferencia de materia es el gradiente de concentracion de

RBID en el reactor discontinuo.

Teniendo en cuenta la condicion de contorno de que en el estado de
equilibrio hay una concentracion de equilibrio, C.q, en ambas fases, dentro y
fuera de las capsulas, Cs (t = =) = C (t = =) = C¢q, la ecuacion (6.2) puede ser

complementada mediante un balance de materia (8.3) de la forma:
NC+VCs =V, +V0)C, (6.3)

de donde es posible despejar la relacion directa entre las concentraciones C y

Cs, representada por la ecuacion (6.4):

C= M Ceq _V_CCS (6.4)
4 o

Substituyendo el valor de C (ecuacion 6.4) en la ecuacion que describe
el proceso de transferencia de materia, ecuacion (6.2), y obteniendo la so-
lucion de esta ecuacion resultante con la condicion inicial, Cs (t = 0) = Cy, se
produce una expresion general (ecuacion 6.5), que describe la concentracion
de trazador, Cs, dentro de las capsulas con respecto a la concentracion ini-

cial, en funcion del tiempo:
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1V,

ﬁ:%{l_%] e [ [V°+V02JM} (6.5)
G G

En dicha ecuacion, Vo, y V¢, son conocidos para cada experimento, ya
que representan el valor del volumen del sobrenadante y el volumen total de
las capsulas, respectivamente. Conociendo el valor experimental del diametro
medio de las capsulas (D) en una muestra, mediante observacion con un
microscopio optico (Leica DM 1000), el area superficial externa total de las
capsulas (A) puede aproximarse a partir de su superficie geométrica. Para las
capsulas con una dispersion del tamano de particula pequena (menos del 10
%), las muestras pueden ser representadas mediante N esferas de diametro

dp, siendo su area superficial total, A:

d 2
A=N|4r [7”] (6.6)

d 3
V.=N 37 (—pj (6.7)

Los datos experimentales correspondientes a los perfiles de liberacion
acumulada fueron correlacionados mediante el programa informatico Mathe-
matica™, de acuerdo con la ecuacion (6.5), utilizando como parametro de

ajuste el coeficiente de transferencia de materia, h.

Con el fin de comprobar el ajuste conseguido con los coeficientes de
transferencia de materia obtenidos, se compararon los perfiles de liberacion
tedricos obtenidos a partir de estos coeficientes de ajuste, con los experimen-

tales, en la Figura 6.18.
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Figura 6.18a. Perfiles de liberacion acumulada tedricos y experimentales
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En la Figura 6.18. se comprueba el buen ajuste del modelo de transfe-
rencia de materia propuesto. A partir de estas graficas se observa el fenéme-
no de la transferencia de materia en discontinuo, donde la liberacion acumu-
lada aumenta de forma exponencial con el tiempo hasta una concentracion de
equilibrio. El gradiente de concentracion decrece a medida que pasa el
tiempo, ya que la RBID se acumula en el sobrenadante (medio externo finito)
que rodea a las capsulas, hasta que se alcanza el estado de equilibrio y el

proceso de liberacion se detiene (Abdekhodaie, 2002; Crank, 1975).

Como se dijo anteriormente, la correlacion de los datos experimen-
tales de acuerdo con el modelo permite obtener los valores del coeficiente de
transferencia de materia, h, para las diferentes condiciones experimentales
estudiadas, que se recogen en la Tabla 6.5. Ademas, en ésta se recogen los
valores del coeficiente de difusividad efectiva, D, calculados a partir de los
valores del coeficiente de transferencia de materia, h, y el nimero de
Swerwood (ver cuadro explicativo 1), de tal forma que se pueda observar el

efecto de la difusion en el proceso global.

Tabla 6.5.: Valores del coeficiente de transferencia de materia y de la difusividad
efectiva para el proceso en discontinuo

Concentracion de alginato (% wt.)

Peso molecular 1,2 3,0 1,2 3,0
de RBID (Da)
Coeficiente de e .. .
transferencia de materia, bifusividad ‘if ectiva, D,
h (cm/s) (cm’/s)
10000 3,10 x 10 9,62 x 10° 2,12 x 10°® 4,69 x 107
40000 1,66 x 10 3,76 x 10° 8,33x 10" 1,15 x 10°
70000 1,43 x 10 3,20 x 10° 6,66 x10°  9,00x 107
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Cuadro explicativo 1: obtencion de la difusividad efectiva

El nimero adimensional de Swerwood, Sh, relaciona la resistencia a la transferencia de
materia con la resistencia a la difusion molecular, es decir, mide la velocidad del flujo

de transferencia de materia con respecto a la fuerza impulsiva de la difusion.

Sh :ﬂ (6.8)
Dy

donde d, es el diametro de las capsulas, Dy es el coeficiente de difusion molecular, y h

es el coeficiente de transferencia de materia.

El nimero de Sherwood puede expresarse mediante dos nimeros adimensionales, el
nimero de Reynolds de particula, Re,, y el niUmero de Schmidt, Sc, utilizando las

siguientes correlaciones empiricas (Waked y Funazkri, 1978):

1

0.6
Sh=2+11Re, Sc’ (6.9)
donde
o = P (6.10)
P
Seo M (6.11)
PDy

La correlacion empirica de la ecuacion (6.9) se aplica en el caso de particulas esféricas
con un nimero de Reynolds de particula de entre 3 y 10000 (Wakao y Funazkri, 1978).

El coeficiente de difusion molecular, Dy, se obtiene a partir de las ecuaciones 6.8-6.11.
El coeficiente de difusion efectiva, D. se obtiene a partir del coeficiente de difusion
molecular, Dy, y la porosidad de la particula, &, teniendo en cuenta que cada capsula
esta inmersa en un lecho poroso formado por las otras capsulas, resultando en un
medio poroso isotropico. De acuerdo con el modelo de Wakao y Smith (1962), la

difusividad efectiva puede calcularse a partir de la ecuacion (6.23):

D,=D, & (6.12)
donde la porosidad, ¢, se calcula de acuerdo con:

c= I/vau'g — I/Iz7ta/ - I/(‘dpsulas — 0,82 (6.1 3)

vV, v,

total total
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En la Tabla 6.5. se observa que tanto los valores del coeficiente de
transferencia de materia externo, como los de la difusividad efectiva
obtenidos, decrecen al aumentar tanto el peso molecular del RBID como la
concentracion de alginato, es decir, la velocidad de transferencia de materia
disminuye.

Los coeficientes de difusion efectiva recogidos en la Tabla 6.5.
contabilizan la difusion efectiva de la RBID dentro de la estructura de la
capsulas, que es diferente al que se obtendria en disolucién, ya que en el
caso que nos ocupa la RBID no esta libre, sino dentro de la red entrecruzada

del gel.

A efectos comparativos se adjuntan datos de coeficientes de difusion
obtenidos por Koutsopoulos et al. (2009) para la liberacion controlada de
diferentes proteinas desde redes entrecruzadas de gel, tanto en disolucion
como a través de los geles, incluyendo una estimacion de la difusion

Browniana a través de la ecuacion de Stokes-Einstein (Tabla 6.6.).

Tabla 6.6.: Valores de los coeficientes de difusion obtenidos para la liberacion de
diferentes proteinas

Coeficientes de difusion (10°'° m?/s)
Peso
Proteina molecular Estimacion Difusién Difusion
(KDa) (Ec. Stokes- efectiva en efectiva
Einstein) disolucion en gel
Lisozima 14,3 1,15 0,96 0,50
Lililoelelr 629 20,1 0,91 0,72 0,32
tripsina
BSA 66,0 0,61 0,51 0,24
IgG 150,0 0,40 0,40 0,07

(Koutsopoulos et al., 2009)
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a) Efecto del peso molecular de RBID en el coeficiente de transferencia

de materia, h, y el coeficiente de difusividad efectiva, D:

Los valores del coeficiente de transferencia de materia externo, h, y
del coeficiente de difusividad efectiva, D., mostrados en la Tabla 6.5.
decrecen al aumentar el peso molecular de RBID. Esto es, para un mayor peso
molecular de RBID, el proceso se produce a una velocidad menor, ya que
existe una mayor resistencia a la transferencia de materia.

Para altos pesos moleculares de RBID, las moléculas de RBID libres
existentes tendran una gran dificultad a la hora de salir por los poros de la
membrana, debido a los impedimentos estéricos de las moléculas de dextrano
de gran tamano, de ahi su menor velocidad de transferencia.

Cuando disminuye el peso molecular de la RBID, los impedimentos
estéricos de las moléculas de dextrano disminuyen, y por lo tanto la velocidad
de liberacion de las moléculas de RBID libres sera mayor, ya que existe una

menor resistencia a la transferencia de materia.

El coeficiente de difusion efectiva, D., debe disminuir al aumentar el
tamano de las moléculas, ya que por la ecuacion que describe la difusion
Browniana, la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacion 6.14), el tamano de las
moléculas es indirectamente proporcional al coeficiente de difusion
Browniano (Hoyos, 2003), como se observa en los valores obtenidos en este
trabajo, reflejados en la Tabla 6.5. Este efecto también fue reflejado en el

trabajo de Koutsopulos et al. (2009), como puede verse en la Tabla 6.6.

kT

= (6.14)
3rud

b

donde, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin,

u es la viscosidad del liquido, y d es el diametro de las moléculas.
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b) Efecto de la concentracion de alginato en el coeficiente de transfe-

rencia de materia, h, y el coeficiente de difusividad efectiva, D.:

Como puede observarse en la Tabla 6.5., los valores del coeficiente de
transferencia de materia externo, h, y del coeficiente de difusividad efectiva,
D., para moléculas del mismo peso molecular, decrecen al aumentar la
concentracion de alginato. Esto es, para una mayor concentracion de algina-
to, el proceso se produce a una velocidad menor, ya que existe una mayor
resistencia a la transferencia de materia. Este fenomeno puede explicarse por
el mecanismo de formacion de las capsulas previamente descrito. La forma-
cion de la membrana de las capsulas comienza de forma instantanea cuando
las gotas de disolucidon de alginato y RBID toman contacto con la disolucion
cationica de cloruro de bario. La membrana crece desde fuera hacia dentro.

Al aumentar la concentracion de alginato, aumenta el numero de
moléculas de alginato por unidad de volumen disponibles para reaccionar con
los cationes divalentes del cloruro barico en la reaccion de gelificacion ionica
(Blandino et al., 2000). Por lo tanto, se formara rapidamente una membrana
muy densa, haciéndose dificil la difusion de cationes hacia dentro de la
capsula para incrementar el espesor de la membrana. Esta densa membrana
ofrecera una mayor resistencia a la difusion de las moléculas de RBID, es
decir, las capsulas tendran una menor porosidad, un tamafo de poro mas
pequeno, disminuyendose la velocidad de transferencia de materia.

De hecho, estas explicaciones se comprobaron de forma cualitativa, ya
que las capsulas formadas con una mayor concentracion de alginato eran mas
resistentes desde el punto de vista mecanico, debido a la estructura mas

densa del gel.

En la Tabla 6.6. (Koutsopoulos et al., 2009) se recogen los valores de
los coeficientes de difusion para diferentes proteinas calculados en solucion y
a través del gel, asi como los estimados a través de la ecuacion de Stokes-

Einstein. Los resultados muestran que la estimacion a través de la ecuacion de
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Stokes-Einstein sobrestima ligeramente los coeficientes de difusion efectiva
en solucion en un 10-20 %, pero se aleja de forma significativa de los
calculados a través del gel. Esto significa que la difusién Browniana predice el
comportamiento de redes de geles muy poco densas que se pueden asemejar
a la difusion de la proteina en solucion. Se observa que los coeficientes de
difusion calculados para la difusion de las proteinas a través de una red
polimérica son muy inferiores a los calculados para la difusion de la proteina
en solucion. Este hecho refleja la importancia del entrecruzamiento de la red
del gel en el coeficiente de difusion, es decir, cuanto mas densa sea la red
del gel, menor sera el coeficiente de difusion, ya que habra una mayor
resistencia a la difusion. Este comportamiento reflejado en los resultados de
Koutsopoulos et al. (2009) puede observarse de la misma forma en los
resultados presentados en este trabajo a través de la Tabla 6.5., es decir, el
coeficiente de difusion efectiva disminuye al aumentar la concentracion de

alginato, es decir, al hacerse mas densa la red del gel.

6.2.2. Estudio tedrico de transferencia de materia en continuo

Como se comento al principio del capitulo, de forma macroscopica los
tejidos se pueden considerar de forma ideal como medios porosos isotropicos
(ya que se estudia una capsula en un lecho empacado con particulas esféricas,
es decir, las otras capsulas), que estan descritos por la ley de Darcy (Arifin et
al., 2006).

Basados en los estudios de transferencia de materia de Feng y
Michaelides (1999), se desarrollé un modelo matematico similar que simula la
liberacién de una proteina desde una capsula en un medio poroso.

Se consideraron las siguientes suposiciones:

a) Se omiten los efectos del empuje y la gravedad en el fluido.
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b) Se considera que el diametro de las capsulas se mantiene constante
con el tiempo (no se produce ni encogimiento ni hinchamiento).

c) No hay gradiente de concentracién dentro de la esfera.

d) El campo de velocidades dentro del medio poroso esta gobernado por
la ley de Darcy y se considera unidireccional lejos de la capsula.

e) Se considera flujo torsional.

f) La concentracion inicial de RBID en la solucion que rodea a la capsula
es cero.

g) El perfil de velocidad alrededor de las esferas es una solucion al flujo

potencial.

La suposicion (c) implica que se considera cada capsula como un
reactor ideal de mezcla completa, donde la concentracién para un tiempo
determinado en cualquier punto del reactor es la misma.

La suposicion (d) implica que puede haber deslizamiento (slip) en la
superficie de la capsula. Sin embargo, en este trabajo se ha aplicado el
modelo de Brinkman (que es una extension del modelo de Darcy que incluye
el término inercial) que tiene en cuenta la condicion de no deslizamiento (no
slip condition) en la superficie de la capsula, ya que varios trabajos anteriores
han establecido que la ley de Darcy pura no produce resultados satisfactorios
cuando se requiere tomar en cuenta la condicion de contorno de no desliza-
miento (Jecl et al., 2001). Sin embargo, después de varias consideraciones es
posible concluir que el espesor de la capa limite es la millonésima parte del
radio de las esferas (Feng y Michaelides, 1999). Dentro de la capa limite hay
un gradiente de velocidad muy grande en la direccion tangencial, donde la
velocidad se incrementa desde cero hasta el valor calculado por la ley de
Darcy. Debido al espesor relativamente pequeio de la capa limite, es
aceptable despreciarla y considerar que hay un cambio de velocidad en
escalon desde cero (condicion de no deslizamiento) hasta la velocidad de
deslizamiento de Darcy en la direccion tangencial a la superficie (Feng y
Michaelides, 1999).
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Por lo tanto, el espesor de la capa limite del fluido en la superficie de
la esfera es muy pequeia en comparacion con el radio de la esfera y el efecto
de la capa limite en el perfil de velocidades puede ser despreciado. Asi, la
concentracion de RBID en la superficie de la esfera es la misma que dentro de
la esfera, y es posible despreciar la resistencia a la transferencia de materia

en la capa limite.

Un esquema del proceso y del sistema de coordinadas se describe en
la Figura 6.19. La existencia de la esfera crea una perturbacion en el perfil de
velocidades que se limita esencialmente a los alrededores de la esfera. En

puntos alejados de la capsula el perfil es unidireccional.

N

P (xy,2)

v

Figura 6.19. Esquema del sistema de coordinadas y direccion del flujo del proceso

Al comienzo del proceso (t = 0), la RBID comienza a salir de la capsula,
es decir, comienza el proceso de transferencia de materia en continuo desde
la capsula hacia el exterior. La RBID se transfiere a través del agua existente
en el reactor y que rodea a las capsulas. Los dos fluidos (agua y disolucion de
RBID) se mezclan y difunden a través del medio poroso. Sin ninguna pérdida
de generalidad, se considera que la concentracion inicial de RBID en el medio

poroso es cero (inicialmente se tiene un medio libre de RBID). Después del
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comienzo del proceso de liberacion de RBID (t > 0) se debe considerar la
condicion de contorno en la superficie de las capsulas, es decir, la concentra-
cion de RBID en la superficie de las capsulas, Cy, es constante, o lo que es lo
mismo, la concentracion de RBID en la superficie de la capsula es idéntica que
dentro de la misma, ya que se comporta como un reactor ideal de mezcla

completa.

Por lo tanto, las condiciones de contorno para el fluido situado

alrededor de las capsulas son:

v-n=0 at r=0
(6.8)
v=-U-e, at r—>o®

A partir del campo de velocidades en el medio poroso y utilizando las
condiciones de contorno para el fluido externo (que inicialmente satura el
medio poroso) en la superficie y en el infinito, se obtiene el campo de
velocidades para las capsulas, que es una solucion al problema de flujo
potencial. Es decir (Bird et al., 2002),

3
v =U, 1—(ﬁj cosd (6.9)
r
1(aY] .
v,==-U_|1+—| —| |sin@ (6.10)
2\r

Por conveniencia, se introducen las siguientes variables adimensio-
nales, que se expresan mediante un asterisco (*).
Se considera el radio de la esfera, a, como longitud caracteristica del

proceso, y el tiempo de difusion, 1, = a?/D., como tiempo caracteristico:
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iy = Z zj 2
a a ad a a
. (6.11)
*(x* t*)_ (x )’ V*:L, Pe = 4
CSO Uoo De

Cabe destacar entre estas expresiones adimensionales el nUmero de
Peclet, Pe, que se refiere a la velocidad relativa del proceso de conveccion

con respecto al proceso de difusion.

Sustituyendo las variables adimensionales en las ecuaciones (6.9) y
(6.10), se obtiene el perfil de velocidad adimensional en coordenadas esféri-

cas:

v ¥=—1- cost (6.12)

sin@ (6.13)

U., es la velocidad del fluido en puntos alejados de la capsula, es
decir, el flujo suministrado a través del reactor mediante las bombas peris-
talticas. Sin embargo, como se pretenden simular sistemas reales vivos (por
ejemplo, el corazéon esta en un movimiento continuo de contraccion-
relajacion), se introdujo agitacion en el sistema mediante un agitador orbital,
por esta razon se asumio la existencia de flujo torsional en la suposicion (e).
El flujo torsional se produce por la rotacion del reactor que produce el movi-
miento de las capsulas en contacto con el liquido que rodea a dichas capsulas.
El liquido que rodea las capsulas, debido a la condicion de no deslizamiento
en la pared de las capsulas, sigue el movimiento de las capsulas, generandose

el flujo torsional alrededor de las capsulas. Por tanto, U, sera calculada su-
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mando a la velocidad generada por las bombas, la velocidad debida al flujo
torsional (suministrada por la velocidad de agitacion del agitador orbital).
La velocidad a nivel macroscépico debido al flujo torsional se calcula-

ra como sigue (Papanastasiou, 1994):

B 43
V = a0z, + 2422
g

(6.14)

La ecuacion que gobierna el proceso de transporte de la RBID debe ser

expresada en forma adimensional (Crank, 1975):

*
6L+Pev"‘-V”‘c*:V*zc* (6.15)
ot*

con las siguientes condiciones iniciales y de contorno:

c*(x*,r*)=0 at |x*|>1, t*=0
c*(x*,1*) = H(r*) at |x *| =1, t*>0 (6.16)
c*(x*,r*) >0 as |x*| — o0,

Las ecuaciones (6.12)-(6.16) representan el problema planteado de
difusién-conveccién en continuo. Se espera que a bajos nimeros de Peclet el
proceso de difusion domine en las proximidades de la esfera. Sin embargo, en
puntos mas alejados de la capsula habra regiones donde el proceso de conve-

ccion sea significante.

Segun mostraron los resultados experimentales (Figura 6.11.), el pro-
ceso de transporte de materia se produce dentro de los cien primeros minutos
en todas las condiciones experimentales. Este tipo de procesos se suelen pro-
ducir, como media, durante varias horas, pudiéndose considerar, por lo tanto,

este proceso como un proceso rapido. La solucion en este tipo de procesos
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suele ser obtenida en base a las condiciones de contorno en la superficie y en

el infinito.

Por conveniencia, en las ecuaciones que siguen se omitira el super-
indice (*) de las variables adimensionales. Pero, debe ser recordado, sin em-

bargo, que las variables utilizadas hasta ahora son adimensionales.
La concentracion de RBID en el fluido puede expresarse como un desa-

rrollo normal de la funcion de concentracion c(x,t) como sigue (Feng y
Michaelides, 2001):

c=cy+Pe-ci+---. (6.17)

Un desarrollo de la funcion de concentracion de primer orden es sufi-

ciente para el desarrollo de la solucion.
La expresion analitica final para la concentracion de RBID para proce-

sos de transferencia de materia en continuo rapidos es (Feng y Michaelides,
2001):

c(r,g,t) 2% erfc (2—:/;1] +

+ Pe —l+i2—% erfc r=1 +
2 42 4r 2t
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6.2.2.1.  Perfiles de distribucién de concentracion

Para las aplicaciones practicas de este problema de transporte de ma-
teria como la reparacion de tejidos (terapia celular), es importante conocer
informacion sobre la distribucion de la concentracion del activo encapsulado
alrededor de las capsulas durante todo el proceso de difusion a una determi-
nada distancia del punto de aplicacion, para poder disefar terapias mas efica-

ces en la curacion de ciertas enfermedades.

A partir del modelo descrito por la ecuacion (6.18) es posible generar
una prediccion de las distribuciones de concentracion en funcién del radio, y
las coordinadas angulares, a diferentes tiempos. Para ello, la ecuacion (6.18)
del modelo se representd en coordenadas paramétricas, y el radio adimen-
sional (definido como coordenada radial/radio de las capsulas) se varié desde
0 hasta 3 en ambas direcciones de las capsulas (direcciones “z” e “y”). La
condicion inicial de concentracion en la superficie de la esfera es una res-
puesta instantanea, es decir, la liberacion de RBID se produce desde el inicio
del proceso (t = 0) de forma instantanea (Feng y Michaelides, 2001). Para la
generacion de las distribuciones de concentracion se fijaron diferentes nime-
ros de Peclet (Pe = U.a/D.) que tiene en cuenta la relacion entre el proceso
de conveccion y de difusion. Basados en los datos de velocidad proporcio-
nados por las bombas peristalticas, y los datos de difusividad efectiva obte-
nidos previamente en el proceso en discontinuo, se fijaron diferentes nUmeros

de Peclet para cada condicion experimental.

En las Figuras 6.20., 6.21., 6.22., 6.23., 6.24., y 6.25., se muestran
los graficos de contorno que definen las distribuciones de concentracion para
las diferentes condiciones experimentales de concentracion de alginato y peso

molecular de RBID.
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Las Figuras 6.20. y 6.21. muestran los graficos de contorno que
definen las distribuciones de concentracion para bajos pesos moleculares de
RBID (10 KDa) para las dos concentraciones de alginato estudiadas (1,2 y 3,0 %

en peso).

En estas graficas se puede observar que cerca de la superficie de la
capsula (r<1,2) la distribucién de concentracion no varia significantemente
durante los minutos que dura el proceso de transferencia de materia.

Sin embargo, se observa un cambio significativo en las lineas de la
distribucion de concentracion mas lejos de la superficie (r>1,5). Esto es una
indicacion de que se alcanza rapidamente la condicion de equilibrio en las
proximidades de la esfera, y que sin embargo, la RBID se transfiere a una
mayor velocidad en regiones mas exteriores debido a la influencia del flujo
suministrado por las bombas peristalticas. El aspecto (desde arriba hacia
abajo) de la Figura 6.20a y 6.21a para tiempos cortos subraya la poca
importancia de la conveccion que se produce por el flujo vertical del fluido
externo. A mayores tiempos (Figura 6.20b, 6.20c, 6.21b, 6.21c) el proceso de
conveccion se hace algo mas importante, como la simetria de las lineas de la
distribucion de concentracion muestran, debido al flujo vertical del fluido
externo. Pero sin embargo, para este peso molecular no se aprecia una in-

fluencia de la conveccion en el proceso global de la transferencia de materia.
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Las Figuras 6.22. - 6.25. muestran los graficos de contorno que definen
las distribuciones de concentracion para altos pesos moleculares de RBID (40 y
70 KDa) para las dos concentraciones de alginato estudiadas (1,2 y 3,0 % en

peso).

A partir de las Figuras 6.22.- 6.25. es posible observar que las lineas
de concentracién no varian de forma significativa de izquierda a derecha
(direccion y) durante el tiempo total que tarda en producirse el proceso de
transferencia de materia.

Sin embargo, es posible observar una mayor variacion en el gradiente
de concentracion en la direccion del flujo (desde arriba hacia abajo, direccion
z) desde el principio del proceso de transferencia de materia. Para altos pesos
moleculares de la RBID, ésta se transfiere en la direccion del flujo suminis-
trado por las bombas, y no en la direccion opuesta. Esto muestra la importan-
cia de la conveccion con respecto al proceso de difusion a altos pesos molecu-
lares de la RBID. Un incremento en la liberacion acumulada de RBID debe ser
producido por una reduccién de la velocidad de difusion para que pueda
incrementarse el efecto relativo de la conveccion con respecto al proceso de

difusion, reflejado en el numero de Peclet.
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A partir de la Figura 6.26. se observa la evolucion de los perfiles de
distribucion con el aumento del peso molecular de la RBID, pudiéndose
observar un aumento de la contribucién de la conveccion en la transferencia

de materia, a medida que se va aumentando el peso molecular de la RBID.
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6.3. CONCLUSIONES

Con el objetivo de simular la liberacion de proteinas en medios fisio-
logicos y el transporte de proteinas a través de un tejido o un drgano desde
capsulas poliméricas, se llevaron a cabo estudios de transferencia de materia
en discontinuo y continuo, respectivamente, mediante un novedoso método
basado en una perturbacion simple generada con RBID, que simula el compor-
tamiento de las proteinas.

A partir del trabajo experimental, es posible concluir que las intera-
cciones electrostaticas juegan un papel muy importante en la liberacion acu-
mulada de la RBID desde las capsulas poliméricas. A partir de los datos expe-
rimentales se puede observar una liberacion de RBID contraria a la esperada,
ya que las moléculas con menor peso molecular muestran la menor liberacion
acumulada. Este comportamiento se puede asignar a la presencia de intera-
cciones electrostaticas. Debido al caracter anfotero de la RBID, la atraccion
de la RBID con el alginato puede verse disminuida en el caso de altos valores
de pH como resultado de interacciones electrostaticas desfavorables. Jugando
con este aspecto es posible conseguir dispositivos de liberacion controlada
dependientes del pH, resultando en procesos de reconocimiento de proteinas.

Este comportamiento de la RBID hace que esta macromolécula sea
muy similar a las proteinas, pero en particular la RBID imita el comporta-
miento de una clase especial de proteinas, las glicoproteinas, con una estruc-
tura quimica realmente similar con la RBID. Varios factores de crecimiento,
tales como el VEFG, son glicoproteinas. Por lo tanto, el estudio de la libera-
cion de VEFG desde capsulas poliméricas puede ser simulado mediante la
RBID, que es mucho mas barata que los factores de crecimiento.

Ademas, los datos experimentales también muestran que las concen-
traciones altas de alginato llevan a mayores liberaciones acumuladas de RBID,

debido al mecanismo de formacion de las capsulas.

Basado en el trabajo experimental, y en estudios teoricos de transfe-

rencia de materia de varios autores, fueron predichos los coeficientes de
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transferencia de materia para el proceso en discontinuo y los perfiles de con-
centracion en el caso del proceso en continuo.

A partir del estudio de transferencia de materia en discontinuo, se
puede concluir que disminuye la velocidad de transferencia de materia desde
las capsulas cuando se incrementa el peso molecular de la RBID, debido al
mayor tamano de las moléculas, que tendran una mayor resistencia al libe-
rarse por los poros de la membrana de las capsulas. Ademas, la velocidad de
transferencia de materia disminuye al aumentar la concentracion de alginato,

debido al mecanismo de formacion de la membrana de las capsulas.

A partir de la expresion analitica final para el proceso de transferencia
de materia en continuo, es posible generar una prediccion de las distri-
buciones de concentracion en funcion del radio y las coordinadas angulares, a
diferentes tiempos, para diferentes nimeros de Peclet, que relacionan el pro-
ceso de conveccion con respecto a la difusion.

Las distribuciones de concentracion en el caso de bajos pesos mole-
culares de RBID muestran que se alcanza rapidamente la condicion de equili-
brio en las proximidades de la capsula, y que sin embargo, la RBID se trans-
fiere a una mayor velocidad en regiones mas exteriores.

Sin embargo, las distribuciones de concentracion para la RBID de alto
peso molecular muestran la importancia de la conveccion con respecto al pro-
ceso de difusion. Un incremento en la liberacion acumulada de RBID debe ser
producido por una reducciéon de la velocidad de difusion, para que pueda
incrementarse el efecto relativo de la conveccion con respecto al proceso de

difusion.
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6.4. NOMENCLATURA

Simbolo Descripcion Unidades

a Radio de la capsula cm

A Area superficial externa total cm?

C Funcion de concentracion mg/ml
Concentracion de RBID en el sobrenadante mg/ml

Ceq Concentracion de equilibrio mg/ml

Cs Concentracion de RBID dentro de las capsulas mg/ml

d Distancia entre cargas m

dp Diametro de particula cm

Dy Coeficiente de difusion molecular cm?/s

D. Coeficiente de difusividad efectiva cm?/s

e, €5, €p Vectores unitarios

erfc Funcion de error complementario

f Fuerza electrostdtica N

g Gravedad m/s?

h Coeficiente de transferencia de materia cm/s

H(t) Funcion de escaldn unitario (Heaviside)

K Constante de Coulomb Nm?/C?

n Vector externo

N NUmero de capsulas

P, Polinomio de Legendre

Pe NUmero de Peclet adimens.

q Carga electrostdtica C

r Coordinada radial cm

Re, Numero de Reynolds de particula (d, p v/ p) adimens.

Sc Numero de Schmidt (u / p Dy ) adimens.

Sh Namero de Sherwood (h d, / Dy) adimens.

t Variable temporal s

U. Velocidad lejos de la capsula cm/s

v vector de velocidad
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Simbolo

Ve
Vo
xX,Y,Z

Zy

Letras griegas

DN M D

(0

Descripcién

Volumen de las capsulas

Volumen del sobrenadante

Coordenadas

Distancia entre las capsulas y el fondo

del reactor

Densidad del fluido

Porosidad de las capsulas

Cos 6

Velocidad angular

Tiempo de difusion

Coordenada angular
Viscosidad del fluido

Unidades

cm
cm

cm

cm

kg/m?
adimens.
radianes
radianes/s
adimens.
radianes

kg/ms
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7. APLICACION I: INMOVILIZACION DE CELULAS MADRE PARA
TERAPIA CELULAR

Una vez desarrollada y modelada la técnica de produccion de micro-
capsulas en el intervalo de 20-50 micras, que permita su administracion me-
diante inyeccion Hamilton, se procedera a comprobar la viabilidad y prolifera-

cion de diferentes lineas celulares inmovilizadas en estas microcapsulas.

El objetivo de la terapia celular es remplazar, reparar, o mejorar la
funcion de tejidos u 6rganos dafados. Las células madre adultas pueden ser la
solucion para el tratamiento de muchas enfermedades, ya que pueden dife-
renciarse en los diferentes tipos de células, permitiendo regenerar los tejidos
danados. La utilizacion de células madre embridnicas presenta dificultades

éticas que pueden ser evitadas con la utilizacion de células madre adultas.

Uno de los factores mas importantes que pueden complicar el desarro-
llo de las terapias celulares es la proteccion de las células implantadas del
sistema inmunitario. Una solucion no deseada al inmuno-rechazo es la admi-
nistracion de un coctel de inmuno-supresores que puede producir serios efec-
tos secundarios.

Sin embargo, en este trabajo se propone como solucion al inmuno-
rechazo la encapsulacion de las células en membranas biocompatibles y
selectivamente semipermeables, que aseguran la proteccion mecanica y blo-
quean la entrada de los mediadores inmunes, pero que permiten la difusion
hacia el exterior de las moléculas activas (factores troficos) producidas por
las células, consiguiendo el tratamiento de las enfermedades. Ademas, este
tipo de membranas admiten la entrada de nutrientes y oxigeno, y la salida de
los desechos (Angelova y Hunkeler, 1999; Benoit et al., 1996; De Vos et al.,
2002; Orive et al., 2003, 2004).

Las células encapsuladas ofrecen la ventaja de ser capaces de sinte-
tizar y segregar de forma continua las proteinas especificas, asi como de res-

ponder a las sefales fisiologicas que regulan la secrecion. La membrana de las
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capsulas actlia como una barrera permeable para las moléculas mas grandes,
como los anticuerpos y componentes complementarios, responsables del re-
chazo celular, de tal forma que el transplante en un huésped inmunologi-
camente incompatible se haga posible. Con la apropiada permeabilidad a
moléculas de bajo peso molecular tales como nutrientes, metabolitos, y fac-
tores de crecimiento, se espera que las células encapsuladas mantengan su
funcionalidad dentro de su barrera permeable y segreguen el repertorio nor-

mal de proteinas.

La esclerosis multiple es una enfermedad desmielinizante, neurodege-
nerativa, cronica y no contagiosa del sistema nervioso central.

Envolviendo y protegiendo los axones de las fibras nerviosas (0 neuro-
nas) de las dos partes principales del sistema nervioso central (cerebro y mé-
dula espinal) hay un material compuesto por proteinas y grasas llamado mie-
lina que facilita la conduccion de los impulsos eléctricos entre las neuronas
(Figura 7.1.). La mielina actia a modo de cobertura de un cable eléctrico,

permitiendo, ademas, que los nervios transmitan sus impulsos rapidamente.

Dendritas
Cuerpo de Axén
la celula Hillack
Vaina de

/ mielina

Axtn
Modo de_—"

Ranvier

Figura 7.1. Esquema de una neurona
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En la esclerosis multiple la mielina se pierde en mdlltiples areas dejan-
do en ocasiones cicatrices (esclerosis). Estas areas lesionadas se conocen tam-
bién con el nombre de placas de desmielinizacién o escleroéticas. Si la mielina
se destruye o se lesiona, la habilidad de los nervios para conducir impulsos
eléctricos desde y hacia el cerebro se interrumpe y este hecho produce la

aparicion de los sintomas de la enfermedad.

No existe cura y las causas exactas son desconocidas. A causa de sus
efectos sobre el sistema nervioso central puede tener como consecuencia una
movilidad reducida e invalidez en los casos mas severos. Los devastadores
efectos de esta enfermedad se deben a la muerte de neuronas que no pueden
ser remplazadas, y a la incapacidad de las neuronas supervivientes para
regenerar sus axones.

El sistema nervioso central de un mamifero adulto es practicamente
incapaz de regenerar espontaneamente las estructuras danadas tras una le-

sion.

Estan siendo investigadas diferentes estrategias para el tratamiento
de esta enfermedad, siendo una de las mas prometedoras conseguir llevar
hasta la zona de lesion progenitores neurales que se diferencien “in situ” a
oligodendrocitos mielinizantes que puedan reparar la vaina de mielina danada
y/o aportar factores que faciliten esta reparacion. La aplicacion de factores
neurotréficos ha mostrado la prevencion de la muerte de neuronas y la esti-
mulacion de la regeneracion de los axones danados (Genain et al., 1995;
Linington et al., 1988; Pluchino et al., 2003; Weisser et al., 1998). El enfoque
actual de este tratamiento implica el transplante de diferentes lineas celula-
res (células madre mesenquimales, monocitos y células monoclonales) que

producen un factor trofico en el lugar danado.

Las células madre mesenquimales (MSC) se caracterizan por su capa-

cidad para expresar los marcadores fenotipicos de multiples lineas celulares,
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incluyendo osteoblastos, condroblastos, adipositos, células endoteliales, neu-
ronas, células musculares lisas, mioblastos esqueletales, y mioblastos cardia-
cos. La capacidad de las MSC para auto renovarse y diferenciarse en numero-
sas lineas celulares, hace de estas células el enfoque clinico mas prometedor
para la reparacion o reemplazo de tejidos danados. Las células madre mesen-
quimales tienen la capacidad de producir el factor de crecimiento, SCGF-8
(stem cell growth factor-B) que ejerce su accion en los progenitores hemato-
poyéticos primitivos. Este tipo de citoquina tiene un peso molecular de 25
KDa (Batorsky et al., 2005; Gehling et al., 2000; Ito et al., 2003).

Un monocito es un leucocito, parte del sistema inmune del cuerpo hu-
mano, que protege contra los patogenos transportados por la sangre y que se
mueve con rapidez hacia los sitios de infeccion en los tejidos. Los monocitos
son producidos por la médula dsea a partir de los precursores hematopo-
yéticos, y generan factores de crecimiento tales como el factor endotelial
vascular, VEGF (Vascular Endothelian Growth Factor), el factor fibroblastico
basico, bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), y el factor de necrosis tumoral
alfa (tumor necrosis factor-a) con unos pesos moleculares de 42, 16, y 27
KDa, respectivamente (Gerber et al., 1999; Montrucchio, 1994; Shaulian,
1997). El método ideal para obtener monocitos es el aislamiento por adhe-
rencia a partir de células mononucleadas procedentes de la sangre periférica
(Bennett y Breit, 1994).

Para conseguir el tratamiento de la esclerosis multiple, mediante el
transplante de estas lineas celulares que producen los factores troficos, es
necesario la administracion de las microcapsulas via inyeccion (jeringa
Hamilton con un tamano de aguja de 100 pm), que requiere distribuciones de
tamano de particula comprendidos entre 20 y 50 um. Microcapsulas con una
distribucion de tamano inferior a 20 micras no permiten la encapsulacion del
nimero minimo de células que es necesario para permitir el contacto entre

ellas y su proliferacion.
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Como se vio en el capitulo 2, apartado 2.2., la mayoria de métodos de
microencapsulacion implican la utilizacion de condiciones drasticas (contacto
con disolventes organicos y/o calentamiento durante el proceso), que
normalmente son un gran problema, especialmente para el manejo de bioma-
teriales. Ademas, los trabajos realizados con anterioridad en microencapsu-
lacidn sin la utilizacion de condiciones desfavorables obtienen particulas con
tamanos de particula muy superior al requerido para esta estrategia de

terapia celular (300-1000 pm).

Muchos autores han intentado el proceso de la inmovilizacion celular.
En particular, para la aplicacion que se trata en este trabajo, las microcapsu-
las de alginato-poli-L-lisina-alginato (APA) se han utilizado ampliamente, aun-
que también se ha dedicado mucho esfuerzo en intentar identificar un siste-
ma alternativo de encapsulacion a las clasicas microcapsulas APA (Uludag et
al., 2000). Este sistema clasico proporciona suficiente inmunogenicidad y
mantiene la viabilidad celular; sin embargo, producen problemas asociados
con el transplante directo, que resulta en necrosis celular. Otra desventaja
de las microcapsulas APA es que su membrana es un complejo electrolitico
débil, dando a la microcapsula unas propiedades mecanicas relativamente po-
bres. Ademas, en condiciones “in vivo” a largo plazo surgen serios problemas
relativos con la viabilidad mecanica (Strand et al., 2001). Los mecanismos por
los que se pierde la integridad mecanica a largo plazo pasan por pérdidas en
la membrana de calcio (Sefton et al., 2000) y por la respuesta inmune
(Rihova, 2000). Finalmente, esta inestabilidad mecanica a largo plazo vy la
posible inmunogenicidad se asocian con los altos costes, la inherente cito-
toxicidad de la poli-L-lisina (PLL) (De y Robinson, 2003), y la tendencia de la
capsula de romper en vez de deformar como respuesta a una carga mecanica
critica (Bartkowiak, 1999).

Las microcapsulas de hidroxietil metacrilato-metil metacrilato (HEMA-
MMA) han sido investigadas durante un largo tiempo como alternativa a las

capsulas APA, sin embargo la preparacion de este polimero sintético puede
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requerir la exposicion a disolventes organicos, asi como irradiacion, que no es
deseable para este tipo de aplicaciones.

El quitosano es otra alternativa a las convencionales microcapsulas
APA 'y por ello se ha estudiado para la encapsulacion de farmacos (Gaserod et
al., 1998, 1999; Liu et al., 2004; Zielinski y Aebischer, 1994). Recientemente,
la adicion de poli(etilén glicol) (PEG) ha significado un incremento en la bio-
compatibilidad de las microcapsulas (Chandy et al., 1999). La adicion de PEG
a la membrana de quitosano mejora ligeramente la resistencia de las micro-
capsulas alginato-quitosano, sin embargo, reduce la resistencia de la mem-
brana APA. La integracion del PEG puede, por lo tanto, llevar a una mejora
de la membrana para soportar los cambios fisiologicos del exterior, sin em-
bargo, no mejora la resistencia mecanica de las microcapsulas (Haque et al.,
2005).

Las capsulas producidas por gelificacion ionica con calcio tienen la
desventaja de ser sensibles a agentes quelantes tales como, citrato, fosfato,
y lactato. Ademas, a largo plazo la supervivencia de las capsulas alginato-Ca®*
es limitada. El bario se utiliza normalmente para aumentar la estabilidad me-
canica, y la experimentacion ha demostrado que incluso a bajas concen-
traciones de bario en la solucion gelificante se consigue disminuir sustancial-
mente el “swelling” de las capsulas (Peirone et al., 1998; Zekorn et al.,
1992). Ademas, la generacion de capsulas bario-alginato es una técnica sim-
ple que consiste en una encapsulacion de un Unico paso de entrecruzamiento
de alginato con bario, sin la adicion de la tradicional capa permselectiva de
PLL.

Por tanto, hasta ahora no existe una tecnologia de inmovilizacion de
células que permita obtener microcapsulas biocompatibles con una distri-
bucion de tamano controlada y uniforme en el intervalo entre 20 y 50 micras,
con la suficiente estabilidad mecanica, producidas por la técnica biocompa-
tible de la gelificacion idnica, que permita la administracion via inyeccion

Hamilton.
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Como se describi6 en los apartados 2.5. y 2.7., este grupo de
investigacion ha desarrollado una técnica nueva de encapsulacion basada en
procesos de atomizacién y en soluciones poliméricas no-newtonianas de algi-
nato, que genera microcapsulas en el intervalo de 20-50 micras, con un tama-
fo controlado y uniforme, con un factor de dispersion, Dgo-Dg 1)/Do5, menor
de 1,4.

Por tanto, el objetivo de esta parte del trabajo, sera lograr la
viabilidad celular todas las lineas celulares utilizadas, utilizando la técnica de

encapsulacion desarrollada.
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7.1. PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION DE LAS CELULAS

Primeramente, las células madre mesenquimales y los monocitos,
suministrados por el servicio de Hematologia del Hospital Universitario de
Salamanca, fueron tratados con tripsina y centrifugadas (Internacional
Equipment Co., IEC Centra MP4R) a 1000 rpm durante 10 minutos a 20 °C. El
medio de cultivo fue decantado y las células fueron mezcladas con 4,0 mL de
medio fresco y 50 mL de una solucion de alginato estéril consiguiendo una
concentracion final del 0,7 % en peso. Se utilizaron 1,8 x 10® y 5,7 x 10° de
células madre mesenquimales y monocitos, respectivamente. Por tanto, la

concentracion celular final fue de 3 - 11 x 10* células/mL.

La generacion de las microcapsulas se desarrolldo segin el procedi-
miento descrito en el Capitulo 2. Se prepar6 una suspension de células-algi-
nato al 0,7 % en peso, y se afadio en forma de spray sobre una solucion gelifi-
cante de cloruro barico al 2,0 % en peso. Las condiciones experimentales para

la generacion de las microcapsulas fueron las siguientes:

- Caudal de liquido: 0,006 L/min
- Caudal de aire comprimido: 95 L/min

- Tiempo de gelificacion: 5 minutos

Las capsulas resultantes fueron recogidas mediante filtracion con
filtros estériles de nylon de 0,45 micras de tamano de poro y fueron lavadas
con 30 mL de buffer fosfato salino (PBS). Las microcapsulas con células
inmovilizadas se almacenaron en placas Petry con medio completo de cultivo
DMEM complementado con un 10% de suero fetal bovino, y un 1% de
penicilina/estreptomicina, para cultivo a 37 °C y 5% de CO, en un incubador
(Forma direct heat CO; incubator, Thermo Electron Corp., Hucoa-Erloss,

Model 311). El medio se cambi6 a diario.
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Se realizaron dos producciones de microcapsulas para cada linea celu-
lar. Una de ellas fue dispersada mediante ultrasonidos, y la otra no fue dis-
persada. De esta forma se pudo comprobar el efecto de los ultrasonidos y la

dispersion en la viabilidad celular.

Todas las disoluciones utilizadas, cloruro de bario, alginato sodico, y
PBS fueron autoclavadas utilizando un autoclave de vapor (P-Selecta,
Autester-E) a 121 °C durante 10 minutos. Todo el equipamiento utilizado,
incluido todo el material de vidrio, fue autoclavado a 121 °C durante 20 minu-
tos. Después del autoclavado la solucion de alginato sodico de una viscosidad
de 362 cP pasa a tener una viscosidad de 85 cP, equivalente a una solucion de
alginato sédico al 0,7 % en peso. El aire utilizado para producir la atomizacion
fue aire sintético. La instalacion utilizada para la generacion de las microcap-
sulas fue esterilizada por completo, autoclavando los componentes que lo
posibilitaban y el resto mediante una solucion al 70 % en peso de alcohol. EL
proceso entero fue desarrollado en una campana de flujo laminar de tipo I

(Nuaire, Model NO-UN-425-40DE), bajo condiciones completamente estériles.
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7.2. VIABILIDAD DE LAS CELULAS ENCAPSULADAS

El objetivo principal de esta parte es conseguir la supervivencia de las
células inmovilizadas en las microcapsulas micrométricas generadas con la
nueva técnica basada en procesos de atomizacion. Hasta ahora ningln autor

ha conseguido la inmovilizacion de células en estas condiciones particulares.

Después de realizar la inmovilizacién de las diferentes lineas celulares
en las microcapsulas, se comprobo su supervivencia cada dia mediante el mé-
todo de la sal de tetrazolio o ensayo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-bromuro
2,5-difeniltetrazolio], descrito dentro del Apéndice |, “Materiales y Méto-

dos”, en el apartado D). Todos los ensayos se realizaron durante 15 dias.

La figura 7.2. muestra la viabilidad celular diaria de las células madre
mesenquimales inmovilizadas en las microcapsulas contenidas en 100 pL de
medio de cultivo, volumen representativo del total de la muestra, ya que este
fue dispersado perfectamente. En esta figura se muestra también el efecto de

la dispersion por ultrasonidos de las microcapsulas.
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Figura 7.2. Viabilidad celular para las células madre mesenquimales
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En el caso de las microcapsulas ultrasonicadas, se observd una dismi-
nucion gradual de la viabilidad en los 6 primeros dias del estudio. A partir del
sexto dia la viabilidad permanecié practicamente constante, aproximadamen-
te un 15-20 % de las células dentro de las capsulas se mantuvieron vivas.

En cuanto al caso de las microcapsulas que no fueron dispersadas el
comportamiento fue ligeramente diferente. Se observo una disminucion gra-
dual de la viabilidad dentro de los 6 primeros dias del estudio, pero, en este
caso, la viabilidad continué disminuyendo en una proporciéon menor hasta el

noveno dia, manteniéndose a partir de aqui constante en el 5-10 %.

En cuanto a lo que se refiere a la linea celular de los monocitos, su
comportamiento se muestra en la Figura 7.3. que muestran la viabilidad celu-
lar diaria de los monocitos inmovilizados en las microcapsulas contenidas en
100 pL de medio de cultivo, volumen representativo del total de la muestra,
ya que este fue dispersado perfectamente. También, se llevd a cabo el estu-

dio del efecto de la dispersion por ultrasonidos en la viabilidad celular.
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Figura 7.3. Viabilidad celular para los monocitos inmovilizados en las microcapsulas
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En el caso de las microcapsulas dispersadas fue observada una dismi-
nucién gradual de la viabilidad celular dentro de los 3 primeros dias del estu-
dio. Después del tercer dia la viabilidad permanecio constante en un 25-40 %.

En el caso de las capsulas sin dispersion su comportamiento fue ligera-
mente diferente. Se observo una disminucion gradual en la viabilidad durante
los primeros 9 dias. Después del noveno dia la viabilidad permanecié constan-
te en un 10-20 %.

En todos los casos, inmediatamente después de la encapsulacion la
mayoria de las células fueron viables (93% células madre mesenquimales y 85
% monocitos). La reduccion de la viabilidad celular dentro de los primeros dias
de estudio puede ser debido a que las células necesitan un periodo de acomo-
dacion a las nuevas condiciones dentro de las microcapsulas. Pero sin embar-
go, cabe pensar que la disminucion es demasiado drastica, quedando el nivel

de supervivencia en niveles muy bajos.

Entre los motivos de esta drastica disminucion en la viabilidad celular

cabe destacar las siguientes posibles causas:

- Se ha partido de un nimero inicial de células muy pequeiio, y tenien-
do en cuenta que se necesita un nimero minimo de células para su
proliferacion, es posible que este pequeio nimero de células de parti-
da no sea suficiente para obtener un buen contacto entre ellas que
posibilite su proliferacion.

- Dentro de las microcapsulas, debido a su pequefo tamafo, es posible
que no exista el espacio suficiente para albergar el minimo niumero de
células para su proliferacion.

- Se ha utilizado como método de esterilizacion del alginato sédico el
autoclavado, utilizando 121 °C durante 20 minutos, lo que puede

provocar una debilitacion de la red del alginato, produciéndose una
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débil gelificacion con el cloruro barico. Esta resistencia mecanica tan
debilitada puede no ser el soporte 6ptimo para la proliferacion de las
células, ya que es muy posible que parte de las capsulas, por su debil

estructura, se desintegren con el tiempo.

La dispersion mejora la viabilidad celular. En los casos en los que no
existe la dispersion se observa una reduccion de la viabilidad, esto puede ser
debido a que las microcapsulas necesitan un espacio para que su membrana
permita la entrada de nutrientes y oxigeno, y la salida de desechos. La disper-
sion de las microcapsulas por ultrasonidos las proporciona el espacio requeri-
do para el intercambio bidireccional. Por lo tanto, la ultrasonicacion no solo

permite la viabilidad celular, sino que la incrementa.

La variacion de los datos en los periodos constantes es debido a que no
todas las muestras tomadas de las capsulas contienen células, por lo tanto,

las medidas espectrofotométricas dependen de la muestra tomada.
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7.3. MODIF’ICACI("JN DEL PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION DE
LAS CELULAS

Con el fin de conseguir aumentar la viabilidad celular se introdujeron
las siguientes variaciones en el proceso antes descrito de inmovilizacion de las

células:

- Se incremento el nimero inicial de células llegando hasta el millon de
células por mililitro de disolucion.

- El alginato sodico fue esterilizado mediante radiaccion ultravioleta,
evitando el autoclavado, para mantener intacta la resistencia mecani-
ca de las capsulas.

- Se utilizaron disoluciones de alginato sodico y de cloruro barico de
mayor concentracion en peso, 2 % y 3 %, respectivamente, para
incrementar la resistencia mecanica de las capsulas.

- Se generaron capsulas de gran tamano, en el orden de milimetros,
para observar el comportamiento de las células en un soporte de
mayores dimensiones, que en principio, no limitara su proliferacion

por problemas de espacio.

En este caso solo se utilizd una Unica linea celular, los monocitos, para el

proceso de inmovilizacion.

7.3.1. Descripcion de la generacion de las microcapsulas

Primeramente, los monocitos, suministrados por el servicio de Hema-
tologia del Hospital Universitario de Salamanca, fueron tratados con tripsina'y
centrifugadas (Internacional Equipment Co., IEC Centra MP4R) a 1000 rpm
durante 10 minutos a 20 °C. El medio de cultivo fue decantado y las células
fueron suspendidas en 2,0 mL de medio de cultivo DMEM complementado con
un 10 % de suero fetal bovino, y un 1% de penicilina/estreptomicina. Se

utilizaron 12,0 x 10® de monocitos.
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Se quiere obtener una concentracion final de células de 1,0 x 10° de
células por mL de solucion, para ello el volumen inicial, los 2 mL de medio-
células, tienen que ser llevados a un volumen final de 12,0 mL. Para evitar
una agitacion excesiva de las células, que puede romper las membranas
celulares, se prepararon previamente 10,0 mL de disolucion alginato-medio a
los que posteriormente se les afadieron los 2 mL de la suspension de células
en medio de cultivo completo. Los 10,0 mL de solucion de alginato-medio se
prepararon disolviendo la cantidad de reactivo (previamente irradiado con luz
ultravioleta para su esterilizacion), necesario para obtener 12,0 mL de

solucion al 2,0 % en peso, en medio.
a) Generacion de microcapsulas por procesos de atomizacion

La generacion de las microcapsulas por procesos de atomizacion se
desarrollé segln el procedimiento modificado descrito en el apartado 2.7. Se
tomaron 11 mL de la suspension de células-alginato-medio al 2 % en peso (de
los cuales se aprovecharon 10 mL, descontando las pérdidas), y se anadié en
forma de spray sobre una solucion gelificante de cloruro barico al 3 % en
peso. Las condiciones experimentales para la generacion de las microcapsulas

fueron las siguientes:

- Caudal de liquido: 0,018 L/min
- Caudal de aire comprimido: 21 L/min

- Tiempo de gelificacion: 5 minutos

Las capsulas resultantes fueron recogidas mediante filtracion con
filtros estériles de nylon de 0,45 micras de tamano de poro y fueron lavadas
con 30 mL de buffer fosfato salino (PBS). Las microcapsulas con células
inmovilizadas se almacenaron en placas Petry con 20 mL de medio completo
de cultivo DMEM complementado con un 10% de suero fetal bovino, y un 1% de

penicilina/estreptomicina, para cultivo a 37 °C y 5% de CO, en un incubador
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(Forma direct heat CO, incubator, Thermo Electron Corp., Hucoa-Erloss,

Model 311). El medio se cambio a diario.

Las disoluciones utilizadas, cloruro de bario y PBS fueron autoclavadas
utilizando un autoclave de vapor (P-Selecta, Autester-E) a 121 °C durante 10
minutos. Todo el equipamiento utilizado, incluido todo el material de vidrio,
fue autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. El aire utilizado para producir
la atomizacion es aire sintético. La instalacion utilizada para la generacion de
las microcapsulas fue esterilizada por completo, autoclavando los componen-
tes que lo posibilitaban y el resto mediante una solucion al 70 % en peso de
alcohol. El proceso entero fue desarrollado en una campana de flujo laminar
de tipo Il (Nuaire, Model NO-UN-425-40DE), bajo condiciones completamente

estériles.

b) Generacion de microcapsulas mediante extrusion

La generacion de las microcapsulas se produjo por el proceso de
extrusion. Se tomo 1 mL de la suspension de células-alginato al 2 % en peso
(del cual se aprovecharon 0,7 mL, descontando las pérdidas), y se aiadio en
forma de gotas con una jeringuilla estéril de aguja de 25 G sobre una solucion
convenientemente agitada de cloruro de bario al 3 % en peso. Para permitir
que se complete en su totalidad la reaccion de gelificacion idnica, las capuz-
las se mantuvieron 2 minutos con agitacion continua. Se produjeron capsulas
con un tamano de 2,5 mm.

Las capsulas resultantes fueron recogidas mediante filtracion con
filtros estériles de nylon de 0,45 micras de tamano de poro y fueron lavadas
con 30 mL de buffer fosfato salino (PBS). Las capsulas con células inmoviliza-
das se almacenaron en placas Petry, con 20 mL de medio completo de cultivo
DMEM complementado con un 10% de suero fetal bovino, y un 1% de

penicilina/estreptomicina, para cultivo a 37 °C y 5% de CO, en un incubador
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(Forma direct heat CO, incubator, Thermo Electron Corp., Hucoa-Erloss,

Model 311). El medio se cambi6 a diario.

Las disoluciones utilizadas, cloruro de bario y PBS fueron autoclavadas
utilizando un autoclave de vapor (P-Selecta, Autester-E) a 121 °C durante 10
minutos. Todo el equipamiento utilizado, incluido todo el material de vidrio,
fue autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. El proceso entero fue
desarrollado en una campana de flujo laminar de tipo Il (Nuaire, Model NO-

UN-425-40DE), bajo condiciones completamente estériles.

7.3.2. Viabilidad de las células encapsuladas

Después de realizar la inmovilizacién de las células en las capsulas
generadas por procesos de atomizacion (micrométricas) y de extrusion
(milimétricas), se comprobd su supervivencia cada dia mediante el ensayo
MTT, descrito en el Apéndice |, “Materiales y Métodos”, en el apartado D).
Los ensayos se realizaron durante 15 dias.

Se realizo un calibrado absorbancia-nimero de células, con el objetivo

de conocer el nUmero exacto de células que habia en cada momento.

Calibracion absorbancia-numero de células:

El ensayo MTT, como puede verse en el apéndice |, “Materiales y
Métodos”, proporciona diferentes valores de absorbancia en funcion de la
viabilidad celular. Esta absorbancia debe ser asociada a una cantidad fija de
células. Por ello, se realizoé una calibracion previa con el objeto de transfor-
mar los valores obtenidos de absorbancia en nUmero de células vivas. Se par-
tio de un numero conocido de células y se analizaron diferentes volimenes,
con una concentracion de células conocida, mediante el método MTT, a tra-

vés de un lector de placas ELISA (Expert Plus, ASYS).
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A partir de una suspension inicial de monocitos de 1,180 x 10® en 1235
puL de medio completo de cultivo, se tomaron diferentes volumenes con
numero conocido de células, y se diluyeron hasta 200 pL rellenando el
volumen restante con medio fresco de cultivo. A partir de aqui se realizo el
ensayo MTT en un lector de placas ELISA para obtener las medidas de la
absorbancia para las diferentes muestras. En la tabla 7.1. se pueden ver los
volumenes tomados a partir de la suspension inicial, el nUmero de células que
contienen, asi como su absorbancia. Para cada volumen se tomaron 4 medi-

das.

Tabla 7.1: Datos experimentales para la obtencion de la curva de calibrado

V [pL] N° células Absorbanciameqia
200 191000 0,2423
160 153000 0,2168
140 134000 0,2024
120 115000 0,1938
100 96000 0,1735
80 76000 0,1608
60 57000 0,1248
40 38000 0,0805
20 19000 0,0460
10 9500 0,0185
5 4800 0,0018

La curva de calibrado obtenida muestra claramente dos zonas bien
diferenciadas (Figura 7.4.). Por lo tanto, con el objetivo de minimizar los
errores a la hora de calcular el nUmero de células a partir de medidas de
absorbancia, se optdé por separar la curva de calibrado en dos rectas, para

concentraciones inferiores y superiores a 80000 células (Figura 7.4.).
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Figura 7.4. Rectas de calibrado

Viabilidad de las células encapsuladas:

La figuras 7.5. y 7.6. muestran la viabilidad celular total de los mono-

citos inmovilizados en las capsulas micrométricas y grandes, respectivamente.

En la Figura 7.5. se puede observar que la viabilidad celular en las
capsulas micrométricas aumenta hasta 3 veces la inicial. Durante los 6 prime-
ros dias se produce un aumento constante, para después mantenerse aproxi-

madamente constante hasta el final del test.

En la figura 7.6. se puede comprobar que la viabilidad celular crece,
al igual que en el anterior caso, hasta 3 veces. En este caso el aumento es
constante durante los 15 dias, produciéndose un mayor aumento en los Alti-

mos dias.
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Figura 7.5. Viabilidad celular para los monocitos inmovilizados en las capsulas
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Es posible observar que la viabilidad es aproximadamente la misma
para ambos soportes, no influyendo por lo tanto el tamafno de las capsulas en
la viabilidad celular, es decir, el tamafno no limita la proliferacion por proble-

mas de espacio.

La variacion de los datos es debido a que no todas las capsulas
contienen células, dependiendo por lo tanto, las medidas espectrofotométri-

cas de la muestra tomada.

Con la modificacion del método inicial de inmovilizacion de las células
se ha conseguido sin duda mejorar la viabilidad celular, ya que no solo se
mantiene sino que existe proliferacion celular, cosa que no ocurria con el
primer método, en el que la viabilidad se reducia de forma drastica en los

primeros dias, para luego mantenerse constante en niveles minimos.
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7.4. CONCLUSIONES

Se ha conseguido la inmovilizacion de células madre mesenquimales y
monocitos dentro de las capsulas generadas segun la técnica desarrollada en
este trabajo. Este hecho es un éxito en los avances del tratamiento de la
enfermedad de la esclerosis multiple, ya que estas capsulas con las células
inmovilizadas pueden ser administradas sin ningin problema mediante
inyecciones Hamilton o aerosol, debido al reducido tamano de las capsulas

generadas con la nueva técnica desarrollada.

De esta investigacion se puede concluir que los factores que influyen

en la viabilidad celular son:

- Las células necesitan contacto entre si para conseguir la proliferacion,
y por ello al aumentar la concentracion celular hasta un millon de
células por mililitro de disolucion, se aumenta la proliferacion de las
mismas.

- El método de esterilizacion del polimero influye de manera significa-
tiva en la resistencia mecanica de las capsulas, dependiendo de este
factor la proliferacion de las células. Se comprobd que es preferible la
irradiacion con luz ultravioleta antes que el autoclavado.

- Las capsulas con tamaio comprendido entre 20 y 50 micras no ofrecen
limitaciones espaciales para la proliferacion de las células. Se ha
comprobado que al pasar de 20-50 micras a 2,5 mm no aumenta signi-
ficativamente la proliferacion.

- La dispersion por ultrasonidos mejora la viabilidad celular, ya que
proporciona el espacio requerido para el intercambio bidireccional de

nutrientes, oxigeno y productos de desecho.
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7.6. DIFUSION DE RESULTADOS.

Los resultados derivados del Capitulo 7 se difundieron a través de un

congreso internacional y un articulo internacional:

Autores: Eva M.M. Del Valle, Edgar P. Herrero, M.A. Galan
Titulo: Development of a new technology of microencapsulation to

cell therapy based on air-blast atomizers.

Congreso: XVII International Conference on Bioencapsulation
Ciudad: Groningen, Netherlands.
Fecha: 24-26 Septiembre 2009.

Participacion: Comunicacion Oral (03-4).

Autores: Edgar P. Herrero, Eva M.M. Del Valle, M.A. Galan

Titulo: Immobilization of mesenchymal stem cells and monocytes in
bio-compatible microcapsules to cell therapy.

Revista: Biotechnology Progress, 23 (2007) 940-945.

Impacto: 2,224 (ano 2007).

A continuacion, se adjunta una copia del articulo publicado en la

revista internacional Biotechnology Progress:
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Immobilization of Mesenchymal Stem Cells and Monocytes in Biocompatible

Microcapsules to Cell Therapy

Edgar P. Herrero, Eva M. Martin Del Valle,* and Miguel A. Galin

Department of Chemical Engineering, University of Salamanca, P/Los Caidos S/N, 37008 Salamanca, Spain

The aim of cell therapy is to replace, repair, or enhance the function of damaged tissues or
organs. Several factors complicate the development of cellular therapies. Of primary importance
is protection of the implanted cells from the host’s immune system. Cells are encapsulated in
selectively semipermeable and biocompatible membranes that block entry of immune mediators
but allow outward diffusion of active molecules produced by the cells. The immobilization of
mesenchymal stem cells and monocytes, in micrometric (30—60 wm) alginate—barium
microcapsules based on atomization processes, has been achieved successfully. This size is
necessary to the administration of microcapsules via injection (Hamilton syringe with a needle
size of 100 um) and aerosol. Microencapsulated cells survive at least 2 weeks after preparation

in vitro.

Introduction

Cell therapy is one of the most exciting fields in translational
medicine. It stands at the intersection of a variety of rapidly
developing scientific disciplines: stem cell biology, immunol-
ogy, tissue engineering, molecular biology, biomaterials, trans-
plantation biology, regenerative medicine, and clinical research.
Cell-based therapy may develop into a new therapeutic platform
to treat a vast array of clinical disorders.

The aim of cell therapy is to replace, repair, or enhance the
function of damaged tissues or organs. The adult stem cells
could be the solution to the treatment of the most devastating
diseases of Humanity since they can differentiate the different
types of cells, allowing us to regenerate damaged tissues.
Mesenchymal stem cells (hMSC) are characterized by their
ability to express phenotypic markers of multiple cell lineages,
including osteoblasts, chondroblasts, adipocytes, endothelial
cells, neurons, smooth muscle cells, skeletal myoblasts, and
cardiac myocytes. The ability to self-renew and differentiate
into numerous cell types makes the use of hMSC to repair or
replace damaged tissues a promising approach to many clinical
problems. hMSC have the ability to produce a growth factor,
SCGF-f (stem cell growth factor-/3) that exerts its action on
primitive hematopoietic progenitor cells. In combination with
other hematopoietic growth factors, such as granulocyte—
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and erythro-
poietin, SCGF stimulates the formation of erythroid and
granulocyte—macrophage colonies. This novel cytokine has a
molecular weight of 25 KDa (/—3).

A monocyte is a leukocyte, part of the immune system of
the human body, that protect against blood-borne pathogens and
moves quickly to sites of infection in the tissues. Monocytes
are produced by the bone marrow from hemeatopoietic stem
cell precursors and produce growth factors, such as VEGF
(vascular endothelial growth factor), bFGF (basic fibroblast
growth factor), and TNF-a (tumor necrosis factor-o) with
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molecular weights of 42, 16, and 27 KDa, respectively, that
are very important to the angiogenesis (4—06).

Several factors complicate the development of cellular
therapies. Of primary importance is protection of the implanted
cells from the host’s immune system to prevent the freshly
grafted cells from attack by native killer cells. A highly
undesirable solution to immunorejection is the regular admin-
istration of a cocktail of immunosuppressants that can result in
serious side effects. The natural mechanisms for identification
and elimination of foreign bodies are well-understood.

Then, in this work the cells will be encapsulated in selectively
semipermeable and biocompatible membranes that block entry
of immune mediators but allow outward diffusion of active
molecules produced by the cells that will allow the treatment
of the diseases and assures the mechanical protection. In
addition, this membrane permits the entry of nutrients and
oxygen, and the exit of waste (7—//). Finally, to achieve the
cell therapy, the administration of the microcapsules is needed
via injection (Hamilton syringe with a needle size of 100 xm)
and aerosol that requires particle diameters between 30 and 60
um. Microcapsules smaller than 30 um do not permit the
encapsulation of the minimal number of cells that are needed
to allow the contact between cells and proliferate.

Most methods of microencapsulation involve one of two harsh
conditions (contact with an organic solvent and/or heating during
processing) which usually is a problem, especially for bioma-
terials handling (/2—16). The previous work done on microen-
capsulation without harsh conditions produced capsules with
diameters ranging between 300 and 1000 xm (/7—23).

Many authors have tried the cell immobilization. In particular,
alginate-polyL-lysine—alginate (APA) microcapsules had been
extensively used for this application, while much effort had also
been focused on identifying an alternative encapsulation system
to the classical APA microcapsules (24). This classical system
provides sufficient immunogenicity and supports cell viability;
however, it produces problems associated with direct transplan-
tation resulting in cell necrosis. Another disadvantage of APA
microcapsules is that the alginate—polysine membrane, a weak
polyelectrolyte complex, gives the microcapsules relatively poor
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mechanical properties. In addiction, serious questions regarding
mechanical viability arise over long-term “in vivo” conditions
(25). Possible mechanisms for a loss of long-term mechanical
integrity include membrane calcium loss (26) and host immune
responses (27). Finally, this long-term mechanical instability
and possible immunogenicity is coupled with high costs, the
inherent cytotoxicity of PLL (28), and the tendency for the
capsule to rupture instead of deform in response to a critical
mechanical load (29).

Hydroxyethyl methacrylate—methyl methacrylate (HEMA—
MMA) has long been investigated as an alternative to APA
microcapsules, but the preparation of this synthetic polymer can
require exposure to organic solvents, toxic monomers, high
temperatures, and irradiation, which may be undesirable for this
applications.

Chitosan is another alternative to the conventionally studied
APA microcapsules and has been studied for the encapsulation
of drugs (30—33). More recently, the addition of poly(ethylene
glycol) (PEG) has been suggested as a means of increasing
biocompability of microcapsules (34). The addition of PEG to
the chitosan membrane slightly improved the strength of the
alginate—chitosan microcapsules; however, it reduces the
strength of the APA membrane. The integration of PEG may
therefore lead to improvements of the membrane to sustain
exterior physiological changes; however, it does not improve
the mechanical strength of the microcapsules (35).

Ca®" cross-linked beads have the disadvantage of being
sensitive to chelators such as citrate, phosphate, and lactate.
Thus, long-term survival of solid Ca>" cross-linked alginate
microcapsules is limited. Barium is commonly used to increase
the mechanical stability, and experiments have shown that even
low molar concentrations of barium in the gelling solution can
substantially decrease the capsule swelling (36, 37). In addiction,
the production of barium—alginate microcapsules is a simple
technique that consists of one-step encapsulation with alginate
cross-linked with barium, without a traditional permselective
layer such as PLL.

Until now there is not a described cell immobilization
technology that allows one to obtain micrometric biocompatible
microcapsules (30—60 um) with enough mechanical stability,
of controlled size and uniformity, on the basis of the reaction
of ionic gelification of barium—alginate, to achieve the admin-
istration of the microcapsules via injection and aerosol to cell
therapy.

However, previous studies of this investigation group (38),
based on atomization processes, have developed a new technol-
ogy of production of microcapsules based on a non-Newtonian
fluid alginate solutions, which produced alginate—barium mi-
crocapsules ranging between 1 and 50 ym, with controlled size
and a particle size distribution with a relative span factor, (D0.9-
DO0.1)/D0.5, less than 1.4. The effect of the alginate solution
viscosity and flow rate and the air flow rate were studied.
Smaller microcapsules were produced at lower alginate flows,
higher air flow rates, and lower alginate viscosity. Also, a
mathematical semiempirical model, based on the wave mech-
anism, was developed to predict the size of the microcapsules
produced by atomization (39).

The encapsulated cells offer the advantages of being able to
continuously synthesize and secrete cell-specific proteins as well
as respond to physiological signals by regulating the secretion.
The capsule membrane acts as a permeability barrier for large
molecules, such as antibodies and complementary components,
responsible for cell rejection so that transplantation into an
immunologically incompatible host becomes feasible. With the
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appropriate permeability to lower molecular weight nutrients,
metabolites, and growth factors, the encapsulated cells are
expected to remain functional within this permeability barrier
and secrete the normal repertoire of proteins.

This investigation has been carried out through several studies
on the size of pores of the microcapsules by the molecular
weight cutoff. Del Pozo et al. (40) considered an innovating
technique that consists of the microencapsulation of a colored
substance that is available in several molecular weights (10—
70 KDa), rhodamine B isothiocyanate—dextran. This allows the
monitoring of its release by spectrophotometer measure, and
because it is available in diverse molecular weights, it allows
one to simulate different kinds of molecules that are of interest.
This study shows the best work conditions to achieve a
controlled release of the biosubstances that secrete the cell
immobilized in the microcapsules. The sodium alginate con-
centration (1—3 wt %) is the bigger influencing factor. When
sodium alginate concentration increases or his molecular weight
decreases, the rhodamine release increases and then the pore
size is bigger. This study revealed that microcapsules produced
with calcium have a pore size bigger than those produced with
barium. When cations concentration (2—4 wt %) decreases, the
rhodamine release increases and then the pore size is bigger.

On the basis of this new technology of producing very small
microcapsules with a high mechanical stability, the main aim
of this work is to achieve the cell immobilization of two different
cell lines, mesenchymal stem cells and monocytes, using this
technology. Cell viability will be investigated using MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) as-
say.

Materials and Methods

Materials. Sodium alginate from macrocystis pyrifera (me-
dium viscosity) was purchased from Sigma Chemicals, barium
chloride dihydrate, reagent grade, was purchased from Scharlau,
and 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT solution) and 0.1 N HCI in anhydrous isopropyl
alcohol (MTT solvent) were purchased from Sigma Chemicals;
0.45 um filters were obtained from Millipore. Air ALPHAGAZ
pure air was supplied by Air Liquide.

Cell Lines. Two different cell lines were used in this study;
mesenchymal stem cells and monocytes from bone marrow were
obtained from the Hematology Service of the University
Hospital of Salamanca.

Complete growth medium consisting of Dulbecco’s modified
Eagles medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf
serum and 1% penicillin/streptomycin was provided for the
Hematology Service of the University Hospital of Salamanca.

Production of Microcapsules. Mesenchymal stem cells and
monocytes were treated with trypsin and then centrifuged
(International Equipment Co., IEC Centra MP4R) at 1000 rpm
for 10 min at 20 °C. The medium was decanted, and the cells
were mixed with 4.0 mL of fresh medium and 50 mL of sterile
alginate solution to attain a concentration of 0.7%. The amounts
of 1.8 x 10° and 5.7 x 10° of mesenchymal stem cells and
monocytes, respectively, were used.

The generation of the microcapsules is described by Herrero
et al. (38) and can be described briefly as follows. Sodium
alginate (0.7% (w)) was fed from a beaker to an atomization
nozzle of 1.8 mm by air intake. After that, sodium alginate is
sprayed at 0.006 L/min into a crystallizer containing 1000 mL
of hardening solution and 2% (w) barium chloride solution,
which induces the gelation. The device to the atomization works
with pressurized air that mixes with the liquid, forcing liquid
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droplets out through the orifice of the nozzle. The air flow and
pressure were set at 95 L/min and 2 bar, respectively. The
distance between the orifice of the atomization nozzle and the
pan was fixed at 0.14 m. The microbeads were kept 5 min under
cross-linked conditions to form a semipermeable membrane. The
resultant microbeads were collected by filtration (0.45 um filters)
and washed with 30 mL of phosphate buffered saline (PBS).
The microcapsules were stored in a plate dish with complete
growth media DMEM supplemented with 10% fetal calf serum
and 1% penicillin/streptomycin for culturing at 37 °C and 5%
CO in an incubator (Forma direct heat CO, incubator, Thermo
Electron Corp., Hucoa-Erloss, Model 311). The medium was
changed once every day.

Two productions of each cell line encapsulation were
prepared: one was dispersed by ultrasonication, and the other
was not dispersed to find out the ultrasonication effect on the
cell viability.

All solutions used, barium chloride, sodium alginate, and
PBS, were autoclaved using a steam sterilizer (P-Selecta,
Autester-E) at 121 °C for 10 min. All the equipment used,
including all the glassware, was autoclaved at 121 °C for 20
min. After sterilization, the sodium alginate solution of 362 cP
of viscosity turns into a solution of 85 cP. The air used to
atomize the sodium alginate—cells suspension is pure air. The
device to the microcapsule production was sterilized by passing
a 70% alcohol solution through it. The whole process was
performed under sterile conditions in a class I laminar flow
hood (Nuaire, Model NO-NU-425-40DE).

Particle Size Analysis. We have obtained the particle size
distribution of the microcapsules produced with laser diffrac-
tometry. To do that, we have used a Mastersizer 2000 particle
size analyzer. This device utilizes the phenomenon of scattered
light from a laser beam projected through a stream of particles.

The droplet size distribution is frequently characterized by
its Sauter mean diameter (SMD), which is the diameter of that
drop whose volume/surface ratio value is the same as the
arithmetic mean of volume/surface values on the total number
of drops belonging to the sample spray under examination.
Usually the concept of SMD is defined as

[ p'dv
[ AN

where D is the droplet diameter and dN stands for the percentage
of the total number of droplets with a diameter contained in
the interval [D,D+dD].

The SMD is influenced by the properties of the atomized
and atomizing fluids and by the nozzle design and operating
conditions.

Image Analysis. The photographs of the microcapsules were
taken with a scientific digital firewire color camera system Leica
DFC280 connected to an optical microscope Leica DM1000.

Method of Testing Viability of Encapsulated Cells. En-
capsulated cell viability was assessed using the MTT assay, first
described by Mosmann in 1983 (4/). Previously established
procedures as described by Uludag and Sefton were used with
some modifications (42). The reduction of tetrazolium salts is
widely accepted as a reliable way to examine the cell viability
in microcapsules. This viability test is based on the ability of a
mitochondrial dehydrogenase enzyme from viable cells to cleave
the tetrazolium rings of the pale yellow MTT and form dark
blue formazan crystals which are largely impermeable to cell
membranes, thus resulting in their accumulation within healthy

SMD = Q)]
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Figure 1. Alginate—barium microcapsules (40 x objetive x 3 x optical
zoom).

cells. Solubilization of the cells by the addition of a detergent
results in the liberation of the crystals which are solubilized.
The number of surviving cells is directly proportional to the
level of the formazan product created. The color can then be
quantified using a simple colorimetric assay. The results can
be quantified by spectrophotometric means.

The viability tests were carried out using 100 xL of culture
medium with microcapsules per well of a 96-well microplate.
Aseptically 20 uL of MTT solution (Sigma-Aldrich, 5 mg/mL
in RPMI-1640) were added to each well and incubated at 37
°C for 3.5 h. After the incubation period, cultures were removed
from the incubator, and the resulting MTT formazan crystals
were dissolved by adding the MTT solvent (0.1 N HCI in
anhydrous isopropyl alcohol) directly to the culture in an amount
equal to the original culture volume (100 u«L). Wells were read
within | h after adding the MTT solvent. Pipetting up and down
(trituration) is required to completely dissolve the MTT for-
mazan crystals. Absorbance of each well was then measured in
a spectrophotometer using a wavelength of 570 nm, with the
reference wavelength set at 690 nm. Blanks consisting of
complete culture medium without cells were also analyzed.

Results and Discussion

Preliminary Characterization. Microcapsules were studied
before cell immobilization to its characterization. On the basis
of the previous studies, the best conditions were chosen to
produce the microcapsules, with a good mechanical strength,
in the range between 30 and 60 x#m so they can be administered
via injection and aerosol. Also, the size of the pores of the
capsules should be in the range between 16 and 42 KDa to allow
the release of the growth factors that secrete the mesenchymal
stem cells and the monocytes. A low alginate concentration (0.7
wt %), a barium concentration of 2.0 wt %, and a high air flow
rate (95.0 L/min) were chosen. A medium molecular weight
sodium alginate and a low alginate flow rate (0.006 L/min) were
used that, as well as producing smaller microcapsules, help to
save the high added value products used in this work (mesen-
chymal stem cells and monocytes). With these conditions
microcapsules with a Sauter mean diameter of 53.46 um are
achieved, as is shown in Figure 1. Microcapsules displayed a
consistent appearance of spheres.

Finally, an exhaustive study of the tensile strength of the
microcapsules was carried out by the Ceramics Technology
Institute (Castellon, Spain), obtaining satisfactory results of
mechanical strength of the microcapsules.

Viability of Encapsulated Cells. The main aim in the present
work is to achieve the viability of cells immobilized in
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Figure 2. Cell viability for mesenchymal stem cell microcapsules.
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Figure 3. Cell viability for monocyte microcapsules.

micrometric microcapsules (30—60 xm) produced by atomiza-
tion processes. Nobody has achieved the cell immobilization
in these conditions before.

To test whether the cells could survive within the micrometric
alginate—barium microcapsules, the cell viability was monitored
every day for a period of 13—15 days using an MTT assay.
Figure 2 represents the mesenchymal stem cells viability for
the microcapsules contained in 100 «L of culture medium.
Figure 3 represents the monocytes viability for the microcapsules
contained in 100 4L of culture medium. Both figures show, as
well, the effect of the dispersion of the microcapsules by
ultrasonication. Figures 2 and 3 show similar behavior, but with
some differences.

Mesenchymal stem cells line behavior is shown in Figure 2.
The influence of the dispersion was also tested by ultrasonication
in the cell viability (Figure 2 (M)). The cell viability was
monitored daily for 15 days. In the ultrasonicated microcapsules
was observed, within the first 6 days after encapsulating, a
gradual decrease in cell viability. After the sixth day the cell
viability remained almost constant. At this point approximately
15—20% of the cells within the beads were alive. With regard
to the microcapsules without dispersion the behavior was slightly
different. Within the first 6 days after encapsulating was
observed a gradual decrease in cell viability, but, in this case,
the cell viability continued to decrease until the ninth day, where
it remained constant at 5—10%.

With regard to the monocytes line, its behavior is shown in
Figure 3. The influence of the dispersion was also tested by
ultrasonication in the cell viability (Figure 3 (M)). The cell
viability was monitored daily for 13 days. In the ultrasonicated
microcapsules was observed, within the first 3 days after
encapsulating, a gradual decrease in cell viability. After the third

943

+ Ultrasonicated

= No ultrasonicated

e *
L .« *
+ s ",
8 10 12 14 16
Time (days)
+ Ultrasonicated
= No ultrasonicated
"
.
* L]
* o o
.
| - -
* o e
|
6 8 10 12 14
Time (days)

day the cell viability remained almost constant. At this point
approximately 25—40% of the cells within the beads were alive.
With regard to the microcapsules without dispersion, the
behavior was slightly different. Within the first 9 days after
encapsulating was observed a gradual decrease in cell viability.
After the ninth day the cell viability remained almost constant.
At this point approximately 10—20% of the cells within the
beads were alive.

Immediately after encapsulation most of the stem cells and
monocytes (93 and 85%) were viable in both microcapsule
productions (with and without dispersion).

The reduction of the cell viability within the first days is due
to the cells needing a period of accommodation for the new
conditions within the microcapsules. After this period of
accommodation the cell viability remained almost constant
because of cells needing a minimal number to proliferate. Within
the microcapsules there are only a few cells because of the small
size of the microcapsules, and this causes the absence of
proliferation.

The dispersion improves the cell viability. Symbols B of
Figures 2 and 3 show a reduction in cell viability in the final
period (cell viability constant) in comparison with the symbols
4 of Figures 2 and 3 (microcapsules ultrasonicated). It may be
speculated that this reduction may be due to the microcapsules
requiring space to permit entry of nutrients and oxygen into
the membrane, and the exit of waste. The microcapsules
dispersion by ultrasonication gives them the required space to
allow the bidirectional exchange. Therefore, ultrasonication not
only permits the cell viability but increases it.

The data variation in the constant period is due to not all the
microcapsules contain cells, and the spectrofotometric measure
depends on the sample chosen.
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Conclusions

Stem cells could be the solution to the treatment of the most
devastating diseases of Humanity since they can differentiate
different types of cells, allowing damaged tissues to regenerate.
The aim of cell therapy is to replace, repair, or enhance the
function of damaged tissues or organs. Several factors compli-
cate the development of cellular therapies. Of primary impor-
tance is protection of the implanted cells from the host’s immune
system. Cells are encapsulated in selectively semipermeable and
biocompatible membranes that block entry of immune mediators
but allow outward diffusion of active molecules produced by
the cells.

The immobilization of mesenchymal stem cells and mono-
cytes has been achieved successfully, in micrometric (30—60
um) alginate—barium microcapsules based on atomization
processes. This size is necessary for the administration of
microcapsules via injection Hamilton and aerosol.

Immediately after encapsulation most of the stem cells and
monocytes were viable in both microcapsule productions (with
and without dispersion).

The reduction of the cell viability observed within the first
days was due to the cells needing a period of accommodation
for the new conditions within the microcapsules. After this
period of accommodation, the cell viability remained almost
constant because of cells needing a minimal number to
proliferate. Within the microcapsules there were only a few cells
because of the small size of the microcapsules, and this caused
the absence of proliferation.

The dispersion improved the cell viability. The microcapsules
dispersion by ultrasonication gave them the required space to
allow the bidirectional exchange.
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Capitulo 8

8. AI?LICACIC')N Il. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS MEDIANTE
CAPSULAS DE ALGINATO-CALCIO

Como resultado de la estancia de investigacion de cinco meses en
Austin, Texas, USA, en el laboratorio de biomateriales, liberacion de farma-
cos, bionanotecnologia y reconocimiento molecular, dirigido por el Dr.
Nicholas A. Peppas, se desarrolldo una nueva aproximacion al reconocimiento

de proteinas, basado en la tecnica desarrollada en esta tesis.

8.1. RECONOCIMIENTO MOLECULAR

El reconocimiento molecular ha recorrido un largo camino desde sus
modestos comienzos hace mas de setenta anos. Desde el trabajo del grupo de
Polyakov en los anos treinta (1931), utilizando matrices de silice, el concepto
de polimeros de reconocimiento molecular ha evolucionado hasta incluir una
amplia serie de polimeros organicos. En 1931 el grupo de Polyakov en Kiev
informoé de unas propiedades inusuales de adsorcion en particulas de silice
preparadas utilizando un nuevo procedimiento de sintesis (Polyakov, 1931).
Este polimerizo silicatos de sodio en agua utilizando (NH4),CO; como agente
de gelificacion. Después de dos semanas se anadi6 un aditivo (benceno,
tolueno o xileno). La silice se dejo secar durante 20-30 dias, después de lo
cual el aditivo se elimind lavando abundantemente con agua caliente.
Después de esto se llevaron a cabo estudios de adsorcion, revelandose una
alta capacidad de la silice para ingresar el aditivo, es decir, se produjo una
especie de efecto memoria con el aditivo, al menos para los casos del

benceno o el tolueno.

Existen numerosas revisiones bibliograficas que versan sobre la tecno-
logia del reconocimiento molecular y que han relatado el desarrollo de esta
especialidad durante las dos Gltimas décadas (Alexander et al., 2006;
Komiyama et al., 2003; Sellergren, 2001; Yan y Ramstrom, 2005). El brutal

incremento en el volumen de literatura cientifica que describe el disefo,

1411



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

desarrollo y aplicaciones de los polimeros de reconocimiento molecular (MIPs)
en los ultimos anos refleja la maduracion de este campo de estudio y el

amplio interés despertado en la comunidad cientifica en general.

La naturaleza ha sido siempre una inagotable fuente de inspiracion
para el hombre. Los fenomenos que en ella acontecen y sus caracteristicas no
han dejado indiferentes a los cientificos, que a lo largo de la historia han
tratado de explicarlos e imitarlos. A través de los afos se ha buscado
comprender como transcurren los procesos biologicos, en particular aquellos
relacionados con actividades cataliticas y/o de reconocimiento molecular de
un sustrato.

El reconocimiento molecular puede describirse como la unién ESPE-
cifica de una molécula a un receptor molecular. Entre los sistemas biologicos
en los que se da este tipo de procesos estan los enzimas, anticuerpos o Recep-
tores hormonales capaces de identificar selectivamente a un sustrato, anti-
geno u hormona, respectivamente. Por supuesto, estos sistemas de identifica-
cion quimica selectiva son de un enorme interés en la ciencia actual en cam-
pos como la quimica analitica, médica o farmacéutica.

Ya en 1894 Emil Fischer (1894) empleo la analogia “llave-cerradura”
para esquematizar el modo en que los sustratos interaccionan con los enzi-
mas. Segun esta propuesta los enzimas estan provistos de “grietas” y/o “de-
presiones” superficiales que son complementarias al sustrato, de modo que
encajan sobre estos sitios activos del enzima como si se tratase de una llave
en su cerradura. Con el paso del tiempo, los cientificos han dedicado gran
parte de su esfuerzo investigador al desarrollo de procesos biomiméticos, que
hoy en dia han sido definidos por la IUPAC como aquéllos que se refieren a un
procedimiento de laboratorio disefiado para imitar un proceso quimico natural
(Bolster, 1997), o dicho de manera mas coloquial, aquellos procesos de imita-
cion de la naturaleza. Uno de los que recientemente esta recibiendo un gran
impulso es el conocido como reconocimiento molecular (molecular imprinting

en inglés).
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La tecnologia de reconocimiento molecular crea “materiales inteligen-
tes” recurriendo al simple principio de utilizar una molécula como molde o
plantilla (template) para la creacion de un sitio de reconocimiento. Esto se
consigue mediante la formacion de una matriz polimérica altamente entre-
cruzada alrededor de dicha molécula molde (o de un analogo estructural de la
misma). La clave del éxito de este proceso reside en maximizar el nimero de
interacciones entre los grupos funcionales de la molécula molde seleccionada
y los de la matriz, tal como ocurre en la naturaleza. La liberacion posterior de
la plantilla permite al material mostrar una “memoria” selectiva con respecto
al molde, simulando el reconocimiento molecular tipico de los sistemas bio-
logicos. De esta forma, la informacion a nivel molecular es transferida desde
la plantilla a los polimeros en forma de una “memoria” tri-dimensional de la
forma del molde y otras caracteristicas. Por lo tanto, los polimeros de recono-
cimiento molecular (MIPs), que son el producto del proceso de reconoci-
miento molecular, son materiales sintéticos capaces de reconocer, selectiva-
mente, a la molécula plantilla frente a la cual han sido obtenidos.

Como los MIPs pueden ser adaptados para unirse especificamente a
una molécula especifica, estos materiales inteligentes son una promesa para

aplicaciones tales como:

- Separaciones quimicas y biolégicas (Pichon y Haupt, 2006; Sellergren,
1997) e inmuno ensayos (Haupt et al., 1998; Vlatakis et al., 1993): la
quimica analitica es la aplicacion mas comdn, como por ejemplo, separa-
ciones enantioméricas (Adbo y Nicholls, 2001; Sellergren, 2001b),
extracciones de fase solida (Lanza y Sellergren, 2001), catalisis (Anderson
et al., 2005; Volkmann y Bruggmann, 2006; Wulff, 2002), enzimas artifi-
ciales (Nicholls et al., 1996), asi como la imitacion de anticuerpos y
receptores (Haupt, 2003; Svitel et al., 2001). Los MIPs son los sustitutos
perfectos de los anticuerpos naturales que son caros y de un solo uso. Los
anticuerpos artificiales ofrecen una mayor estabilidad a largo plazo,

condiciones de trabajo mas flexibles, asi como un costo significativamente
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inferior, aunque es cierto que su selectividad y sensibilidad en algunos

casos no son tan buenas como las de los materiales bioldgicos.

- Sensores (Haupt y Mosbach, 2000; Kriz et al., 1997; Piletsky et al., 2002;
Syu et al., 2006; Whitcombe et al., 1997). Un sensor es un dispositivo que
debe responder de forma sensible, selectiva, continua, reversible y, en la
medida de lo posible, rapida a los cambios espaciales y temporales de
concentracion de una(s) determinada(s) especie(s) en una muestra. En
esta aplicacion esta el potencial de tener un solo sensor equipado con
multiples MIPs que pueden cada uno reconocer un analito. Una unidad
multifuncional como ésta podria ser de ayuda para la limpieza del medio
ambiente, o para la produccién de agua segura para beber mediante la
deteccion y eliminacion de contaminantes en el tratamiento de aguas
residuales. Si bien los materiales biologicos se emplean con cierta
frecuencia como elementos de reconocimiento en los sensores (biosen-
sores), presentan también las desventajas de tener un tiempo de vida muy
limitado y unas condiciones fisico-quimicas (pH, temperatura, concen-
tracion salina, disolventes) muy estrictas para su correcto funcionamiento
y/o almacenamiento. Por esta razon siempre ha sido deseable el desa-
rrollo de materiales artificiales que, teniendo una selectividad similar a la
bioldgica, no presenten tales limitaciones, siendo los MIP una alternativa

ideal en este sentido.

- Nanotecnologia.

- Industria alimentaria.

- Aplicaciones biomédicas y farmaceéuticas, tales como, el descubri-
miento, la purificacion y la liberacion de farmacos (Allender et al., 1997;
Mosbach, 2006; Norell et al., 1998; Spivak, 2005; Yu et al., 2002). La
aplicacion mas sencilla de estos materiales es como dispensador de medi-

camentos de forma controlada. La habilidad del MIP para unirse al analito
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(farmaco) de interés con elevada afinidad ha permitido su aplicacion, por
ejemplo como excipiente (Allender et al., 2000). La permeabilidad a tra-
vés del MIP sera mas lenta que la que ocurre si se utilizase uno que no sea
MIP; de esta forma, es posible extender el perfil de liberacion del princi-
pio activo modificando la composicion del polimero empleado (Shinkai y
Takeuchi, 2004). Pero el potencial de estos materiales va mas alla.
Recientemente se estan llevando a cabo investigaciones que pretenden
utilizar MIPs como portadores inteligentes de medicamentos. Una de las
formas mas sencillas de hacerlo consiste en liberar el producto mediante
un desplazamiento competitivo del mismo con una molécula estructural-
mente analoga, que actuaria como activador de la dosificacion. Alternati-
vamente, podrian disefiarse MIPs con capacidad de liberar el medicamento
al reaccionar con una molécula diferente, que seria el activador en este
caso. En teoria seria incluso posible que este disefio permitiera la libe-
racion del medicamento en el interior de determinadas células, convir-
tiéndose en una poderosa herramienta contra enfermedades como las pro-
ducidas por algunos virus o el cancer (Sellergren y Allender, 2005).

Por lo tanto, los MIPs pueden ayudar a mantener una liberacion sostenida
debido a la afinidad del molde con respecto al polimero, incrementando
por tanto, el tiempo de residencia del farmaco dentro del cuerpo. Con
esto se evita la administracion tradicional de los farmacos, que requiere
de un tipo de administracion por pulso, en la cual se requieren dosis de
alta concentracion, resultando en posibles efectos secundarios toxicos.

No obstante, las aplicaciones biomédicas estan siendo investigadas recien-

temente.

Los compuestos utilizados actualmente en estas aplicaciones suelen
ser moléculas bioldgicas, tales como anticuerpos y enzimas. Mientras, estas
moléculas bioldgicas muestran una buena especificidad hacia un gran nimero
de moléculas, los polimeros de reconocimiento molecular tienen propiedades

mejoradas tales como:
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- Estabilidad ante disolventes organicos y acuosos y altas temperaturas.

- Facilidad, rapidez y bajo coste de fabricacién para cualquier volumen.

Sin embargo, los anticuerpos y los enzimas se desnaturalizan bajo condiciones
tales como, calor, disolventes organicos, acidos y bases, etc. Ademas, el
desarrollo de moléculas biologicas es generalmente caro y a menudo viene de
fuentes animales y no puede ser almacenado.

Una tercera ventaja de los MIPs es que pueden ser almacenados
durante varios anos sin la pérdida de rendimiento, a diferencia de las molé-

culas bioldgicas.

El enfoque actual al reconocimiento de moléculas implica un proceso
de cuatro pasos. Primeramente, se escogen los constituyentes dependiendo
de la aplicacion final. Se escogen los monémeros funcionales que muestren las
estructuras quimicas adecuadas, de tal forma que interaccionen con las
moléculas molde mediante enlaces covalentes o no covalentes. También debe
ser elegido el tipo y la cantidad del monémero de entrecruzamiento, que
proporciona el soporte estructural a la red polimérica, ademas de ayudar a
definir el tamano de poro para la difusion del molde fuera y dentro de la
matriz polimérica. Una vez seleccionados, estos ingredientes son disueltos,
con un molde, en un disolvente apropiado. En segundo lugar, se produce la
formaciéon de un complejo de pre-polimerizacion entre la molécula molde y
monomeros funcionales, que sera la base del reconocimiento molecular. En
tercer lugar, una vez que se ha formado este complejo, se produce la
reaccion de polimerizacion, normalmente por radicales libres iniciada
mediante la accion de radiacion ultra violeta o el empleo de reacciones
redox. Y por ultimo, en cuarto lugar, el molde se elimina dejando una red
polimérica con cavidades especificas tridimensionales, que permite el

reconocimiento molecular.
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Existen normalmente dos tipos de MIPs, covalentes y no covalentes,
los cuales sélo se diferencian en la formacién inicial del complejo de pre-
polimerizacion. En la mayoria de los casos, los sistemas no-covalentes son los
mas favorecidos, ya que la extraccion de la molécula molde es mas facil, y
por lo tanto, son los casos mas estudiados (Komiyama et al., 2003). De todas
formas, aunque los sistemas no-covalentes son mas faciles de fabricar, se

alcanza un mayor reconocimiento en el caso de los métodos covalentes.

Reconocimiento molecular mediante sistemas covalentes:

Los sistemas de reconocimiento covalente difieren de los sistemas no-
covalentes, Unicamente, en la formacion del complejo polimero-molde y en la
posterior extraccion del molde. Este procedimiento fue desarrollado por
primera vez por Wulff et al. (1977, 1977b). En este método, el molde se une
de forma covalente a los monémeros funcionales (Komiyama et al., 2003). El
éxito del reconocimiento covalente recae en la union quimica que se produce
en el complejo entre el molde y el monémero. Esta union debe de ser estable
bajo las condiciones de reaccion, pero sin embargo, debe poder ser rota
facilmente para que se produzca la eliminacion del molde. La ruptura de este
enlace se debe producir en condiciones suaves, de tal forma que no se vea
afectada la estructura de la red de reconocimiento molecular. Desafortunada-
mente, solo unos cuantos enlaces covalentes cumplen estos requerimientos, y
como resultado, el estudio del reconocimiento covalente no estd tan
extendido como su homdlogo el no-covalente. Los monémeros que se pueden
utilizar en estos sistemas son los ésteres de acido borico, cetales, puentes
disulfuro, y acetales. Ademas de la limitaciéon de la eleccion del monémero,
el reconocimiento del molde conseguido en estos sistemas es mucho mas
lenta que el conseguido en el reconocimiento no-covalente (Komiyama et al.,
2003).
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Reconocimiento molecular mediante sistemas no-covalentes:

Arshady y Mosbach mostraron (1981) que los enlaces covalentes no
eran necesarios para conseguir con éxito el reconocimiento molecular. En
este método se producen interacciones no covalentes entre los grupos funcio-
nales del molde y los monomeros funcionales. Las moléculas molde se pueden
unir con los monomeros funcionales mediante enlaces de hidrogeno, fuerzas
de Van der Waals y fuerzas electrostaticas. Los monomeros funcionales y el
molde se mezclan en un disolvente adecuado, y sobre la mezcla, se auto
ensamblan para formar el complejo pre-polimerizacion. Una vez producida la
polimerizacion, la plantilla puede ser eliminada por simple difusion, normal-
mente en un disolvente polar o acido que es capaz de superar las inte-
racciones no covalentes entre el polimero y el molde. Ademas, el proceso de
reconocimiento es mucho mas rapido ya que no es necesaria la formacion de
enlaces covalentes. No es sorprendente, pues, que este método sea convide-
rado mucho mas simple que el enfoque covalente, y que por lo tanto, la ma-
yoria de las investigaciones en el area del reconocimiento molecular, ESPE-
cialmente en el caso de biomacromoléculas como las proteinas, utilicen esta

técnica.

a) Moldes y mondémeros funcionales utilizados en el reconocimiento no

covalente:

El éxito de un sistema de reconocimiento depende de la habilidad de
la estructura del polimero para poseer una alta afinidad por la molécula
molde, ademas de la interaccion molde polimero (Bures et al., 2001). El
molde debe tener una serie de caracteristicas que favorezcan el reconoci-
miento. Una de las mas importantes, es tener grupos quimicos que puedan
complejar con los monomeros funcionales elegidos. Finalmente, el molde
debe permanecer estable bajo las condiciones de reaccion. Por ejemplo, si se

elige un iniciador térmico de polimerizacion, el molde no se debe degradar
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bajo elevadas temperaturas o en el caso de una polimerizacion iniciada con
radiacion ultravioleta, no se debe degradar bajo este tipo de radiacion. Las
proteinas son especialmente susceptibles a las condiciones de reaccion, y por
lo tanto se debe escoger con sumo cuidado el medio de reaccion y los
mondmeros funcionales. Ademas, el disolvente no debe degradar la molécula
a reconocer.

La eleccion de los mondmeros funcionales es una de las caracteristicas
mas importantes en el reconocimiento de una determinada molécula. Durante
la polimerizacion, los monomeros funcionales suelen utilizarse con una
relacion molar en exceso con respecto al molde, normalmente comenzando
en 4:1 e incrementandose (Cormack y Elorza, 2004). Se han investigado
muchos tipos de mondémeros funcionales con una amplia seleccion de moldes,
y el nUmero de mondémeros funcionales disponibles sigue creciendo (Cormack
y Elorza, 2004).

Los monomeros funcionales que se han utilizado ultimamente con mas

éxito para el reconocimiento molecular se pueden clasificar segin:

- Acidos: acido metacrilico (MAA) (Vlatakis et al., 1993), acido acrilico
(AA) (Venkatesh et al., 2007), y acido 4-vinilbenzoico (Andersson et
al., 1984).

- Basicos: 2-(dimetilamino) etil metacrilato (DMAEMA) (Ou et al., 2004),
2-(dietilamino) etil metacrilato (DEAEMA) (Tarbin y Sharman, 2001), 4-
vinilpiridino (Haginaka y Sanbe, 1999).

- Neutros: acrilamida (Aam) (Byme et al., 2008), N-vinil pirrolidona (Lin
et al., 2006), y 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) (Alvarez-Lorenzo et
al., 2006).

b) Disolventes utilizados en el reconocimiento no covalente.

Ya que los disolventes se utilizan para disolver todos los agentes en la

reaccion de formacion del polimero de reconocimiento molecular, sus efectos
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deben ser considerados. Ademas, el disolvente puede actuar como porogeno.
Los poros son necesarios para permitir la difusion del molde fuera de la red
polimérica, y su posterior difusion de vuelta al polimero durante la fase de
reconocimiento. Ademas, el disolvente puede utilizarse para disipar el calor
generado en la polimerizacion, especialmente, en las que utilizan metacrila-
tos y acrilatos. La presencia de este calor puede danar directamente el com-
plejo mondémero-molde, ya que puede degradar o desnaturalizar la molecular
a reconocer. Finalmente, el mondémero debe ser escogido de tal forma que no
interfiera con el complejo mondémero-molde, y por ello se rechazan los
disolventes polares, como el agua, y en vez de ello se utilizan los no polares
para maximizar la atraccion del molde por los monomeros funcionales.
Historicamente, se ha considerado el cloroformo como un buen disolvente,
termodinamicamente hablando (Komiyama et al., 2003). Ademas, se han
investigado otros disolventes, tales como dimetil sulféxido (Byrne et al.,
2002), tolueno (Cormack y Elorza, 2004) y benceno (Komiyama et al., 2003).
El agua como disolvente es una eleccion bastante desafortunada para generar
MIPs, ya que tiene una naturaleza altamente polar y por el hecho de que la

mayoria de los MIPs funcionan solo en disolventes organicos.

¢) Agentes de entrecruzamiento utilizados en los sistemas no covalentes

El agente de entrecruzamiento no solo “congela” el complejo molde-
monomero en el proceso de polimerizaciéon para formar el hueco que servira
de reconocimiento, sino que también proporciona la columna vertebral
polimérica que lleva a la estabilidad mecanica del polimero. Como agentes de
entrecruzamiento se han utilizado cominmente polimeros tales como, PEG o
HEMA.
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8.2. RECONOCIMIENTO MOLECULAR DE MACROMOLECULAS

Actualmente, existe un desafiante campo dentro del reconocimiento
molecular que esta llamando la atencion de cientificos, el reconocimiento
molecular de biomacromoléculas, en particular de proteinas. Por ello, se han
escrito recientemente varias excelentes revisiones sobre el tema (Bergmann y
Peppas, 2008; Bossi et al., 2007; Ge y Turner, 2008; Hansen, 2007; Turner et
al., 2006). Sin embargo, se ha tenido poco o limitado éxito en este apasio-
nante campo debido a las propiedades inherentes a las proteinas y a las ma-
cromoléculas en general, incluyendo esto, el tamano, la complejidad y la
conformacion de estas moléculas (Turner et al., 2006).

La aplicacion potencial del reconocimiento de macromoléculas, como
por ejemplo de proteinas, son los biosensores. Estos sensores biomiméticos,
que incorporan elementos sintéticos, tales como los polimeros de reconoci-
miento molecular, son alternativas viables a las entidades bioldgicas, tales
como los anticuerpos, porque estan disenados para imitar el reconocimiento
biologico, al mismo tiempo que muestran propiedades tales como una gran
estabilidad ante ambientes hostiles. La habilidad de reconocer de forma se-
lectiva una proteina especifica en una solucion compleja, como por ejemplo
la sangre, podria tener multiples aplicaciones, como servir de herramienta de
diagnostico.

En el ambito del reconocimiento de proteinas la practica diaria en el
laboratorio es practicamente dependiente de los anticuerpos (Dhal et al.,
2001), sin embargo, estos sistemas son muy caros y a menudo sélo estan
indicados para un Unico uso debido a su fragilidad y naturaleza labil de las
proteinas. Por tanto, existe una fuerte demanda de alternativas baratas,
robustas y reutilizables a estas moléculas bioldgicas (Mallik et al., 1994) que
nos permitan tener una selectividad y especificidad similares a los
anticuerpos, tal y como se ha mostrado en el reconocimiento molecular de
moléculas pequenas (Ansell et al., 1996; Chianella et al., 2002; Ramstrom et
al., 1996).
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Hasta la fecha se han desarrollado con éxito materiales de recono-
cimiento molecular para una amplia variedad de aplicaciones, pero, sin
embargo, en general, se han utilizado moléculas molde de bajo peso mole-
cular, ya que cuanto mayor es el tamafno y menor la rigidez del compuesto a
reconocer, menor es la probabilidad de crear una cavidad bien definida y
selectiva para la molécula. Por otra parte, dado que los procesos de reco-
nocimiento y extraccion de la molécula molde del polimero implican funda-
mentalmente la difusién de la misma a través de los poros de la matriz
polimérica hacia y desde la cavidad creada, una molécula de gran tamano
encontrara impedimentos estéricos mas importantes que una de menor
tamano. Por todo ello, el desarrollo de MIPs capaces de reconocer
macromoléculas, tales como péptidos y proteinas, se ha encontrado con
muchos problemas y dificultades (Kimhi y Bianco-Peled, 2007). Asi la biblio-
grafia encontrada en este nuevo campo no es muy extensa (Zhao et al.,
2008). Esto es debido a que a diferencia de los moldes o plantillas pequenas,
las proteinas son complejos biopolimeros compuestos de secuencias lineales
de aminoacidos, que presentan un gran numero potencial de sitios para su
reconocimiento, asi como un gran numero de grupos funcionales en su
superficie, produciendo esta complejidad un incremento de la probabilidad de
que se produzcan interacciones no especificas entre la proteina y los MIPs,
llevando a una pobre selectividad y una reactividad cruzada. Ademas, las
proteinas son sensibles a la temperatura, al pH, y a la fuerza idnica, cuyos
valores extremos pueden resultar en la desnaturalizacion de las mismas, o en
cambios comformacionales. Todos estos factores, junto con los altos costes de
la sintetizacion de algunas proteinas, hacen tortuoso el camino hacia el

reconocimiento efectivo de las proteinas.

Como se ha visto anteriormente, los procesos de reconocimiento
molecular actuales implican normalmente reacciones de polimerizacion por

radicales libres iniciadas por radiacion ultravioleta, reacciones redox o térmi-
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camente. Ademas, la mayoria de los MIPs son sintetizados mediante disol-

ventes organicos que son a menudo incompatibles con las proteinas.

Por lo tanto, todas estas tecnologias utilizadas hasta ahora son
incompatibles con la diagnosis y el reconocimiento macromolecular en las
aplicaciones que tienen que ver con las ciencias de la vida, tales como las
aplicaciones biomédicas, y los aditivos alimentarios que requieren de

productos biocompatibles o alimentarios, respectivamente.

A pesar de que es bien conocida la biocompatibilidad y biodegrada-
bilidad del alginato, existe escasa literatura que describa la utilizacion de las
capsulas de alginato para conseguir el reconocimiento de proteinas. ELl
alginato sodico es un compuesto totalmente adecuado para el reconocimiento
de proteinas, ya que dispone de un significante nUmero de grupos hidroxilo y
carbonilo que permiten interacciones dipolo/dipolo y enlaces de hidrogeno
entre el alginato y las moléculas a reconocer. La propiedad mas importante
del alginato es su capacidad de formar geles por reaccién con cationes
divalentes, tales como calcio o bario. Por tanto, después del proceso de
entrecruzamiento entre el alginato sodico y el cation divalente, las moléculas
de proteina quedan atrapadas dentro de la red y pueden ser eliminadas para
su posterior reconocimiento (Luzinov, 2008).

Sin embargo, los pocos trabajos existentes hasta la fecha que versan
sobre la utilizacion de alginato en el reconocimiento de proteinas utilizan el
método de suspension inversa que implica la utilizacion de disolventes organi-
cos, tales como el cloroformo y el hexano, que son incompatibles con los pro-
positos médicos y alimentarios que nos ocupan.

El trabajo de Zhang et al. (2006) fue el primer intento de recono-
cimiento molecular de proteinas utilizando microcapsulas basadas en alginato
calcico mediante el método de suspension inversa. Este grupo mejoro el
rendimiento de los hidrogeles de alginato calcico utilizando una pequeia

cantidad de hidroxietil celulosa (HEC), consiguiendo reconocer 0,46 mg de
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albumina de suero bovino (BSA) por gramo de capsulas. Zhao et al. (2008)
utilizé capsulas hibridas de alginato y fosfato calcico generadas mediante
suspension inversa. Este sistema consiguid mejorar las capsulas de alginato
calcico, reconociendo 0,66 mg de BSA por gramo de capsulas.

En este trabajo se pretende desarrollar una nueva tecnologia de reco-
nocimiento de proteinas basada en capsulas de alginato calcico producidas
mediante la reaccion de gelificacion ionica y el proceso de generacion de go-
tas por extrusion, sin ningun producto quimico anadido, fuera del alginato
sodico y el cloruro de calcio, con el objetivo de producir MIPs que sirvan para
el diagnostico de enfermedades en aplicaciones biomédicas, asi como para la
deteccion en la industria alimentaria. Este método, ademas de producir rapi-
damente polimeros de reconocimiento molecular de forma sencilla, permite
controlar el tamano de poro y de las propias capsulas. Este proceso permite
ahorrar mucho tiempo con respecto a los métodos tradicionales de polime-
rizacion, ademas, genera los MIPs sin utilizar ninguna condicion desfavorable,

como calor, radiacion UV o disolventes organicos.

A pesar de las multiples aplicaciones que puede llegar a tener esta
nueva tecnologia de reconocimiento de proteinas, una de las mas importantes
es el diagnostico de la esclerosis multiple a través del reconocimiento de una
proteina denominada osteopontina (OPN).

La osteopontina es una glicoproteina fosforilada con un peso molecular
de 60 kDa y con una estructura homologa a las proteinas de la matriz extra-
celular, y que puede unirse a un gran numero de receptores. La OPN se
encuentra distribuida en diversos tejidos. Es abundante en la matriz osea, y
esta presente en multitud de organos como el rifon y el cerebro, asi como en
el tracto gastrointestinal, sistema vascular, musculo liso, pancreas, pulmon,
glandulas salivales y placenta. La OPN también se encuentra como citocina en
fluidos corporales (sangre, orina, leche, liquido seminal, etc.) (Fisher et al.,
2001; Sodek et al., 2000). La OPN esta sintetizada por diferentes células no

inmunes, como las células oseas (osteoblastos, osteoclastos), células epite-
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liales y células endoteliales. A nivel del sistema inmune, existen diversas
células inmunes que sintetizan la OPN como los macréfagos activados, las
células T activadas y las células NK activadas. Ademas, existe una gran
variedad de mediadores inflamatorios y factores de crecimiento que esti-
mulan la transcripcion de OPN.

La OPN es una proteina con diversas funciones (Denhardt y Guo, 1993).
La OPN se encuentra en el tejido 6seo, en condiciones normales y participa en
la biomineralizacion, regulando el depdsito de calcio y la actividad de los
osteoclastos (Giachelli y Steitz, 2000). También se asocia a la reparacion de
tejidos, fibrosis y calcificaciones distroficas tras lesiones inmunologicas
(Miyazaki et al., 1995). En el rindn, la OPN se expresa en condiciones
fisiologicas en neuronas y epitelio tubulointersticial. Se asocia a diferentes
patologias como glomerulonefritis, formacion de calculos, etc. También tiene
un papel en la regeneracion del tejido renal, por ejemplo tras la isquemia
(Xie et al., 2001). Otras funciones de la OPN son: participar en el crecimiento
tumoral, y en el desarrollo de cancer y metastasis (Shijubo et al., 2000;
Singhal et al., 1997; Zhang et al., 2001). Participa en la patogenia de la
arteriosclerosis, estimulando la migracion de células endoteliales. La OPN
interviene en la resolucion de diversas infecciones y participa en el
reclutamiento de macrofagos y linfocitos como respuesta a infecciones virales
y bacterianas. Esta también participa en la formacion de granulomas celulares
(O"Regan y Berman, 2000). La respuesta granulomatosa caracteristica de la
sarcoidosis y de la tuberculosis se asocia a una elevada expresion de OPN.

Las funciones inmunes de la OPN son diversas. La OPN es una citocina
proinflamatoria que participa en la activacion temprana de linfocitos T. Por
tanto, actua en la iniciacion de la respuesta inmune (Ashkar et al., 2000;
0’Regan et al., 2000b).

Pero sin duda, la caracteristica de la osteopontina que mas llama la
atencion, por razones obvias, es la relacion de ésta con la patogenia de la

esclerosis multiple (EM). La hipotesis de que la OPN podria jugar un papel
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importante en la patogenia de la enfermedad surgié a partir de una Publio-
cacion donde se investigd la funcion de la OPN en la esclerosis multiple a
través de un modelo animal de esclerosis multiple, la encefalitis autoinmune
experimental (EAE) (Chabas et al., 2001). Este estudio mostrd, a través del
analisis de microarrays de ADN de la médula espinal de ratas paralizadas
mediante el modelo animal EAE, un incremento en la transcripcion de OPN.
Asimismo, ratones deficientes en OPN eran resistentes a una EAE progresiva,
con un desarrollo de la enfermedad mas moderado comparado con los ratones
de genotipo salvaje (Chabas et al., 2001).

Segun el estudio de Braitch et al. (2008) los niveles de la citocina pro-
inflomatoria osteopontina se encuentran elevados en el liquido cefalorra-
quideo de pacientes con esclerosis multiple. Estos niveles elevados de OPN se
encuentran incluso aunque el paciente esté clinicamente en remisién, lo que
significa que incluso en esta fase quiescente existe cierto nivel de danos. En
este trabajo se estudiaron a 27 pacientes con esclerosis multiple, a 11
pacientes con otras enfermedades neurologicas inflamatorias y a 23 pacientes
con enfermedades neuroldgicas no inflamatorias. Los niveles de osteopontina
fueron elevados en los pacientes con esclerosis multiple y en los que sufrian
otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (415 y 563 ng/mL, respectiva-
mente) en comparacion con los que no tenian este tipo de enfermedades (286
ng/mL) (Braitch et al., 2008). En el caso de los enfermos de esclerosis
multiple los niveles de osteopontina en el liquido cefalorraquideo eran
ligeramente superiores que en el plasma, lo que significa que parte de estos
niveles proceden del sistema nervioso central, indicando la activacion de
células del sistema inmune en el cerebro y, probablemente, danos en el
sistema nervioso (Braitch et al., 2008).

Segun el estudio de Chowdhury et al. (2008) en 30 pacientes con
esclerosis multiple y 36 con otras enfermedades neuroldgicas y no
neuroldgicas, los niveles de osteopontina en el fluido cerebroespinal no se
correlaciona con la discapacidad en los pacientes con esclerosis mdltiple,

aunque estan aumentados en los pacientes con la enfermedad activa. Dada la
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dificultad en el pronostico de esta enfermedad, es dificil determinar el nivel
apropiado de terapia, por lo que estos autores investigaron la utilidad de los
niveles de la OPN en el fluido cerebroespinal para predecir la futura gravedad
de la enfermedad. Los datos sugirieron que un incremento en el grado de
actividad de la enfermedad se asociaba con altos niveles de osteopontina
intracraneal, por lo que podria usarse eventualmente como un biomarcador
de eficacia terapéutica en los tratamientos con farmacos (Chowdhury et al.,
2008).

Por tanto, en este trabajo se pretende desarrollar un sistema de
reconocimiento de proteinas que permita reconocer la osteopontina, para el
diagnostico precoz de la enfermedad de la esclerosis multiple en las primeras
fases. Debido al elevado precio de la osteopontina, se simulara el reconoci-
miento de esta con otra proteina, la albumina de suero bovino de peso
molecular (66430 Da) y caracteristicas similares, pero de precio mucho mas

razonable a la hora de hacer los estudios.

427



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

8.3. CALIBRACION DE LA PROTEINA

Se llevd a cabo la calibracion absorbancia/concentracién de la
albumina de suero bovino (BSA) para saber la concentracion de ésta con el

tiempo mediante mediciones con un espectrofotémetro.

La calibracion se basé en una solucion inicial de 20 mL de BSA con una
concentracion inicial de 10 mg/mL. Se tomaron diferentes voliumenes de la
solucion inicial para obtener diferentes concentraciones conocidas de
proteina (ver Tabla 8.1.), y todos ellos fueron llevados a 1,5 mL rellenando

con agua destilada. La figura 8.1. muestra los diagramas de calibracion.

Tabla 8.1.: valores volumen/concentracion utilizados en el proceso de calibracion

V, uL 1500 1200 1050 900 750 675 600 525

LTz 10.0000 | 8.0000 | 7.0000 | 6.0000 | 5.0000 | 4.5000 | 4.0000 | 3.5000
mg/mL
V, gL 450 375 345 300 255 225 187.50 | 93.75
Conc.,

3.0000 | 2.5000 | 2.3000 | 2.0000 | 1.7000 | 1.5000 | 1.2500 | 0.6250
mg/mL

V, L 46.88 23.44 | 11.72 5.86 2.93 1.47 0.73

Conc.,

0.3125 | 0.1563 | 0.0782 | 0.0391 | 0.0195 | 0.0098 | 0.0049
mg/mL
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Figura 8.1. Curvas de calibrado del BSA
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8.4. GENERACION DE LAS CAPSULAS

(Cdpsulas basadas en alginato cdlcico para el reconocimiento molecular de BSA embebido)

El alginato sodico es un compuesto adecuado para el reconocimiento
de proteinas, ya que dispone de un significante nimero de grupos hidroxilo y
carbonilo que permiten interacciones dipolo/dipolo y enlaces de hidrogeno
entre el alginato y la molécula a reconocer, en este caso el BSA. Para
conseguir capsulas con un buen reconocimiento de la proteina, es necesario
unir los grupos carbonilos del alginato, cargados negativamente, con la
proteina. La BSA, como toda proteina, tiene caracter anfotero, es decir, que
puede comportarse como acido (aceptando electrones) o como base (donando
electrones). Para que la proteina se una sin problemas mediante fuertes inte-
racciones electrostaticas a los grupos carbonilo del alginato (negativamente
cargados), ésta debe comportarse como una molécula cargada positivamente,
y para ello se debe trabajar por debajo de su punto isoeléctrico (pl = 4,7). Por
ello, la disolucion de BSA se prepar6 con un pH ajustado de 4,2 mediante el

uso de acido clorhidrico.

Para generar las capsulas de reconocimiento molecular (MIPs) se si-
guieron los siguientes pasos. Primero, una cantidad especifica de BSA se disol-
vio en agua destilada (el pH de la disolucion se ajusté a 4,2 mediante una
disolucion de acido clorhidrico) hasta una concentracion de 10 mg BSA/mL
disolucion. Para después anadir una cantidad especifica de alginato sodico en
la disolucion de BSA hasta una concentracion del 2 % wt.

Después de la preparacion de las disoluciones, se ahadieron gota a
gota 3 mL de la mezcla a una disolucion del 2 % wt. de cloruro calcico. Las
capsulas que se formaron se mantuvieron en la disolucion gelificante durante
dos minutos, para después recolectarlas mediante filtracion con filtros de
nylon de 0.2 micras de poro.

Se tomo una muestra del sobrenadante para analizar las pérdidas en el

proceso de generacion de las capsulas. Para conocer el peso exacto de las
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capsulas se peso la jeringuilla antes y después de la generacion de las
capsulas.

Después de este proceso, las capsulas generadas fueron dispuestas en
un reactor para, posteriormente, llevar a cabo el proceso de liberacion de la

proteina.

Ademas, se prepararon capsulas sin la proteina para generar las capsu-
las sin reconocimiento molecular (NIPs) y las capsulas control. El procedi-
miento fue el mismo que para las MIPs, pero en este caso se disolvio una
cantidad especifica de alginato sodico sobre agua destilada hasta llegar a una

concentracion del 2 % wt.

Todos los trabajos presentados hasta la fecha, basados en capsulas de
alginato para el reconocimiento de proteinas, implican la utilizacion del
método de suspension inversa para la generacion de las capsulas, lo que
implica la utilizacion de disolventes organicos, tales como cloroformo vy
hexano que son incompatibles con las aplicaciones biomédicas y alimentarias.
Sin embargo, como se puede observar con el procedimiento anteriormente
presentado para la generacion de las capsulas, la tecnologia aqui descrita
para el reconocimiento de proteinas, basada en capsulas de alginato calcico,
no utiliza mas productos quimicos que alginato sodico y cloruro calcico,
pudiendo ser ésta el futuro de las tecnologias de reconocimiento de proteinas
basadas en aplicaciones cientificas relativas a la vida. Ademas, esta tecno-
logia puede ahorrar mucho tiempo, con respecto a la preparacion de las
capsulas, ya que el tiempo de preparacion (de varios minutos) decrece signifi-
cativamente si se compara con los métodos tradicionales de polimerizacion

(pudiendo llegar a ser de varios dias).
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8.5. METODO PARA GENERAR LAS GOTAS

(Generacion de gotas por extrusion)

La disolucion de alginato/BSA o de alginato fue anadida gota a gota
por extrusion, utilizando una jeringuilla estéril, en la disolucion gelificante
bajo agitacion. Esta técnica genera capsulas con un tamano que puede variar
entre los 2 y 3 mm. Es importante tener en cuenta que el tamano puede

controlarse variando la viscosidad del alginato sodico.

8.6. [ELIMINACION DE LA PROTEINA (MOLDE O PLANTILLA)

Con el objetivo de eliminar la proteina (molde) de las capsulas es
necesario romper los enlaces creados entre las moléculas del BSA y las
cadenas de alginato. Para ello, las capsulas se lavaron con una disolucion de
elucion compuesta por una mezcla de CaCl; al 1 % en peso, y una solucion Tris
Buffer (0,05 M, pH = 7,4). El BSA es una proteina que se une facilmente a los
jones Ca®*, Na“, y K', por tanto, como la solucion de elucion esta compuesta
por cloruro de calcio, esta solucién interacciona con la proteina, forzando a
esta a difundir fuera de las capsulas (Liu et al., 2003). Ademas, la solucion de
elucion se prepar6 a un pH de 7,4, lo que fuerza al BSA a comportarse como
una molécula negativamente cargada, debido a su caracter anfotero, rom-
piéndose los enlaces creados entre el alginato y la proteina, facilitando esto

la difusion de la proteina fuera de las capsulas.
a) Preparacion de la disolucion de elucion

Para preparar la disolucion de elucion, primero se disolvio una canti-
dad especifica de Tris Buffer en agua destilada hasta conseguir una disolucion
del 0,05 M. El pH de la solucion buffer se fijo en 7,4, anadiendo acido
clorhidrico 1 N. Después de esto, se anadio a la disolucion de Tris Buffer una
cantidad especifica de polvo de cloruro calcico hasta llegar a una concen-

tracion del 1 % en peso.
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b) Eliminacién de la proteina

Las capsulas generadas fueron dispuestas en un reactor que contenia
la disolucion de elucion: una mezcla de CaCl, al 1 % en peso y Tris Buffer
(0,05M, pH =7,4).

Una vez hecho esto, se siguieron los siguientes pasos para la elimi-

nacion de la proteina:

- Primero, la muestra fue agitada durante cierto tiempo.

- Posteriormente, la solucion de elucion fue renovada continuamente
mediante un sistema en continuo, hasta que el sistema no fuera capaz
de extraer mas proteina (absorbancia cero). Un esquema del sistema
de extraccion se muestra en la Figura 8.2.

- Después de esto, el proceso entero fue repetido (mezclado y sistema
en continuo).

- Finalmente, el proceso fue repetido la Ultima vez, reduciendo el

tiempo del proceso de mezclado.

Después del proceso de eliminacion de la proteina, las capsulas se
almacenaron en el frigorifico durante varios dias en agua destilada para
permitir que se produjera el proceso de hinchamiento en las capsulas.
Durante el proceso de generacion de las capsulas y liberacion de la proteina,
las capsulas estan en contacto con disoluciones de cloruro de calcio que
producen un engrosamiento de la membrana de las capsulas por la difusion de
los cationes desde el exterior al interior de las capsulas, disminuyendo el
espacio interior de las mismas, reduciendo el espacio disponible para
acomodar de nuevo a la proteina en el proceso de reconocimiento molecular.
El proceso de hinchamiento permitira la recuperacion del tamano original del
interior las capsulas, permitiendo asi, que se pueda producir el proceso de

reconocimiento molecular sin problemas.
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En estos dias de almacenaje, aparte de producir el proceso de
hinchamiento, se permitié la liberacion de la cantidad remanente de
proteina. El agua destilada se cambio6 cada dia por filtracion. El sobrenadante
fue analizado para conocer la cantidad de proteina liberada en esos dias, y
poder asi calcular la cantidad total de proteina que ha sido eliminada en el

proceso.

Las capsulas NIP y control se sometieron al mismo proceso para

mantener las mismas condiciones que las capsulas MIP.

En los trabajos de investigacion, basados en el reconocimiento de
proteinas mediante capsulas de alginato, realizados hasta la fecha, el proce-
dimiento de eliminacidon de BSA de las capsulas se produce en unas 48 horas
de sucesivos lavados con agitacion, siendo éste un proceso discontinuo. Sin
embargo en el presente trabajo, es posible conseguir la liberacion del 87-90
por ciento de la proteina en tan solo 5 horas, combinando un proceso en

discontinuo con otro en continuo (Figuras 8.3. y 8.4.).

16,0 -
14,0 -

B 12,0 1 Cantidad inicial de BSA = 21,8618 mg
s 10,0 1 Cantidad final de BSA = 2,1784 mg
g 801 Eliminacion de proteina: 90,04 %
2 60
3 40
o i

2,0 -

0,0 | | ||

2 3 4

5 6
Pasos en el proceso de liberacion
Figura 8.3. Eliminacién de la proteina (90,04 %)

El proceso de eliminacion de la proteina fue llevado a cabo siguiendo los siguientes pasos:
1.- Agitacion = 3h 04’ / Proceso continuo = 1h 42’;

2.- Agitacion = 2h 30’ / Proceso continuo = Oh 20’;

3.- Agitacion = Oh 35’ / Proceso continuo = Oh 09’;

4.- Filtrado; 5.- Almacenamiento = 1d; 6.- Almacenamiento = 1d.
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18,0
16,0
14,0 -
12,0 -
10,0 Cantidad inicial de BSA =22,6153 mg
Cantidad final de BSA =2,9145 mg

8,0 1
Eliminacion de proteina: 87,11 %

BSA liberado (mg)

6,0 4
4,0

2,0
00 4 me =
1 2 3 4 5 6

Pasos en el proceso de liberacion
Figura 8.4. Eliminacion de la proteina (87,11 %)

El proceso de eliminacion de la proteina fue llevado a cabo siguiendo los siguientes pasos:
1.- Agitacion = 2h 28’ / Proceso continuo = 30’;

2.- Agitacion = 1h 40’ / Proceso continuo = 107;

3.- Agitacion = Oh 40’ / Proceso continuo = 08’;

4.-Filtrado; 5.- Almacenamiento = 1d; 6.- Almacenamiento = 1d.

Es importante poder reducir el tiempo de liberacion de proteina de 48
a 5 horas, porque como se comenté antes, durante este proceso las capsulas
se lavan con una disolucion de elucion compuesta de cloruro de calcio, y
debido al mecanismo de formacion de las capsulas por gelificacion ionica, la
membrana de las capsulas crece desde fuera hacia dentro por difusion de los
cationes a través de la membrana. Por tanto, es necesario reducir al maximo
el tiempo que pasan las capsulas en contacto con la disolucion de cloruro de
calcio, de tal forma que no se reduzca el espacio disponible para acomodar de

nuevo a la proteina en el proceso posterior de reconocimiento molecular.

A pesar de que se ha conseguido la liberacion total de la proteina
desde las capsulas (Figura 8.5.), el proceso se desarrolla en mas de cinco

horas, ya que son necesarios tres ciclos de agitacion-extraccion, llevandose a
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cabo el dltimo durante la noche, y esto no es deseable, ya que, como se dijo
antes, cuanto mas tiempo pasen las capsulas con la disolucion de cloruro de
calcio, mas gruesa se hace la membrana, y no queda suficiente espacio

interior para el posterior reconocimiento de la proteina.

18,0
16,0 -
14,0 1 Cantidad inicial de BSA = 22,4844 mg
12,0 Cantidad final de BSA = 0,0000 mg

10.0 Eliminacion de proteina: 100,00 %

8,0

6,0 1

BSA liberado (mg)

4,0
o) H
0,0

1 2 3

Pasos en el proceso de liberacion
Figura 8.5. Eliminacion de la proteina (100 %, agitacion durante la noche)

El proceso de eliminacion de la proteina fue llevado a cabo siguiendo los siguientes pasos:
1.- Agitacion = 2h 30’ / Proceso continuo = 30’;

2.- Agitacion = 4h 30’ / Proceso continuo = 22’;

3.- Agitacion = 12h 48’ (toda la noche) / Proceso continuo = 13°.

Una solucion a este problema, es hacer tan solo dos ciclos de
agitacion/proceso en continuo, y mantener después las capsulas en agua
destilada durante cinco dias, renovando esta agua cada dia mediante filtrado
(Figura 8.6.). Durante este tiempo, ademas de producirse el hinchamiento de
las capsulas, se produce la liberacién de la cantidad remanente de la

proteina, pero sin la presencia del cloruro de calcio.
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20,0

18,0

16,0 - Cantidad inicial de BSA = 23,3631 mg

14,0 4 Cantidad final de BSA = 0,0604 mg

12,0 Eliminacion de proteina: 97,74 %

10,0 -
8,0

BSA liberada (mg)

6,0
4,0

2,0
0,0 I
1 2 3 4 5

Pasos en el proceso de liberacion
Figura 8.6. Eliminacion de la proteina (100 %, almacenaje durante 5 dias)

El proceso de eliminacion de la proteina fue llevado a cabo siguiendo los siguientes pasos:
1.- Agitacion = 3h 04’ / Proceso continuo = 1h 42’;

2.- Agitacion = 2h 30’ / Proceso continuo = Oh 20’;

3.- Almacenamiento = 3d; 4.- Almacenamiento = 1 d; 5.- Almacenamiento = 1d.

De todas formas, como se mostrara posteriormente en los datos de
reconocimiento de la proteina, no es necesario conseguir la liberacion total
de la proteina para conseguir unos resultados de reconocimiento satisfac-
torios. Es decir, es preferible utilizar los procesos de eliminacion de proteina
mostrados en las figuras 8.3. y 8.4., ya que ahorran tiempo y permiten
mantener el espacio interior de las capsulas, que permitira un mejor recono-

cimiento de la proteina.
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8.7. PROCESO DE RECONOCIMIENTO DE LA PROTEINA

Para el proceso de reconocimiento de la proteina, se utilizd una
disolucion de BSA en agua destilada de concentracion 1 mg/mL, disolviendo
una cantidad especifica de BSA en agua destilada. Cuarenta mililitros de esta
disolucion de proteina fueron introducidos en un tubo de centrifuga, junto
con una cantidad determinada de las capsulas MIP anteriormente generadas
(absorbiendo el agua superficial con papel de filtro). La concentracion de
proteina se evaluo con el tiempo utilizando un espectrofotometro a una
longitud de onda de 280 nm. La deteccion espectrofotométrica de proteina se
alargo en el tiempo hasta que el cambio de concentracion en el sobrenadante
fue indetectable, llegandose a la capacidad de reconocimiento de proteina de

equilibrio.

Para conseguir realizar el proceso de reconocimiento con éxito, es
necesario tener en cuenta que las capsulas de alginato calcico son biodegra-
dables, y que por ello se desintegran con el tiempo, por tanto, es necesario

filtrar el sobrenadante antes de considerar el resultado final de absorbancia.

El proceso se repitio con las capsulas NIP y control, siendo el mismo

que el relatado anteriormente.

Los resultados para las capsulas MIP y NIP fueron comparados, siendo
entonces posible conocer la cantidad de proteina reconocida por las capsulas.
Las capsulas control se utilizaron para conocer la absorbancia del alginato con

el tiempo, ya que éste absorbe también a 280 nm (Yu et al, 2006).

Para los experimentos con las capsulas control, las capsulas generadas
sin proteina fueron simplemente dispuestas en tubos de centrifuga con agua
destilada.

Las capsulas MIP presentadas en este trabajo son capaces de reco-

nocer una mayor cantidad de proteina que las tecnologias existentes hasta el
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momento, teniendo una formulacion muy simple, sin mas productos afadidos
que alginato sodico y cloruro calcico. Zhang et al. (2006) y Zhao et al. (2008)
consiguieron reconocer 0,46 y 0,66 mg de BSA por gramo de capsulas,
respectivamente, utilizando la suspension inversa como método de generacion
de las capsulas. Ambas tecnologias fueron métodos mejorados con respecto a

los basados en capsulas de alginato calcico via suspension inversa.

Este trabajo es el primer intento de reconocimiento molecular utili-
zando capsulas de alginato calcico generadas mediante la reaccion de gelifi-
cacion ionica, sin mas productos quimicos afadidos que el alginato sodico y el
cloruro calcico, y permitiendo reconocer entre 1,5y 3,0 mg de BSA por gramo

de capsulas (Figuras 8.7. y 8.8.).
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Figura 8.7. Estudios de reconocimiento de proteina

440



Capitulo 8

BSA reconocida (mg) / g capsulas
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Figura 8.8. Estudios de reconocimiento de proteina
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8.8. CONCLUSIONES

El reconocimiento molecular es una tecnologia prometedora debido a
sus numerosas aplicaciones en todo tipo de campos, pero a pesar de que hasta
la fecha se ha conseguido sin problemas el reconocimiento de pequefias molé-
culas, se han encontrado numerosas dificultades a la hora de reconocer molé-
culas de gran tamaino, como por ejemplo las proteinas. Las tecnologias utili-
zadas hasta ahora para lograr el reconocimiento macromolecular son
incompatibles con la diagnosis y el reconocimiento en numerosas aplicaciones
que tiene que ver con la vida, tales como aplicaciones biomédicas, aditivos
alimentarios, y liberacion de farmacos, que requieren productos totalmente

biocompatibles.

En este trabajo, se ha desarrollado una novedosa tecnologia bio-
compatible de reconocimiento de proteinas basada en capsulas de alginato
calcico generadas mediante gelacion ionica, sin mas productos quimicos ana-
didos que alginato sodico y cloruro calcico.

Sélamente varios autores han intentado el reconocimiento macromole-
cular mediante la utilizacion de alginato, sin embargo, todos estos trabajos
utilizan la suspension inversa como método para la generacion de las capsulas
de reconocimiento molecular, que implica la utilizacion de productos quimi-
cos organicos, tales como el cloroformo y el hexano, que son incompatibles
con los propositos médicos y alimentarios de este trabajo.

Sin embargo, las capsulas desarrolladas en este trabajo son capaces de
reconocer mayores cantidades de proteina que las tecnologias existentes
hasta ahora, con una formulacion realmente sencilla. La tecnologia presen-
tada en este trabajo, es capaz de reconocer hasta 3,0 mg de BSA por gramo
de capsulas, frente a los 0,7 mg por gramo de capsulas conseguidos hasta la

fecha con las tecnologias existentes.
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Dada la relevancia de este trabajo, la técnica de reconocimiento de
proteinas desarrollada fue protegida mediante Patente Americana (US
61/241,994).

443



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

8.9. BIBLIOGRAFIA.

» Adbo, K., Nicholls, I.A. (2001), “Enantoselective solid-phase
extraction using Troger s base molecularly imprinted polymers”, Anal.
Chim. Acta, 435, 115-120.

» Alexander, C. et al. (2006), “Molecular imprinting science and
technology: A survey of the literature for the years up to and including
20037, J. Molec. Recog., 19, 106-180.

» Allender, C.J., Brain, K.R., Heard, C.M., Pellet, M.A. (1997),
“Imprinted polymers, novel excipients in controlled delivery systems”,
Proc. Int. Symp. Controlled Release Bioact. Mater., 24, 585-586.

» Allender C.J., Richardson, C., Woodhouse, B., Heard, C.M., Brain,
K.R. (2000), “Pharmaceutical applications for molecularly imprinted

polymers”, International Journal of Pharmaceutics, 195, 39-43.

> Alvarez-Lorenzo, C., Yanez, F., Barreiro-Iglesias, R., Concheiro, A.
(2006), “Imprinted soft contact lenses as norfloxacin delivery
systems”, J. Controlled Release, 113, 236-244.

» Anderson, L., Sellergren, B., Mosbach, K. (1984), “Imprinting of
amino-acid derivatives in macroporous polymers”, Tetrahedron. Lett.,
25, 5211-5214.

» Anderson, C.D., Shea, K.J., Rychnovsky, S.D. (2005), “Strategies for
the generation of molecularly imprinted polymeric nitroxide
catalysts”, Org. Lett., 7, 4879-4882.

444



Capitulo 8

Ansell, R.J., Ramstrom, O., Mosbach, K. (1996), “Towards artificial
antibodies prepared by molecular imprinting”, Clin. Chem., 42, 1506-
1512.

Arshady, R., Mosbach, K. (1981), “Synthesis of substrate-selective
polymers by host-guest polymerization”, Makromol. Chem., 182, 687-
692.

Ashkar, S. et al. (2000), “Eta-1 (osteopontin): an early component of
type-1 (cell-mediated) immunity”, Science, 287, 860-864.

Bergmann, N., Peppas, N.A. (2008), “Molecularly imprinted polymers
with specific recognition for macromolecules and proteins”, Prog.
Polym. Sci., 33, 271-288.

Bolster, M.W.G. (1997), “Glossary of terms used in bioinorganic
chemistry (IUPAC recommendations 1997), Pure & Appl. Chem., 69(6),
1251-1303.

Bossi, A., Bonini, F., Turner, A.P.F., Piletsky, S.A. (2007),
“Molecularly imprinted polymers for the recognition of proteins: the

state of the art”, Biosens. Bioelectron., 22, 1131-1137.

Braitch, M. et al. (2008), “Increased osteopontin levels in the
cerebrospinal fluid of patients with multiple sclerosis”, Arch. Neurol.,
65(5), 633-635.

Bures, P., Huang, Y.B., Oral, E., Peppas, N.A. (2001), “Surface
modifications and molecular imprinting of polymers in medical and

pharmaceutical applications”, J. Controlled Release, 72, 25-33.

445



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

> Byme, M.E., Hilt, J.Z., Peppas, N.A. (2008), “Recognitive biomimetic

networks with moiety imprinting for intelligent drug delivery”, J.

Biomed. Mater., Res. Part. A, 84A, 137-147.

» Byrne, M.E., Park, K., Peppas, N.A. (2002), “Molecular imprinting

within hydrogels”, Adv. Drug. Deliv. Rev., 54, 149-161.

» Chavas, D. et al. (2001), “The influence of the proinflammantory

cytokine osteopontin, on autoimmune demyelinating disease”,

Science, 23, 1731-1735.

> Chianella, I. et al. (2002), “Rational design of a polymer specific for

microcystin-LR using a computational approach”, Anal Chem., 74,

1288-1293.

» Chowdhury, S.A., Lin, J, Sadig, S.A. (2008), “Specificity and

correlation with disease activity of cerebrospinal fluid osteopontin

levels in patients with multiple sclerosis”, Arch. Neurol., 65(2), 232-

235.

» Cormack, P.A.G., Elorza, A.Z. (2004), “Molecularly imprinted

polymers: synthesis and characterisation”, J. Chromatrogr. B., 804,

173-182.

» Denhardt, D., Guo, X. (1993), “Osteoponting: a protein with diverse

functions”, FASEB J., 7, 1475-1482.

» Dhal, P.K., Kulkarni, M.G., Mashelkar, R.A. (2001), “Bio-imprinting:

polymeric receptors with and for biological macromolecules”. En

“Molecularly imprinted polymers: man-made mimics of antibodies and

their applications on analytical chemistry”, Elsevier, New York.

446



Capitulo 8

Fischer, E. (1894), “Einfluss der configuration auf die wirkung der
enzyme”, Ber. Dtsch. Chem. Ges., 27, 2985-2993.

Fisher, L.W., Torchia, D.A., Fohr, B., Young, M.F., Fedarko, N.S.
(2001), “Flexible structures of SIBLING proteins, bone sialopreotein,

and osteopontin”, Bioochem. Ciophys. Res. Commun., 280, 460-465.

Ge, Y., Turner, A.P.F. (2008), “Too large to fit? Recent developments

in macromolecular imprinting”, Trends Biotechnol., 26, 218-224.

Giachelli, C.M., Steitz, S. (2000), “Osteopontin: a versatile regulator

of inflammation and biomineralization”, Matrix Biol., 19, 615-622.

Haginaka, J., Sanbe, H. (1999), “Uniform-sized molecularly imprinted
polymers fro bisphenol A”, Chem. Lett., 28, 757-758.

Hansen, D.E. (2007), “Recent developments in the molecular

imprinting of proteins”, Biomaterial, 28, 4178-4191.

Haupt, K, Mayes, A.G., Mosbach, K. (1998), “Herbicide assay using an
imprinted polymer based system analogous to competitive

fluoroimmunoassays”, Anal. Chem., 70, 3936-3939.

Haupt, K., Mosbach, K. (2000), “Molecularly imprinted polymers and

their use in biomimetic sensors”, Chem. Rev., 100, 2495-2504.

Haupt, K. (2003), “Imprinted polymers-tailor-made mimics of

antibodies and receptors“, Chem. Commun., 2, 171-177.

447



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

Kimhi, O. and Bianco-Peled, H. (2007), “Study of the interactions
between protein-imprinted hydrogels and their templates”, Langmuir,
23, 6329-6335.

Komiyama, M., Takeuchi, T., Mukawa, H. (Eds) (2003), “Molecular

imprinting: from fundamentals to application”, Wiley-VCH, New York.

Kriz, D., Ramstrom, 0., Mosbach, K. (1997), “Molecular imprinting:
new possibilities for sensor technology”, Anal. Chem., 69, 345A-349A.

Lanza, F., Sellergren, B. (2001), “Molecularly imprinted extraction
materials for highly selective sample cleanup and analyte
enrichment”, Adv. Chromotogr., 41, 137-173.

Lin, H.Y. et al. (2006), “The microcontact imprinting of proteins: the
effect of cross-linking monomers for lysozyme, ribonuclease A and

myoglobin”, Biosens. Bioelectron., 22, 534-543.

Liu, Y. et al., (2003), “Proteins incorporated into biomimetically
prepared calcium phosphate coatings modulate their mechanical

strength and dissolution rate”, Biomaterials, 24, 65-70.

Luzinov, I. (2008), “Molecularly imprinted fibers with recognition
capability”, National textile center annual report, November 2008,
NTC Project: C05/CLO1.

Mallik, S. et al. (1994), “Towards materials for the specific recognition

and separation of proteins”, New J. Chem., 18, 299-304.

4438



Capitulo 8

» Miyazaki, Y. et al. (1995), “Expression of osteopontin in a macrophage
cell line and in transgenic mice with pulmonary fibrosis resulting from
the lung expression of a tumor necrosis factor-alpha trangene”, Ann.
New York Acad. Sci., 760, 334-341.

» Mosbach, K. (2006), “The promise of molecular imprinting”, Sci. Am.,
295, 86-91.

» Nicholls, I.A., Matsui, J., Krook, M., Mosbach, K. (1996), “Some recent
developments in the preparation of novel recognition systems: a
recognition site for the selective catalysis of an aldol condensation
using molecular imprinting and specific affinity motifs for a-
chymogrypsin using a phage display peptide library”, J. Mol.
Recognit., 9, 652-657.

» Norell, M.C., Andersson, H.S., Nicholls, L.A. (1998), “Towards
molecularly imprinted polymer based controlled release materials”, J.
Mol. Recogn., 11, 98-102.

> O’Regan, A., Berman, J.S. (2000), “Osteopontin: a key cytokine in
cell-mediated and granulomatous inflammation”, Int. J. Exp. Pathol.,
81, 373-390.

> O’'Regan, A.W., Nau, G.J., Chupp, G.L., Berman, J.S. (2000b),
“Osteopontin (Eta-1) in cell-mediated immunity: teaching and old dog
new tricks”, Immunol. Today, 21, 475-478.

» Ou, S.H., Wu, M.C., Chou, T.C., Liu, C.C. (2004), “Polyacrylamide gels
with electrostatic functional groups for the molecular imprinting of
lysozyme”, Anal Chim. Acta, 504, 163-166.

449



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

Pichon, V., Haupt, K. (2006), “Affinity separations on molecularly
imprinted polymers with special emphasis on solid-phase extraction”,
J. Liquid Chromatogr. Related Technol., 29, 989-1023.

Piletsky, S.A., Turner, Anthony, P.F. (2002), “New materials based on
imprinted polymers and their application in optical sensors”, En
“Optical biosensors: present and future (Ligler, F.S., Rowe Taitt,

C.A.)”, Elsevier, Amsterdam.

Polyakov, M.V. (1931), “Adsorption properties and structure of silica
gel”, Zhur. Fiz. Khim., 2, 799-805.

Ramstrom, O., Ye, L., Mosbach, K. (1996), “Artificial antibodies to
corticosteroids prepared by molecular imprinting”, Chem. Biol., 3,
471-477.

Sellergren, B. (1997), “Imprinted polymers: stable, reusable antibody-

mimics for highly selective separations”, Am. Lab., 14, 163-167.

Sellergren, B. (Eds) (2001), “Molecularly imprinted polymers: man
made mimics of antibodies and their application in analytical

chemistry”, Elsevier, Amsterdam.

Sellergren, B. (2001b), “Enantiomer separations using designed
imprinted chiral phases”, En “Chiral separations techniques
(Subramanian, G.)”, Wiley, Weinheim, 153-184.

Sellergren, B., Allender, C.J. (2005), “Molecularly imprinted polymers:
a bridge to advanced drug delivery”, Advanced Drug Delivery Reviews,
57(12), 1733-1741.

450



Capitulo 8

Shijubo, N., et al. (2000), “Vascular endothelial growth factor and
osteopontin in tumor biology”, Crit. Rev. Oncog., 11, 135-146.

Shinkay, S. (2004), “Molecular design of synthetic receptors with
dynamic, imprinting, and allosteric functions”, Biosensors and
Bioelectronic, 20(6), 1250-1259.

Singhal, H. et al. (1997), “Elevated plasma osteopontin in metastatic
breast cancer associated with increased tumor burden and decreased

survival”, Clin., Cancer Res., 3, 605-611.

Sodek, J., Ganss, B., McKee, M.D. (2000), “Osteopontin”, Crit. Rev.
Oral. Biol. Med., 11, 279-303.

Spivak, D.A. (2005), “Optimization, evaluation, and characterization
of molecularly imprinted polymers”, Adv. Drug Delivery Rev., 57,
1779-1794.

Svitel, J. et al., (2001), “Functionalized surfaces for optical
biosensors: applications to in vitro pesticide residual analysis”, J.
Mater. Sci. Mater. Med., 12, 1075-1078.

Syu, M.J., Chiu, T.C., Lai, C.Y., Chang, Y.S. (2006), “Amperometric
detection of bilirubin from a micro-sensing electrode with a synthetic
bilirubin imprinted poly(MAA-co-EGDMA) film”, Biosens. Bioelectron,
22, 550-557.

Tarbin, J.A., Sharman, M. (2001), “Development of molecularly
imprinted phase for the selective retention of stilbene-type estrogenic
compounds”, Anal Chim. Acta, 433, 71-79.

451



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

Turner, N.W. et al. (2006), “From 3D to 2D: a review of the molecular

imprinting of proteins”, Biotechnol. Prog., 22, 1474-1489.

Venkatesh, S., Sizemore, S.P., Byme, M.E. (2007), “Biomimetic
hydrogels for enhanced loading and extended release of ocular

therapeutics”, Biomaterials, 28, 717-724.

Vlatakis, G., Andersson, I.I., Muller, R., Mosbach, K. (1993), “Drug
assay using antibody mimics made by molecular imprinting”, Nature,
361, 645-647.

Vlokmann, A., Bruggmann, 0. (2006), “Catalysis of an ester hydrolysis
applying molecularly imprinted polymer shells based on an

immobilised chiral template”, React. Funct. Polym., 66, 1725-1733.

Whitcombe, M.J., Alexander, C., Vulfson, E.N. (1997), “Smart
polymers for the food industry”, Trends Food Sci. Technol., 8, 140-
145.

Wulff, G., Vesper, W., Grobeeinsler, R., Sarhan, A. (1977), “Enzyme-
analogue built polymers: 4. Synthesis of polymers containing chiral
cavities and their use for resolution of racemates”, Makromol. Chem.,
178, 2799-2816.

Wulff, G., Grobeeinsler, R., Vesper, W., Sarhan, A. (1977b), “Enzyme-
analogue built polymers: 5. Specificity distribution of chiral cavities

prepared en synthetic-polymer”, Makromol. Chem., 178, 2817-2825.

Wulff, G. (2002), “Enzyme-like catalysis by molecularly imprinted
polymers”, Chem. Rev., 102, 1-28.

452



Capitulo 8

Xie, J. et al. (2001), “Expression, roles, receptors, and regulation of
osteopontin in the kidney”, Kidney Int., 60, 1645-1657.

Yan, M., Ramstrom, O. (Eds) (2005), “Molecularly imprinted materials:

science and technology”, Mercel Dekker, New York.

Yu, Y., Ye, L., Haupt, K., Mosbach, K. (2002), “Formation of a class of
enzyme inhibitors (drugs), including a chiral compound, by using
imprinted polymers or biomolecules as molecular-scale reaction
vessels”, Angew. Chem., 114, 4660-4643.

Yu, Y. et al. (2006), “Facile synthesis of polyaniline-sodium alginate
nanofibers”, Langmuir, 22, 3899-3905.

Zhang, FJ, Cheng, GX, Ying, XG (2006), “Emulsion and macromolecules
templated alginate based polymer microspheres”, React. Funct.
Polym. 66, 712-719.

Zhang, J. et al. (2001), “Differential osteopontin expression in lung
cancer”, Cancer Lett., 171, 215-222.

Zhao, K., Cheng, G., Huang, J., Ying, X. (2008), “Rebinding and
recognition properties of protein-macromolecularly imprinted calcium
phosphate/alginate hybrid polymer microspheres”, React. Funct.
Polym., 68, 732-741.

453



Aplicacion Il: Reconocimiento de proteinas mediante capsulas de alginato-calcico.

8.10. DIFUSION DE RESULTADOS.

Los resultados derivados del Capitulo 8 se difundieron a través de una

patente americana, y dos articulos internacionales:

Autores: Edgar P. Herrero, Eva M.M. Del Valle, Nicholas A. Peppas.

Titulo: Protein imprinting by means of alginate based polymer
microcapsules.

Revista: Process biochemistry, enviado para su publicacion (2010).

Impacto: 2,414 (ano 2008).

Autores: Carolyn L. Bayer, Edgar P. Herrero, Nicholas A. Peppas.

Titulo: Alginate Films as macromolecularly imprinted matrices

Revista: Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, enviado para
publicacion.

Impacto: 2,150 (afno 2008).

Autores: Nicholas A. Peppas, Edgar Pérez-Herrero.

Titulo: Protein imprinting by means of alginate-based polymer
microcapsules.

N° registro: Patente americana, US 61/241,994.

Institucion: Universidad de Texas en Austin.

Fecha: 21/09/2009

Pais: Estados Unidos.

A continuacion, se adjunta una copia del documento de registro y el

abstract de la Patente Americana:
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Docket No. 065715.0213 PROVISIONAL
Client Ref. No. 5649-PEP PATENT APPLICATION

Page 2 of 17

PROTEIN IMPRINTING BY MEANS OF ALGINATE-BASED POLYMER
MICROCAPSULES

BACKGROUND

[0001] The present invention relates to molecular imprinting polymers, and, at
least in some embodiments, to novel calcium alginate polymer microcapsules, and their
associated methods of use.

[0002] A molecular imprinting polymer (“MIP”) is generally a crosslinked
polymeric network formed in the presence of a molecular mold or template. Sometimes called a
plastic antibody, a MIP generally retains a complementary cavity once the mold or template
molecule is extracted. The release of the template allows the MIP material to exhibit a selective
“memory” with respect to the template. This simulates the typical molecular recognition of
biological systems, such as antibodies or enzymes. MIPs tend to show a certain chemical affinity
for the original molecule and, consequently, can be used to fabricate sensors, as catalysis, or for
separation methods.

[0003] Molecular imprinting has been successfully used to recognize small
molecules, such as herbicides, metal ions, and amino acids. Thus, MIPs can be used as sensors,
chromatography beds, resins for separation processes, and analytical tools in enzyme-linked
immunosorbent assays (“ELISA assays”).

[0004] Heretofore, bio-macromolecules, such as antibodies and enzymes, have
been employed for protein recognition purposes. However, such bio-macromolecules are
sometimes difficult to find and/or produce. There is a need for receptor-like synthetic materials
such as protein-imprinted polymers as substitutes for natural receptors.

[0005] However, the development of MIPs capable of recognizing
macromolecules, such as peptides and proteins, has met with many difficulties, and the literature
on this new field is not extensive. The current approach to macromolecular imprinting generally
involves the inclusion of a template within a polymer formed from functional monomers and
crosslinking agents. However, macromolecular imprinting technologies heretofore have been
generally incompatible with the diagnosis and recognition in many life sciences applications,
such as medical applications, food additives, or drug delivery, which require biocompatible or

alimentary products.
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Capitulo 9

9. APLICACION IlIl: DESARROLLO DE FILMS BIFASICOS PARA UN
POSIBLE TRATAMIENTO DE LA FISTULA BRONCOPLURAL POST-
NEUMONECTOMIA

La neumonectomia (reseccion de todo un pulmoén) es una técnica
quirargica utilizada sobretodo en el tratamiento del carcinoma pulmonar vy,
mas raramente, en el de otras patologias no tumorales, como la tuberculosis o
las broquiectasias. A pesar de una cuidadosa seleccion preoperatoria, los
pacientes neumonectomizados en nuestro pais siguen presentando tasas altas
de mortalidad precoz (9,1%) y morbilidad (36,3%), siendo la fistula bronco-
pleural postneumonectomia (FBPN) una de las complicaciones postoperato-
rias mas graves y dificiles de resolver (Jiménez et al., 2006). La FBPN se defi-
ne como una comunicacion entre el espacio pleural y la via aérea a través del
munodn bronquial. En estas circunstancias, en las que el munon bronquial esta
en riesgo por desarrollo de fistula (isquemia, infeccion,...), una adecuada
cicatrizacion y revascularizacion de la sutura bronquial es esencial para evitar
la morbidad y mortandad posoperatoria, sin mencionar los altos gastos hospi-

talarios que se generan por tratamientos prolongados y repetitivos.

Uno de los enfoques que ha obtenido un mayor éxito en el tratamiento
de esta complicacion quirlrgica es la reparacion de tejidos mediante sistemas
que contienen diferentes lineas celulares (Novoa et al., 2008). Asi, segun los
trabajos realizados hasta ahora es posible postular que la cobertura del
munodn bronquial con un injerto tisular de fibroblastos (Goto et al., 1999;
Yancopoulos et al., 2000), y diferentes factores terapéuticos, tales como el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Nillesen et al., 2007) y el
factor de crecimiento fibroblastico (bFGF) (Nillesen et al., 2007), reducen el
riesgo de muerte pos-operativa por fistula broncopleural tardia postneumo-
nectomia.

Un monocito es un leucocito, parte del sistema inmune del cuerpo
humano, que protege contra los patogenos transportados por la sangre y que

se mueve con rapidez hacia los sitios de infeccion en los tejidos. Los
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monocitos son producidos por la médula d6sea a partir de los precursores
hematopoyéticos, y generan factores de crecimiento tales como el factor
endotelial vascular, VEGF (Vascular Endothelian Growth Factor), el factor
fibroblastico basico, bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), y el factor de
necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor-a) con unos pesos moleculares de
42, 16, y 27 KDa, respectivamente (Gerber et al., 1999; Montrucchio, 1994;
Shaulian, 1997). El método ideal para obtener monocitos es el aislamiento por
adherencia a partir de células mononucleadas procedentes de la sangre
periférica (Bennett y Breit, 1994). Por ello, en este trabajo, también fueron
utilizadas células mononucleadas para poder trabajar con un mayor numero
de células.

Existen pruebas de que la accion coordinada y secuencial de ciertos
factores de crecimiento, tales como el VEGF, el FGF, o el PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), aceleran los procesos normales de
angiogénesis y maduracién vascular (Yancopoulos et al., 2000), permitiendo
el desarrollo de redes capilares totalmente funcionales dentro de injertos
inicialmente avasculares (Chen et al., 2007; Nillesen et al., 2007; Perets et
al., 2003; Richarson et al., 2001).

El fibroblasto es la célula mas comln y menos especializada del tejido
conectivo. Se encarga de la sintesis y mantenimiento de la matriz extra-
celular y presenta gran capacidad para diferenciarse dando lugar a otros tipos
celulares mas especializados del tejido conjuntivo. El fibroblasto esta involu-
crado, ademas, en los procesos de cicatrizacion, ya que cuando ocurre dano
tisular, se induce mitosis de fibroblastos y se estimula la produccion de sobre
todo colageno, que aisla el tejido y favorece su reparacion.

Los fibroblastos son estimulados por varias citoquinas, destacando el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta: transforming growth
factor beta), y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF: fibroblast
growth factor). El TGF-beta estimula la produccion de colageno vy
fibronectina, principalmente en proceso de cicatrizacion. El FGF estimula la

proliferacion de fibroblastos y la sintesis de matriz extracelular.
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Diversos trabajos enfatizan el papel de los fibroblastos en la
regeneracion del epitelio traqueal in vitro, favoreciendo su proliferacion y
diferenciacion (Goto et al., 1999; Kobayashi et al., 2007).

Uno de los factores mas importantes que pueden complicar el
desarrollo de las terapias celulares es la proteccion de las células implantadas
del sistema inmunitario. Una solucién no deseada al inmuno-rechazo es la
administracion de un céctel de inmuno-supresores que puede producir serios
efectos secundarios.

Sin embargo, en este trabajo se propone como solucion al inmuno-
rechazo la encapsulacion de las células en membranas biocompatibles y
selectivamente semipermeables, que aseguran la proteccion mecanica y
bloquean la entrada de los mediadores inmunes, pero que permiten la
difusion hacia el exterior de las moléculas activas (factores troficos)
producidas por las células y que permitiran el tratamiento de las enferme-
dades. Ademas, este tipo de membranas permiten la entrada de nutrientes y
oxigeno, y la salida de los desechos (Angelova y Hunkeler, 1999; Benoit et al.,
1996; De Vos et al., 2002; Orive et al., 2003, 2004) (Figura 9.1.).

Las células encapsuladas ofrecen la ventaja de ser capaces de
sintetizar y segregar de forma continua las proteinas especificas, asi como de
responder a las sefales fisiologicas que regulan la secrecion. La membrana de
las capsulas actla como una barrera permeable para las moléculas mas
grandes, como los anticuerpos y componentes complementarios, responsables
del rechazo celular, de tal forma que el transplante en un huésped inmuno-
logicamente incompatible se hace posible. Con la apropiada permeabilidad a
moléculas de bajo peso molecular tales como, nutrientes, metabolitos, y
factores de crecimiento, las células encapsuladas se espera que mantengan su
funcionalidad dentro de su barrera permeable y segregue el repertorio normal

de proteinas (Figura 9.1.).
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Sistema
inmunitario Nutrientes y
D oxigeno

Factores
Desechos

Matriz

Célula Membrana

Figura 9.1. Esquema de una microcapsula

Durante los ultimos afos, se ha dedicado un gran esfuerzo en el
desarrollo de soportes esféricos (microcapsulas) para la inmovilizacion de
material biologico para su utilizacion en la terapia celular. Sin embargo
recientemente, estan ganando importancia otro tipo de soportes polimericos
de inmovilizacion, los films poliméricos (Jain et al., 1995). Este tipo de
soportes presentan una serie de ventajas en comparacion con los soportes
esféricos, como por ejemplo su facil recuperaciéon en caso de complicaciones
(Kizilel et al., 2005), su utilidad en la reparacion de tejidos (Alperin et al.,
2005) y para el tratamiento de heridas y quemaduras. Ademas, este tipo de
soportes por su forma, estructura y resistencia mecanica son adecuados para
su fijacion mediante sutura quirdrgica. La resistencia mecanica de estos
soportes, que debe resistir la tension creada por el corazon, por ejemplo para
la reparacion de infartos de miocardio, fue analizada mediante su mddulo
elastico en trabajos anteriores del presente grupo de investigacion.

A pesar de ser conocidas las propiedades de biocompatibilidad, biode-
gradabilidad de los alginatos y los geles de fibrina, y de estar documentada su

utilidad en ingenieria tisular, no se conoce una técnica que reporte un sopor-
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te biocompatible de células y factores terapéuticos, con la suficiente resis-
tencia mecanica para ser suturada y fijada al muion bronquial, y que permita
su revascularizacion en el tratamiento de la fistula broncopleural postneumo-

nectomia.

En este trabajo se ha desarrollado una nueva técnica biocompatible
efectiva de liberacion dual y controlada mediante la utilizacion de films de

dos fases (fibrina y alginato) de diferente estructura (Figura 9.2.):

- Una capa de fibrina con fibroblastos que proporciona adherencia al

organo, el munon bronquial.

- Una capa de alginato barico que proporciona la resistencia mecdnica
y permite su sutura al 6rgano. La capa de alginato, ademas, incor-
pora, tanto fibroblastos y factores terapéuticos (VEGF) libres, como

microcapsulas con factores inmovilizados (bFGF).

Fibroblastos

Capa de fibrina

Figura 9.2. Esquema de la estructura de un film bifésico
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La fibrina, proteina que participa en la reparacion de heridas y la
coagulacion de sangre, fue desarrollada originalmente como sellador y adhe-
sivo quirlrgico. Los geles de fibrina se pueden preparar a partir de la sangre
de los propios pacientes mediante polimerizacion enzimatica de fibrinogeno
en la presencia de trombina a temperatura ambiente.

La Figura 9.3. muestra una imagen de microscopia electronica de
barrido de la microanatomia de la matriz de fibrina, destacando la estructura
en malla con unién de los monomeros de fibrina entre si, dejando un tamano
de poro adecuado para la adhesion celular y visualizandose los fibroblastos
adheridos a la misma. Estas imagenes demuestran la propiedad de adhesion

que proporciona la capa de fibrina a la matriz bifasica.

Figura 9.3. Microscopia electrénica de barrido donde se aprecia una matriz de fibrina
sin componente celular (izquierda) y una matriz de fibrina con un fibroblasto
integrado plenamente en la misma tras 21 dias de cultivo (derecha)

La capa de alginato esta disefada para una dispensacion dual y
controlada de los factores VEGF y FGF, ya que ademas de tener suspendido el
factor VEGF, incorpora microcapsulas con el factor FGF inmovilizado, permi-
tiendo asi una cinética de liberacion secuencial de los mismos, lo que resulta
fundamental para la formacion y maduracion capilar adecuada. Asi, el VEGF
comienza a liberarse de forma instantanea, mientras que el FGF comienza su

liberacion de forma mas tardia y secuencial (Figura 9.4.). Esto permitira
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simular de forma bastante aproximada la secuencia de actuacion normal de
ambos factores “in vivo” necesaria para una correcta angiogénesis (Figura
9.5.).

o e FGF
. \ VEGF
& &

Figura 9.4. Perfiles de liberacién de VEGF y de FGF desde el injerto
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Figura 9.5. Proceso de formacion y maduracion vascular

En un principio, la formacion de vasos es altamente dependiente de la accion del VEGF.
Conforme se inicia la maduracion vascular, la importancia del VEGF disminuye
progresivamente a la par que comienzan su accion otros factores como el FGF (adaptado de
Darland y D" Amore, Journal of Clinical Investigation, 1999).

Esta matriz bifasica desarrollada no solo permite una liberacion
secuencial de dos factores terapéuticos diferentes (VEGF y bFGF), sino que

también permite el crecimiento de los fibroblastos incorporados. Con todo
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esto, la matriz desarrollada permite la vascularizacion y regeneracion del
epitelio bronquial para un posible tratamiento de la fistula broncopleural
postneumonectomia.
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9.1. GENERACION DE LOS FILMS BIFASICOS

9.1.1. METODO DE PREPARACION DE LA CAPA DE FIBRINA (2 mL)

Para la coagulacion de un gel de fibrina de 2 mL se siguio el procedimento

que se describe a continuacion:

- Partir de una solucion de 0,8 de plasma sanguineo.

- Anadir, al plasma, 920 yL de medio de cultivo completo, completen-
tado con un 10 % de suero fetal bovino, y un 1% de penicili-
na/estreptomicina, para el cultivo de los fibroblastos.

- Suspender 40 000 fibroblastos en 120 yL de medio de cultivo y anadir
a la mezcla anterior.

- Suplementar la mezcla con 80 pg de agente estabilizante del coagulo
de fibrina (acido tranexamico).

- Anadir 80 pg de cloruro calcico (concentracion final 4 mg/mL).

- Homogeneizar la muestra por pipeteo y dispensar en el recipiente de
cultivo en el que se pretende coagular la mezcla.

- Introducir al incubador a 37 °C °C y 5% of CO, (Forma Direct Heat CO,
Incubator, Thermo Electron Corporation, Hucoa-Erloss, Model 311).

- Anadir suficiente medio de cultivo a los films de fibrina para evitar su

desecacion.

Todas las disoluciones utilizadas fueron completamente estériles. El proceso
entero fue desarrollado en una campana de flujo laminar de tipo Il (Nuaire,

Model NO-UN-425-40DE), bajo condiciones completamente estériles.
9.1.2. TECNICA DE PREPARACION DE LA CAPA DE ALGINATO BARICO
En la literatura, habitualmente se utiliza la técnica de evaporacion del

solvente para la preparacion de films poliméricos. Este proceso consiste en

extender una fina capa de alginato sobre una placa de vidrio o una placa
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Petry, para después producir su entrecruzamiento con cloruro calcico. Una
vez producidos los films, estos son desecados, bien con corrientes de aire, o
mediante un horno a 40 °C (Chan, et al., 2006; Hermes y Narayani, 2002).
Esta técnica no es apropiada porque la desecacion puede dafnar las células
inmovilizadas. Ademas, es dificil controlar el espesor y la uniformidad de los
films producidos, pudiéndose generar fibrosis y rechazo después del

transplante.

Con el objetivo de poder inmovilizar material bioldgico, se desarrolld
una nueva técnica de generacion de films basada en la reaccion de gelifi-
cacion ionica entre el alginato sodico y el cloruro de bario. Este método
consiste en extender una fina capa de una solucion de alginato sodico al 2 %
en peso sobre una placa Petry con un papel de filtro poroso empapado con
una solucion de cloruro de bario al 3 % en peso. Después de esto, se anade
gota a gota una solucion de cloruro de bario al 3 % en peso sobre la superficie

superior. Con este método es dificil controlar el espesor y la uniformidad.

Por tanto, se modifico este método, de tal forma, que se pudieran
controlar estos parametros, y asi evitarse la fibrosis y el rechazo a la hora de
implantar el film. Se desarrollé un segundo método de generacion de films,
que permitia controlar y reducir el espesor del mismo (hasta 300 micras),
manteniendo la resistencia mecanica. El dispositivo utilizado para generar los
films, que se muestra en la Figura 9.6., esta compuesto por dos placas
porosas filtrantes fijadas en un soporte metalico en contacto con una pinza de
sujecion. En cada placa porosa fueron colocados filtros de Nylon de 0,45
micras empapados con una solucion de cloruro barico al 3 % en peso. En la
placa porosa colocada sobre el soporte se vertioé una fina capa de una solucién
de alginato sodico al 2 % en peso en el centro del filtro de Nylon. La otra
placa filtrante fue colocada verticalmente sobre la primera, y el dispositivo
fue fijado con una pinza de sujecion. A través de la entrada de la placa

porosa superior se afadieron 4 mL de cloruro barico al 3 % en peso, de tal
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forma que atravesara la placa porosa, y contactara con la capa de alginato

sodico formada, posibilitando la formacion de la membrana del film.

Entrada de la
\E solucién de

cloruro barico

Placa porosa —>
&
S.olucu')n’ d? RN &— Filtro
alginato sodico

Placa porosa —>

Figura 9.6. Dispositivo utilizado para preparer los films

Todas las disoluciones utilizadas fueron esterilizadas a 121 °C durante
30 minutos, utilizando un autoclave de vapor (P-Selecta, Autester-E). El
alginato sodico fue esterilizado por exposicion a radiacion ultravioleta
durante al menos 48 horas. Todo el equipamiento fue esterilizado, incluyendo
el material de vidrio, mediante autoclave a 121 °C durante 30 minutos. El
proceso entero fue desarrollado en una campana de flujo laminar de tipo Il

(Nuaire, Model NO-UN-425-40DE), bajo condiciones completamente estériles.
9.1.3. TECNICA PARA LA GENERACION DE MICROCAPSULAS
Para la generacion de las microcapsulas, se utilizé la técnica de

estabilizacion de gelificacion idnica. Esta técnica consiste en anadir una solu-

cion de alginato sodico del 2 % en peso gota a gota sobre una solucion de clo-
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ruro de bario al 3 % en peso. Las capsulas se mantuvieron en la solucion gelifi-
cante durante 5 minutos, para después ser filtradas con filtros de Nylon de

0,45 micras de poro.

Las gotas de alginato sodico fueron generadas mediante una unidad de
encapsulacion por vibracion generada por un sistema piezo-eléctrico (Nisco
Encapsulation Unit, Var D, LIN-0085). Este sistema dispone de una boquilla
simple vibratoria, donde la frecuencia y la amplitud se pueden ajustar de
forma digital. Una bomba jeringa produce un caudal libre de pulsaciones a

través de la boquilla (Figura 9.7.).

Figura 9.7. Dispositivo utilizado para preparar las capsulas

9.1.4. TECNICA PARA LA GENERACION DE LOS FILMS BIFASICOS

Como se describié anteriormente, se ha desarrollado una técnica de
generacion de films bifasicos biocompatibles de fibrina y alginato (protegido
mediante Patente Europea, EP10153306.5). Los films constan de dos capas de

diferente estructura, una con fibrina que proporciona la adherencia al 6rgano,
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y otra de alginato que proporciona la resistencia mecanica necesaria para su
sutura al 6rgano. La capa de fibrina incorpora fibroblastos. La capa de algina-
to incorpora factores de crecimiento VEGF, capsulas de alginato barico con

factores bFGF en su interior.

Primeramente, se prepard una solucion de factor VEGF en Tris Buffer a
pH de 8.0 con una concentracion final de 1 ug/mL.

Ademas, se generaron microcapsulas de alginato barico con bFGF
incorporado. Para ello, se prepard una solucion de factor bFGF, suspendiendo
éste en una solucion de Tris Buffer (pH = 8.0) hasta una concentracion final
de 1 pg/mL. Con esta solucion del factor se preparo una solucion de alginato
sodico al 2 % en peso. La solucion alginato-bFGF en Tris Buffer se anadioé gota
a gota sobre una solucion de cloruro de bario al 3 % en peso, para generar las

capsulas.
Después, las capsulas generadas fueron anadidas a la solucion factor
VEGF, y con esta suspension se prepard una solucion de alginato sodico al 2 %

en peso, donde ademas se incluyeron 40 000 fibroblastos.

La matriz fue generada por dos diferentes procedimientos (protegidos
por Patente Europea, EP10153306.5):

a) Generacion de la matriz bifasica mediante placas Petry:

Este método consiste en extender una fina capa de 4 mL de la solucion
de alginato sodico al 2 % en peso con VEGF, capsulas y fibroblastos, preparada
previamente, sobre un papel de filtro poroso, empapado en una solucién de
cloruro de bario al 3 % en peso, colocado sobre una placa Petry. Las condi-
ciones de gelificacion se mantuvieron durante 5 minutos, dejando libre la
superficie superior, sin solucion gelificante, de tal forma que se pueda adherir

la capa de fibrina sobre esta superficie superior del film. Después de esto, se
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preparo la capa de fibrina (4 mL) sobre la superficie superior del film, como
se describio previamente. Finalmente, el film bifasico se almacen6 en medio
de cultivo completo, complementado con un 10 % de suero fetal bovino, y un
1% de penicilina/estreptomicina, en un incubador a 37 °Cy 5 % de CO, para su
cultivo. Después de dos dias de cultivo, la capa de fibrina se adheri6 a la capa
de alginato, debido a la red de la fibrina, y entonces, la matriz se recubrio
con una membrana de cloruro barico para proteger la matriz, mediante la
inmersion de la matriz en un bafo con una solucion de cloruro barico al 3 % en

peso.

b) Generacion de la matriz bifasica mediante placas filtrantes porosas:

Este método genera films mediante un dispositivo que consta de dos
placas filtrantes porosas fijadas a un soporte metalico en contacto con una
pinza de sujecion. En cada placa porosa se colocaron filtros de Nylon, de 0,45
micras de tamafo de poro, empapados con una solucion de cloruro de bario
del 3 %. En el caso de la placa filtrante superior, la solucion fue del 1 % en
peso, para evitar que se produjera la reaccion de gelificacion al completo en
la superfice superior del film, y permitiera la adherencia de la capa de fibrina
sobre esta superficie. Sobre el centro del filtro colocado en la placa inferior
fue vertida la solucion de alginato soédico al 2 % en peso con VEGF, capsulas y
fibroblastos, preparada previamente. Después de esto, se colocoé encima la
otra placa filtrante, y el dispositivo se fijo mediante una pinza de sujecion.
En este caso se evitd anadir la solucion de cloruro de bario al 3 % por la
entrada de la placa porosa superior, de tal forma que no se generara la
reaccion de gelificacion al completo en la superficie superior del film. De esta
forma, se generé una membrana con la suficiente resistencia mecanica para
suturarla al 6rgano, pero que permitiera la adherencia de la capa de fibrina
sobre esta superficie superior del film.

Después de esto, se prepard la capa de fibrina (4 mL) sobre la

superficie superior del film, como se describid previamente. Finalmente, el
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film bifasico se almacend en medio de cultivo completo, complementado con
un 10 % de suero fetal bovino, y un 1% de penicilina/estreptomicina, en un
incubador a 37 °C y 5 % de CO, para su cultivo. Después de dos dias de cultivo,
la capa de fibrina se adherié a la capa de alginato, debido a la red de la
fibrina, y entonces, la matriz se recubrié con una membrana de cloruro barico
para proteger la matriz, mediante la inmersion de la matriz en un bafno con

una solucion de cloruro barico al 3 % en peso.
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9.2. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR

Ya que la viabilidad celular dentro de las capsulas, fue comprobada en
el Capitulo 7, es necesario ahora comprobar, tambien, la supervivencia de las
células y factores dentro de los films poliméricos. De esta forma se realizaron
estudios de viabilidad celular con tres lineas celulares diferentes (monocitos,
células monoclonales y fibroblastos) en los films generados mediante el méto-

do de las placas filtrantes porosas.
9.2.1. PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION DE LAS CELULAS

Los monocitos suministrados (15 x 10°) por el servicio de hematologia
del Hospital Universitario de Salamanca fueron tratados con tripsina vy
centrifugados (Internacional Equipment Co., IEC Centra MP4R) a 1000 rpm
durante 10 minutos a 20 °C. El medio de cultivo fue decantado y las células
fueron resuspendidas en 2 mL de medio fresco de cultivo, para después
mezclar esta suspension celular con 13 mL de una solucion de alginato sodico
con medio de cultivo al 2 % en peso, para tener al final una suspension

alginato-células de concentracion final de 1 x 10° celulas / mL.

Las células mononucleadas suministradas (136 x 10°) por el servicio de
hematologia del Hospital Universitario de Salamanca fueron tratadas con
tripsina y centrifugadas (Internacional Equipment Co., IEC Centra MP4R) a
1000 rpm durante 10 minutos a 20 °C. El medio de cultivo fue decantado y las
células fueron resuspendidas en 2 mL de medio fresco de cultivo, para
después mezclar esta suspension celular con 5 mL de una solucion de alginato
sodico con medio de cultivo al 4 % en peso, para tener al final una suspension

alginato-células de concentracion final de 19,5 x 10° celulas / mL.

Los fibroblastos suministrados (1 x 10°) por el banco de tejidos de la
Clinica San Francisco de Leon fueron tratadas con tripsina y centrifugadas

(Internacional Equipment Co., IEC Centra MP4R) a 1000 rpm durante 10
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minutos a 20 °C. El medio de cultivo fue decantado y las células fueron
resuspendidas en 2 mL de medio fresco de cultivo, para después mezclar esta
suspension celular con 8 mL de una solucion de alginato sédico con medio de
cultivo al 4 % en peso, para tener al final una suspension alginato-células de

concentracion final de 1 x 10* celulas / mL.

La generacion de los films de produjo segun el procedimiento de las
placas filtrantes porosas, descrito previamente. En cada placa porosa se
colocaron filtros de Nylon, de 0,45 micras de tamano de poro, empapados con
una solucion de cloruro de bario del 3 %. Sobre el centro del filtro colocado en
la placa inferior fueron vertidos 0,7 mL de la solucion de alginato sédico con
células al 2 6 4 % en peso, segin la linea celular, preparada previamente.
Después de esto, se coloco encima la otra placa filtrante, y el dispositivo se
fijo mediante una pinza de sujecion. A través de la entrada de la placa porosa
superior se anadieron 4 mL de cloruro barico al 3 % en peso. Después de esto,
los films producidos fueron llevados a un bafo de 15 mL de cloruro de bario al
3 % en peso. El tiempo de permanencia en el dispositivo y en el bafo de
cloruro de bario varié en funcion de la linea celular. Los films con monocitos y
células monoclonales, estuvieron 10 minutos en el dispositivo, y otros 10 en el
bafo. Los films con fibroblastos permanecieron en el dispositivo durante 2
minutos y otros 5 en el bano.

De esta forma, se prepararon 4 films por linea celular, que se
mantuvieron en placas Petry con 20 mL de medio completo de cultivo DMEM
complementado con un 10% de suero fetal bovino, y un 1% de
penicilina/estreptomicina, para cultivo a 37 °C y 5% de CO, en un incubador
(Forma direct heat CO, incubator, Thermo Electron Corp., Hucoa-Erloss,
Model 311). El medio se cambi6 cada 3 dias.

La disolucion de cloruro de bario fue autoclavada utilizando un
autoclave de vapor (P-Selecta, Autester-E) a 121 °C durante 30 minutos. Todo
el equipamiento utilizado, incluido todo el material de vidrio, fue

autoclavado a 121 °C durante 30 minutos. El reactivo de alginato sodico fue
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esterilizado por exposicion a radiacion ultravioleta durante al menos 24
horas.

El proceso entero fue desarrollado en una campana de flujo laminar
de tipo Il (Nuaire, Model NO-UN-425-40DE), bajo condiciones completamente

estériles.

9.2.2. VIABILIDAD DE LAS CELULAS ENCAPSULADAS

El objetivo principal de esta parte es conseguir la supervivencia de las
células inmovilizadas en los films generados.

Después de realizar la inmovilizacion de las diferentes lineas celulares
en los films, se comprobo su supervivencia cada dia mediante el método de la
sal de tetrazolio o ensayo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-bromuro 2,5-
difeniltetrazolio], descrito dentro del Apéndice |, “Materiales y Métodos”, en
el apartado D). Todos los ensayos se realizaron durante 15 dias.

Se realizd un calibrado absorbancia-nimero de células, con el objetivo

de conocer el nUmero exacto de células que habia en cada momento.

Calibracién absorbancia-numero de células para la realizacién del test de
viabilidad celular:

El ensayo MTT, descrito en el apéndice |, “Materiales y Métodos”,
proporciona diferentes valores de absorbancia en funcion de la viabilidad
celular. Esta absorbancia debe ser asociada a una cantidad fija de células.
Por ello, se realizdé una calibracion previa con el objeto de transformar los
valores obtenidos de absorbancia en numero de células vivas. Se partio de un
numero conocido de células y se analizaron diferentes voliUmenes, con una
concentracion de células conocida, mediante el método MTT, a través de un
lector de placas ELISA (Expert Plus, ASYS).
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a) Monocitos:

A partir de una suspension inicial de células de 1,180 x 10° en 1235 pL
de medio completo de cultivo, se tomaron diferentes volUmenes con nimero
conocido de células, y se diluyeron hasta 200 pL rellenando el volumen
restante con medio fresco de cultivo. A partir de aqui se realizo el ensayo
MTT en un lector de placas ELISA para obtener las medidas de la absorbancia
para las diferentes muestras. En la tabla 9.1. se pueden ver los voliumenes
tomados a partir de la suspension inicial, el nimero de células que contienen,

asi como su absorbancia. Para cada volumen se tomaron 4 medidas.

Tabla 9.1: Datos experimentales para la elaboracion de la curva de calibrado

V [pL] N° células *10° Absorbancianedia
200 191 0,2423
160 153 0,2168
140 134 0,2024
120 115 0,1938
100 96 0,1735
80 76 0,1608
60 57 0,1248
40 38 0,0805
20 19 0,0460
10 9,5 0,0185
5 4,8 0,0018

La curva de calibrado obtenida muestra claramente dos zonas bien
diferenciadas (Figura 9.8.). Por lo tanto, con el objetivo de minimizar los

errores a la hora de calcular el niUmero de células a partir de medidas de
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absorbancia, se optd por separar la curva de calibrado en dos rectas, para

concentraciones inferiores y superiores a 80000 células (Figura 9.8.).
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Figura 9.8. Recta de calibrado

b) Células mononucleadas:

A partir de una suspension inicial de células de 6,5 x 10® / mL de
medio completo de cultivo, se tomaron diferentes volumenes con numero
conocido de células, y se diluyeron hasta 150 pL rellenando el volumen
restante con medio fresco de cultivo. A partir de aqui se realizd el ensayo
MTT en un lector de placas ELISA para obtener las medidas de la absorbancia
para las diferentes muestras. En la tabla 9.2. se pueden ver los voliumenes
tomados a partir de la suspension inicial, el nimero de células que contienen,
asi como su absorbancia. Para cada volumen se tomaron 4 medidas. La curva

de calibrado obtenida se muestra en la Figura 9.9.
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Tabla 9.2: Datos experimentales para la elaboracion de la curva de calibrado

V [uL] [N° células/mL] *10° Absorbanciamedia
150 6,5 1,2650
130 5,6 1,1090
120 5,2 0,9255
100 4,3 0,8355
90 3,9 0,8100
80 3,5 0,7640
70 3,0 0,6685
60 2,6 0,5045
50 2,2 0,4540
40 1,7 0,3930
30 1,3 0,3010
20 0,9 0,2410
10 0,4 0,1560
5 0,2 0,1150
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Figura 9.9. Recta de calibrado de las células mononucleadas
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c) Fibroblastos:

A partir de una suspension inicial de células de 1,0 x 10° / mL de
medio completo de cultivo, se tomaron diferentes volumenes con numero
conocido de células, y se diluyeron hasta 150 pL rellenando el volumen
restante con medio fresco de cultivo. A partir de aqui se realizo el ensayo
MTT en un lector de placas ELISA para obtener las medidas de la absorbancia
para las diferentes muestras. En la tabla 9.3. se pueden ver los volumenes
tomados a partir de la suspension inicial, el nUmero de células que contienen,

asi como su absorbancia. Para cada volumen se tomaron 4 medidas.

Tabla 9.3: Datos experimentales obtenidos para la elaboracion de la curva de calibrado

V [pL] N° células * 10° Absorbancianedia
150 1,5 2,0730
140 1,4 1,4870
130 1,3 1,8570
100 1,0 1,3010
80 0,8 0,9800
60 0,6 0,7440
20 0,2 0,2720
10 0,1 0,1160
5 0,05 0,0640

La curva de calibrado obtenida muestra claramente dos zonas
claramente diferenciadas, optando por lo tanto a separar la curva en dos
rectas para minimizar los errores a la hora de calcular en niUmero de células a

partir de una medida de absorbancia (Figura 9.10.).
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Figura 9.10. Recta de calibrado para los fibroblastos

Viabilidad de las células encapsuladas:

La figura 9.11. muestra la viabilidad celular de los monocitos inmo-

vilizados en los films.
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Figura 9.11. Viabilidad celular (monocitos)
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De acuerdo con la Figura 9.11., la poblacion celular se incrementa
desde el primer dia después del proceso de inmovilizacion, siendo el
incremento en este primer dia del 50 % con respecto al nimero inicial de
células. A partir de aqui, existe una tendencia general de proliferacion

celular, alcanzando reiteradamente maximos locales.

En el caso de la linea celular de las células mononucleadas, en la
Figura 9.12. se observa que existe viabilidad celular, pero que sin embargo,
no se produce proliferacion celular. No existe una tendencia de crecimiento
celular, pero sin embargo, el nimero de células viables se mantiene por

encima del valor inicial.
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Figura 9.12. Viabilidad celular (células monoclonales)

La figura 9.13. muestra la tendencia de la linea celular de los fibro-

blastos. En esta grafica se observa una clara proliferacion celular, llegando a
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incrementarse el nimero de células hasta diez veces el nimero de células

inicial justo después del proceso de inmovilizacion.
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Figura 9.13. Viabilidad celular (fibroblastos)

La variacion de los datos se puede justificar por el hecho de que no
todos los films contienen el mismo nimero de células, ya que es muy dificil
uniformizar las células en toda la superficie del film. Ademas, las medidas del

test ELISA dependen de la muestra de film tomada.
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9.3. ESTUDIOS DE LA EFICIENCIA DE LA MATRIZ BIFASICA EN EL
TRATAMIENTO DE LA FISTULA BROCOPLEURAL POSTNEU-
MONECTOMIA

La Fistula Brocopleural Postneumonectomia (BPF) es una seria compli-
cacion después de una cirugia en el pulmon, tanto por su alta mortalidad (33
%) (Novoa et al., 2009), como por el deterioro de la calidad de vida que puede
ocasionar, especialmente en los casos de fistula tardia, cuyo tratamiento
definitivo pasa por la toracostomia (“ventana” toracica permanente, creada
mediante reseccion costal e invaginacion de los colgajos miocutaneos adya-
centes, que permite la cura diaria - durante meses, incluso anos- de la cavi-
dad de neumonectomia), con posterior cierre quirdrgico de la misma median-
te plastia muscular de dorsal ancho o serto mayor (Novoa et al., 2009). En
resumen, estos pacientes deben someterse a una cirugia agresiva y mutilante,
precisando de atencion diaria durante un largo periodo de tiempo antes de
poder ser candidatos a una nueva intervencion que requerira como minimo la
movilizacion de varios grupos musculares, con las logicas repercusiones esté-
ticas y funcionales que todo el proceso conlleva, sin mencionar el evidente

incremento del gasto sanitario que esto supone.

Entre los factores que favorecen la aparicion de la BPF, destacan
aquellos que interfieren negativamente con el proceso normal de cicatriza-
cion, como la infeccion respiratoria postoperatoria o la revascularizacion del
munodn bronquial. Como el tejido peribronquial juega un papel importante en
el proceso de cicatrizacion de la via aérea, su reseccion facilitaria la isque-
mia, ulceracion, posterior necrosis parcial alrededor de la sutura bronquial, y
BPF. Por lo tanto, en un esfuerzo por prevenir la aparicion de BPF, se espera
que la matriz bifasica aqui desarrollada sea capaz de cicatrizar y revascula-

rizar el muindn bronquial.
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Los resultados aqui presentados deben ser considerados como pilotos,
basados Unicamente en técnicas histoldgicas descriptivas y de observacion
(tincion hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica con anticuerpos CD-31
para la identificacion de vaso sanguineos). Estos resultados fueron realizados
por el Servicio de Cirujia Toracica y el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Universitario de Salamanca, y la Facultad de Veterinaria de Leon.

Se utilizaron 35 cerdos de dos a tres meses de vida y de peso entre 15
y 25 kg, incluyendo 30 animales en el grupo experimental, y los 5 restantes en
un grupo control. Tras la anestesia general y monitorizacion, se practicé una
toracotomia izquierda estandar, a través de la cual se realizd6 una neumo-
nectomia izquierda, disecando el bronquio principal izquierdo hasta 2,5 centi-
metros de la carina traqueal y extirpando exhaustivamente todo el tejido
peribronquial, a fin de que el munén bronquial quede largo y completamente
isquémico. Seguidamente se procede a su cierre mediante sutura quirurgica,
para despues suturar en la zona de corte del bronquio un injerto tisular
formado por la matriz bifasica con fibroblastos, VEGF, y FGF (en los animales
del grupo control, dicho injerto fue sustituido Unicamente por una matriz
simple). Durante el periodo postoperatorio, los cerdos recibieron el oportuno
tratamiento para el dolor. Aunque en el protocolo inicial se especifico que no
se realizaria profilaxis antibiotica sobre los animales del estudio, la frecuente
colonizacion multibacteriana de los mismos, unida a su situacion de estabula-
cion (que favorece los contagios) y a la inmunosupresion secundaria a la
agresion quirdrgica, hicieron que el equipo de la Facultad de Veterinaria de
Leon valorase como imprescindible la profilaxis y tratamiento antibiotico peri-
operatorios, lo que obligara a ser cautos a la hora de interpretar los hallazgos
microbiologicos que se realicen.

La cicatrizacion del muién broquial se controlé6 mediante brocoscopias
repetidas con biopsia (analisis histoldgico) y cepillado bronquial (cultivo
microbioldgico y citologia), realizadas en los dias postoperatorios 3, 7, 14, 21,
y 30. Todos los animales se sacrificaron por sobredosis de barbituricos el dia

30 del postoperatorio, o antes cuando presentaron fistula bronquial con
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sintomas de infeccion o necrosis extensa del muion bronquial. Tras el
sacrificio, se extrajo el mundn bronquial con su injerto o matriz suturados
para estudio histologico y microbiologico.

Se llevd a cabo un estudio morfologico del muion bronquial con su
matriz suturada, previa fijacion en formol tamponado al 4 %. Tras incluirlo en
parafina, se realizaron cortes histoldgicos y tincion con hematoxilina-eosina,
para estudio morfologico de la estructura (presencia de fistula, granulacion,
epitelizacion) y reaccion inflamatoria del muinén bronquial (grado de necro-
sis/rechazo). Para terminar, se verifico la presencia de vasos sanguineos
capilares empleando el marcador endotelial CD31, analizando su grado de

maduracién con el marcador alfa para actina de musculo liso.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos del analisis del
Servicio de Anatomia Patologica y comentados por el Servicio de Cirujia

Toracica, en los diferentes grupos de cerdos considerados:

a) Grupo de control, C (Figura 9.14): se realizo una neumonectomia con

cierre del muién bronquial mediante sutura quirlrgica a 5 animales.

Figura 9.14. Seccion histolégica macroscépica de un muiién bronquial correspondiente
a un cerdo del grupo control. Existe un escaso ensanchamiento sobre la linea de sutura
(ver flechas), correspondiente a una “fibrosis reparativa”
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Se obtuvieron los siguientes resultados:

b)

c)

El sistema responde escasamente a la inflamacion.
La proliferacion fibroblastica es escasa y corresponde al proceso
natural de cicatrizacion (“fibrosis reparativa”).

No existe evidencia de revascularizacion.

Grupo I, MS (matriz simple): se realizd6 una neumonectomia a 10
animales con cierre del muién bronquial mediante sutura quirlrgica,
pero ademas se cubriéo el muién bronquial con una matriz bifasica,
consistente, exclusivamente en alginato y fibrina. Se obtuvieron los

siguientes resultados:

El sistema responde de forma moderada a la inflamacion.

La proliferacion fibroblastica es moderada y corresponde al proceso
natural de cicatrizacion (“fibrosis reparativa”). La pared del muioén
bronquial presenta un abundante material de aspecto gelatinoso y
edematoso, correspondiente al alginato en proceso de degradacion e
incorporacion.

La revascularizacion es escasa.

Grupo Il, ITC (Injerto tisular completo) (Figura 9.15): se realiz6 una
neumonectomia a 20 animales con cierre del muién bronquial
mediante sutura quirlrgica, ademas, se cubrié el muion bronquial con
una matriz bifasica de alginato y fibrina, pero incorporando
fibroblastos, VEGF y FGF. La principal caracteristica de este grupo fue
la cicatrizacidon bronquial exuberante, con una pared bronquial muy

gruesa (Figura 9.15.). Se obtuvieron los siguientes resultados:

El sistema responde a la inflamacion de una forma mucho mas intensa

que los otros dos grupos.
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- La proliferacion fibroblastica se dispara a partir del dia 7 post-
operatorio, entonces se estabiliza y gradualmente decrece hasta el dia
30. Las células fibroblasticas son completamente viables y demuestran
actividad biologica (proliferacion positiva, migracion,...), que significa
que los factores VEGF y FGF estan activos.

- A partir del dia 7, se demuestra la formacién de vasos sanguineos con
la evidencia del comienzo del crecimiento de capilares sanguineos,
continuando hasta completar estructuras vasculares a partir del dia
14.

Figura 9.15. Seccion histolégica macroscépica de un muiion bronquial correspondiente
a un cerdo del grupo experimental I1. Existe un significativo ensanchamiento sobre la
linea de sutura (ver flechas), correspondiente a un intenso proceso reparativo mediante
la revascularizacion del tejido fibroso

Estas secciones histologicas macroscopicas fueron analizadas micros-
copicamente por el servicio de Anatomia Patoldgica para los tres grupos
experimentales. Los analisis se realizaron a los 7, 14, 21 y 28 dias de
permanencia del injerto en los animales con el fin de observar la evolucion de

la revascularizacion, y los resultados se muestran en las Figuras 9.16.-9.19.
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Figura 9.16. Analisis microscépico de las secciones histologicas macroscopicas para los
3 grupos experimentales a los 7 dias del implante del injerto en los animales

Figura 9.17. Analisis microscépico de las secciones histologicas macroscopicas para los
3 grupos experimentales a los 14 dias del implante del injerto en los animales
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Figura 9.18. Analisis microscdpico de las secciones histologicas macroscopicas para los
3 grupos experimentales a los 21 dias del implante del injerto en los animales

Figura 9.19. Analisis microscépico de las secciones histologicas macroscopicas para los
3 grupos experimentales a los 28 dias del implante del injerto en los animales

En las Figuras 9.16.-9.19 se puede observar que en el grupo
experimental con injertos completos (ITC), a partir del dia 7, después del
implante, se comienzan a evidenciar signos de revascularizacion, ya que
comienzan a aparecer yemas (en violeta), es decir, que se empiezan a formar

vasos sanguineos. A partir del dia 14 se empiezan a completar estructuras
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vasculares. Se puede observar como en los grupos control se produce, exclusi-
vamente, el proceso natural de cicatrizacion, no respondiendo el sistema a la
inflamacion, y no existiendo evidencias de revascularizacion. Los animales
con una matriz simple, MS (alginato con fibrina), muestran una respuesta
moderada a la revascularizacion. Sin lugar a dudas, la respuesta mas intensa a
la inflamacion de todos los grupos experimentales se produce en el grupo con
injerto tisular completo (ITC). En el dia 21, después del implante, se puede
observar en la foto del grupo experimental ITC (Figura 9.18.), que las capsulas
que inicialmente estaban en la capa de alginato, ahora forman parte del
tejido, y estan completamente desestabilizadas, formando exclusivamente
una estructura de gel, y tendiendo a su desaparicion. Esto demuestra la bio-

compatibilidad del sistema.

La angiogénesis es un proceso gobernado por un estrecho balance
entre factores inhibidores y promotores en el que multiples moléculas, células
y factores troficos interactlan de forma compleja. Se penso que la respuesta
angiogénica positiva detectada en los animales del grupo experimental de
debe a la accion inmediata del VEGF, que apoyada por la liberacién sequen-
cial y sostenida del FGF permite no sélo la formacion de nuevos vasos (me-
diante activacion, proliferacion, migracion y adhesion en el foco lesional de
células endoteliales) sino también su maduracion (al estimular la proliferacion
de pericitos y la deposicion de matriz extracelular). Los fibroblastos, cuya
proliferacion también se incrementa en respuesta a dichos factores, son capa-
ces a su vez de producir diversas moléculas angiogénicas dando lugar a un
mecanismo de retroalimentacion que amplifica el proceso de revasculariza-

cion.

Ademas, se incluye una foto de microscopio de una seccion de tejido
de un animal del grupo experimental ITC (Figura 9.20.), donde se puede

observar la estructura de la matriz bifasica.
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Figura 9.20. Imagen panoramica microscépica de una seccion histolégica de un mufién
bronquial con tincion de actina (color marrén) en el grupo experimental ITC a los 7
dias después del implante

En la Figura 9.20. se observa la estructura de la matriz bifasica, donde
se pueden apreciar, tanto la capa de alginato (tefhida), y la capa de fibrina
junto al mundn bronquial. En esta foto se observa claramente, como las
capsulas, inicialmente en la capa de alginato, han migrado hasta el muion
bronquial, formando parte de él. Esto demuestra que la capa de alginato del
film, se desestabiliza liberando factores, células, y capsulas con factores.
Ademas, en esta foto se puede observar como las capsulas forman parte del
muion bronquial, lo que evidencia la desestabilizacion de las capsulas,
demostrando la biodegradabilidad de las mismas y la liberacion completa de
los factores inmovilizados en ellas.

En la Figura 9.21. se muestra una fotografia con el detalle de una
capsula que contiene el factor FGF, capturada dentro del injerto realizado en

los animales. Ademas, en esta Figura se muestra una imagen de la distri-
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bucion espacial homogénea de las microcapsulas, lo que asegura una accion

equilibrada del factor FGF en todos los puntos del injerto en el animal.

A)

Figura 9.21. A.- Detalle de una capsula conteniendo FGF en el injerto (microscopia
optica); B.- Microscopia electrénica del injerto que muestra abundantes microcapsulas
homogéneamente distribuidas (ver flechas)

ACCION BIOLOGICA “IN VIVO” DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO LIBERADOS

En cuanto a la accion biolégica de los factores de crecimiento “in
vivo”, la cuantificacion por densitometria de la expresion proteica tisular de
los mismos resulta casi imposible, debido tanto al elevado “ruido de fondo”
en las técnicas de inmunofluorescencia realizadas, como a que los receptores
externos de ambas moleculas parecen bloquearse por el alginato, lo que
impide que las determinaciones realizadas resulten fiables. Por ello, la
determinacion de la actividad biologica del VEGF y el FGF se llevo a cabo de
forma indirecta mediante la constatacion de su accion sobre los fibroblastos
(elevada viabilidad y proliferacién “in vivo”) y en la formacion de neovasos

(adecuada densidad y maduracion de los mismos).

GRADO DE RECHAZO DEL IMPLANTE

El rechazo agudo en los injertos de la via aérea se caracteriza histo-

légicamente por la presencia de infiltrados celulares perivasculares y/o peri-
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bronquiales, causantes en ultimo término de isquemia y/o necrosis tisular. De
forma general, debemos destacar la ausencia completa de estos signos en
todos y cada uno de los grupos del presente estudio.

En los grupos sometidos a implante de matriz de alginato y/o micro-
capsulas, el grado de reaccion inflamatoria de cuerpo extrano es leve e inclui-
so menos intenso que el provocado por el material de sutura quirurgica, de lo

cual se puede deducir que la biocompatibilidad del material es excelente.

Resumiendo, la aplicaciéon “in vivo” de las matrices bifasicas bio-
compatibles (con factores, células y capsulas), desarrolladas en este traba-
jo, producen un efecto cicatrizante y vascularizante en el mufién bron-

quial, que parece ser efectivo en la prevencion de la BPF.
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9.4. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado un soporte biocompatible de células
y factores terapéuticos para un posible tratamiento efectivo de la fistula
broncopleural postneumonectomia. Los soportes desarrollados son films
bifasicos que constan de dos capas de diferente estructura, una con fibrina
que proporciona la adherencia al muidn bronquial, y otra de alginato que
proporciona la resistencia mecanica necesaria para su sutura al mufion
bronquial. La capa de fibrina incorpora fibroblastos. La capa de alginato
incorpora factores de crecimiento VEGF, capsulas de alginato barico con

factores bFGF en su interior.

Se realizaron estudios de viabilidad celular con diferentes lineas
celulares (monocitos, células monoclonales, y fibroblastos) para comprobar la
supervivencia de las células inmovilizadas dentro de los films producidos, ya
que la viabilidad celular dentro de las capsulas ya se comprobo en el capitulo
7. Se observo viabilidad celular para las tres lineas celulares, y una tendencia

general de crecimiento celular en el caso de los monocitos y los fibroblastos.

Ademas, se demostré que la aplicacion “in vivo” de las matrices
bifasicas biocompatibles desarrolladas en este trabajo, producen un efecto
cicatrizante y vascularizante en el muion bronquial, que parece ser efectivo

en la prevencion de la BPF.

Dada la relevancia de este trabajo, la matriz bifasica fue protegida
mediante Patente Europea (EP10153306.5).
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Inmobilisation of Cells in Biocompatible Films to Cell Therapy

Eva. M. Martin Del Valle*, Edgar P. Herrero, Dina A. O. Martins and Miguel. A. Galdn

Department of Chemical Engineering, University of Salamanca, P/Los Caidos S/N, 37008, Salamanca, Spain

Abstract: In this work a new system for immobilisation of cells was developed based on biocompatible alginate barium-
films. Films are prepared to allow better control over film thickness and produce better film uniformity, avoiding rough-
ness over film surface that can produce fibrosis and rejection after transplantation.

In this study monocyte, mononuclear and fibroblast cell lines were immobilised in micrometric (<300 microns of thick-
ness) barium alginate films. The system was able to maintain the cell viability of all the three types of cells for at least two
weeks after immobilisation, but cell proliferation was only verified for the monocyte and fibroblast cell lines.

Key Words: Immobilisation, alginate barium membranes, cell therapy, cell viability.

INTRODUCTION

Cell therapy is one of the most exciting fields in transla-
tional medicine. It stands at the intersection of a variety of
rapidly developing scientific disciplines: stem cell biology,
immunology, tissue engineering, molecular biology, bioma-
terials, transplantation biology, regenerative medicine, and
clinical research. Cell-based therapy may develop into a new
therapeutic platform to treat a vast array of clinical disorders.
The aim of cell therapy is to replace, repair or enhance the
function of damaged tissues or organs.

The pneumonectomy (pulmonary resection) is a surgical
procedure to remove a lung and it is used to excise
tumourous tissue arising from lung cancer, and rarely for
treatment of tuberculosis. Despite careful selection in the
pre-operative period, high rates of early mortality (9.1 %)
and morbidity remain after phneumonectomy in our country
[1]. One of the most serious complications after the surgical
procedure is the post pneumonectomy bronchopleural fistula
(BPF). BPF is defined as a communication between the
bronchial tree and the pleural space through the bronchial
stump that usually results after pulmonary resection [2].

One successful approach to the treatment of this surgical
complication is the tissue repairing by polymeric systems
containing different cells lines, such us monocytes, mononu-
clear rand fibroblasts [3].

Monocytes are produced by the bone marrow from hae-
matopoietic stem cell precursors and produce growth factors,
such as VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF
(Basic Fibroblast Growth Factor) and TNF-a (Tumour Ne-
crosis Factor-a) with molecular weights of 42 KDa, 16 KDa,
27 KDa, respectively, that are very important to the angio-
genesis [4-6]. The ideal method to obtain monocytes is the
isolation by adherence from peripheral blood mononuclear

*Address correspondence to this author at the Department of Chemical
Engineering, University of Salamanca, P/Los Caidos S/N, 37008, Salaman-
ca, Spain; E-mail: emvalle@usal.es

1875-0435/09

cells [7]. Then, in this work mononuclear cells were also
used to be able to work with a bigger number of cells.

A fibroblast is a type of cell that synthesises and main-
tains the extracellular matrix of many animal tissues. Fibro-
blasts provide a structural framework (stroma) for many tis-
sues, and play a critical role in wound healing. They are the
most common cells of connective tissue in animals.

Coverage of the bronchial stump with autologous tissue
of fibroblast [8-9], vascular endothelial growth factor
(VEGF) [10] and basic fibroblast growth factor (bFGF) [10]
reduces the risk of postoperative death due to BPF after
pneumonectomy.

Several factors complicate the development of cellular
therapies. Of primary importance is protection of the im-
planted cells from the host’s immune system to prevent the
freshly grafted cells from attack by native killer cells. A
highly undesirable solution to immuno-rejection is the regu-
lar administration of a cocktail of immunosuppressants that
can result in serious side effects.

In this work, we demonstrate a method for non-auto-
logous cellular transplantation that mitigates immune rejec-
tion without immunosuppressants. To do that, cells were
immobilised in support with semi-permeable and biocom-
patible membranes that provide mechanical protection to
block entry of immune mediators, allowing outward diffu-
sion of the growth factors produced by the cells to allow
treatment of the disease. In addition, this membrane permits
the entry of nutrients and oxygen, and the exit of waste [11-
15].

During the last years, the major efforts have been dedi-
cated to develop spherical microcapsules to cell therapy [16],
but recently other type of cell immobilisation polymeric de-
vices is taking importance, the immobilisation within polym-
eric films [17]. Cell immobilisation within films presents
some advantages in comparison with microcapsules in some
kinds of treatments; they are easy to retrieval in case of

2009 Bentham Open
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complications [18] and are useful in tissue repairing [19] and
wounds treatment.

In addition, their mechanical strength must be adequate
to the applications required. Films will be fixed using sutures
by surgery, and in cases as myocardial repair will be exposed
to considerable tautness that barium alginate compounds
should resist. Mechanical resistance tests have been made to
ensure that barium alginate films present an appropriate elas-
tic modulus.

Several studies on the pore size of the microcapsules has
been completed. Changes in pore size determine the molecu-
lar weight cut-off of factors that can be released. A. Del
Pozo et al. [20] considered an innovating technique that con-
sists of the microencapsulation of a coloured substance that
is available in several molecular weights (10-70 KDa), Rho-
damine B isothiocyanate—Dextran. This allows the monitor-
ing of its release by spectrophotometer measure, and as it is
available in diverse molecular weights it allows simulate
different kinds of molecules, that are of interest. Like micro-
capsules films must be controlled so factors can be released
from cells.

There are two habitual techniques proposed to produce
films using alginates: first process consists in dehydrate an
alginate layer before crosslinking [21], this technique is not
adequate because desiccation process will damage cells; sec-
ond process consists in extend a thin alginate layer over a
Petri dish and then crosslinking [22], this process could be
applied to our case, but currently it is difficult to control film
thickness and uniformity.

In this paper a relevant and new cellular immobilisation
system based on biocompatible alginate barium-films is de-
scribed. This new way to prepare films allows a better con-
trol over film thickness and makes better film uniformity,
avoiding roughness over film surface that can produce fibro-
sis and rejection after transplantation.

Based on this new technology of producing biocompati-
ble films with a high mechanical stability and a specific
thickness, the main aim of this work is to achieve the cell
immobilisation of different cell lines within the immobilisa-
tion system. Cell viability was investigated using MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide) assay.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Sodium alginate from macrocystis pyrifera (medium vis-
cosity) was purchased from Sigma Chemicals, barium chlo-
ride dihydrate, reagent grade was purchased from Scharlau,
cell growth determination kit [3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT solution), and 0.1 N
HCI in anhydrous isopropanol (MTT solvent)] was pur-
chased from Sigma Chemicals, complete growth medium
consisting of Dulbecco’s modified Eagles medium (D-
MEM) was purchased from GIBCO and supplemented with
10 % foetal calf serum from CAMBREX, 1 % penicil-
lin/streptomycin from GIBCO, and sterilized by filtration
through 0.45-um membranes obtained from Millipore.
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Cell Lines

Different cell lines were used in this study, monocytes
and mononuclear cells from peripheral blood were obtained
from the Haematology Service of the University Hospital of
Salamanca, and fibroblast from the ocular surface of pork
obtained from the Tissue Service of the San Francisco Clinic
(Ledn).

Production of the Films

15 x 10° of monocytes were supplied in 2 mL of medium
of culture and diluted with a solution of alginate-medium
until 15 mL of 2 % wt. alginate-cell suspension of 1 x 10°
cells / mL.

136 x 10° of mononuclear cells were supplied in 2 mL of
medium of culture and diluted with a solution of alginate-
medium until 7 mL of 4 % wt. alginate-cell suspension of
19.5 x 10° cells / mL.

1 x 10 of fibroblast were supplied in 2 mL of medium of
culture and diluted with a solution of alginate-medium until
10 mL of 4 % wt. alginate-cell suspension of 1 x 10* cells /
mL.

The production of the films was optimised, to control and
reduce the thickness (300 microns) maintaining the me-
chanical strength. The device to generate the biocompatible
films (Fig. 1) was composed of two porous plates, fixated in
a metallic support, in contact with a gripper. In each part of
the device was placed a filter drenched with a 3 % wt. bar-
ium chloride. On the plate that was set in the support, was
spilled 0.7 mL of a 4 % wt. alginate solution with cells, in
the centre of the filter. The other plate was then vertically
placed over the first one, and the device was fixed with the
gripper. Through the entrance on the top of the device was
introduced 4 mL of barium chloride solution so that it could
cross the porous plate and contacting with the alginate thus
enabling the formation of the gel, which constitutes the
membrane.

The immobilisation of monocytes/mononuclear cells and
fibroblasts differ in terms of permanence in the device and in
a Petri dish with a 15 mL barium chloride solution. Films
with monocytes/mononuclear cells were left for ten minutes
in the device and another ten minutes in barium chloride
solution in the Petri dish. Fibroblast films were left for two
minutes in the device and another five minutes in the Petri
dish.

There were prepared four films per cell line, which were
maintained in Petri dish with 20 mL of complete growth me-
dium DMEM supplemented with 10 % foetal calf serum, 1
% penicillin/streptomycin. The Petri dishes were stored for
culturing at 37°C with 5% supply of CO, (Forma Direct Heat
CO, Incubator, Thermo Electron Corporation, Hucoa-Erloss,
and Model 311). The medium was changed each 3 days.

All barium chloride, sodium citrate solutions, were auto-
claved using a steam steriliser (P-Selecta, Autester-E) at 121
°C for 30 min. The alginate powder was sterilised by expo-
sure to UV radiation during 24 hours.

All the equipment used, including all the glassware were
autoclaved at 121°C for 30 min. The whole process was per-
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Fig. (1). Device used to prepared films with cells.

formed under sterile conditions in a class Il laminar flow
hood (Nuaire, Model NO-NU-425-40DE).

Method of Testing Viability of Encapsulated Cells

Encapsulated cell viability was assessed using the MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide) assay, first described by Mosmann in 1983 [23]. Pre-
viously established procedures, as described by Uludag,
were used with some modifications [24]. The reduction of
tetrazolium salts is widely accepted as a reliable way to ex-
amine the cell viability in microcapsules. This viability test
is based on the ability of a mitochondrial dehydrogenase
enzyme from viable cells to cleave the tetrazolium rings of
the pale yellow MTT and form dark blue formazan crystals,
which are largely impermeable to cell membranes, thus, re-
sulting in its accumulation within healthy cells. Solubilisa-
tion of the cells by the addition of a detergent results in the
liberation of the crystals, which are solubilised. The number
of surviving cells is directly proportional to the level of the
formazan product created. The colour can then be quantified
using a simple colorimetric assay. The results can be quanti-
fied by spectrophotometric means.

The viability tests were carried out using 100 pl of cul-
ture medium with testing films per well of a 96-well mi-
croplate. Aseptically 20 pl of MTT solution (Sigma-Aldrich,
USA, 5 mg/ml in RPMI-1640) were added to each well and
incubated at 37 °C for 3.5 h. After the incubation period,
cultures were removed from incubator and the resulting
MTT formazan crystals were dissolved adding the MTT sol-
vent (0.1 N HCI in anhydrous isopropanol) directly to the
culture in an amount equal to the original culture volume
(100 ul). Wells were read within 1 hour after adding MTT
solvent. Pipetting up and down (trituration) is required to
completely dissolve the MTT formazan crystals. Absorbance
of each well was then measured in a spectrophotometer us-
ing a wavelength of 570 nm, with reference wavelength set
at 690 nm. Blanks consisting of complete culture medium
without cells were also analysed.

RESULTS AND DISCUSSION
Preliminary Characterization

The polymeric films were characterized previously
and the best properties were chosen having good me-
chanical strength and the optimal pore size [20]. The size of
the pores of the slab should be in range between 16-42 KDa
to allow the release of the growth factors that the cells se-
crete. When the concentration of sodium alginate increases,
the rhodamine release also increases, because the pore size is
bigger [20]. In addition, a high mechanical resistance is re-
quired to allow the suture of the film in tissues, and it is
achieved with high concentration of alginate and barium
chloride; alginate concentration (2 and 4 % wt.), and a bar-
ium concentration of 3.0 % wt.

Cell Calibration

MTT assay gives absorbance values, but these values
have to be associated to a quantity of living cells. A calibra-
tion was made to relate absorbance values and living cells
number. Known numbers of cells were disposed in a multi-
well plate and MTT assay was performed. A calibration
curve was obtained; this curve represents number of known
living cells vs. absorbance.

a) Monocytes

Initial cell suspension of monocytes had a cell concentra-
tion of 1.18 x 10° cells in 1235 pL. Different volumes (Table
1) were taken from the initial suspension of cells in culture
medium, to obtain different known cell number, and were
disposed in a multiwell plate and all the volumes were filled
with fresh medium of culture until to 200 uL to perform the
MTT assay. Fig. (2) show the calibration curves to the
monocytes cell line.

b) Mononuclear Cells

Initial cell suspension of mononuclear cells had a cell
concentration of 6.5 x 10° cells/uL. Different volumes (Table
2) were taken from the initial suspension of cells in culture
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Table 1.  Quantity of Monocyte for Calibration
V,puL 200 160 140 120 100 80 60 40 20 10 5
Cells / 10° 191 153 134 115 96 76 57 38 19 9,5 48
Table2. Quantity of Mononuclear Cells for Calibration
V,uL 150 130 120 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5
Cells / 10° 6.5 5.6 52 43 39 35 3.0 2.6 22 1.7 1.3 0.9 04 02

medium, to obtain different known cell number, and were
disposed in a multiwell plate and all the volumes were filled
with fresh medium of culture until to 150 uL to perform the
MTT assay. Fig. (3) show the calibration curves to the
mononuclear cell line.
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0.05 y = 2,188879E-06x - 2,489668E-03
' R? = 9,946474E-01
0,00 +*

0 50000 100000 150000 200000

Cell number
Fig. (2). Cell calibration to the monocytes cell line.

b) Fibroblasts

Initial cell suspension of fibroblast had a cell concentra-
tion of 1.0 x 10° cells / uL. Different volumes (Table 3) were
taken from the initial suspension of cells in culture medium,
to obtain different known cell number, and were disposed in
a multiwell plate and all the volumes were filled with fresh
medium of culture until to 150 puL to perform the MTT as-
say. Fig. (4) show the calibration curves to the fibroblast cell
line.

Viability of Encapsulated Cells

The main aim in the present work is to achieve the viabil-
ity of cells immobilised in the alternative supports of films

produced by gelation processes. For the review of literature
immobilisation of these cell lines was not achieved before.

Absorbance
=)
o

y = 1,794037E-07x + 7,986975E-02
R? = 9,893257E-01

0 2000000 4000000 6000000

Cells/ mL

Fig. (3). Cell calibration to the mononuclear cell line.

25
y = 1,695882E-05x - 3,936588E-01
2 R? = 9,992668E-01
1,5

Absorbance

y = 1,231876E-05x
R? = 9,993710E-01

0 50000 100000 150000

Cell number

Fig. (4). Cell calibration to the fibroblast cell line.

To test whether the cells could survive within the micro-
metric alginate-barium films, the cell viability was monitored
using an MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) assay.

Table 3 Quantity of Fibroblast for Calibration.
V,uL 150 140 130 100 80 60 20 10 5
Cells / 10° 1.5 1.4. 1.3 1.0 08 0.6 0.2 0.1 0.05
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Fig. (5). Cell viability for monocytes.

According to Fig. (5), in the first day after immobilisa-
tion of monocytes cell line, cell population increases 50%
with respect to the initial cells quantity. Cells continue pro-
liferating and reach repeatedly local maximums. Generally
analysing the variation of cell viability in the barium alginate
membranes produced, related to the initial number, it’s pos-
sible to see a general trend of cell proliferation.
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Fig. (6). Cell viability for mononuclear cells.

In the case of the mononuclear cell line (Fig. 6), analys-
ing the data in the fifteen days of the analysis it can be re-
ferred that the used system Ba-ALG allows cell viability but
doesn’t permit cell proliferation. There isn’t any trend of cell
growth, but the number of viable cells has remained at or
above the initial value.

With fibroblast cell line (Fig. 7), generally analysing the
variation of cell viability in the barium alginate membranes
produced, related to the initial number, it’s possible to see
that cell proliferation occurs since it is detected a quantity of
cells always higher than the initial amount. On the other
hand, there are two reading points discordant of the trend of
cell proliferation that can be explained by not significant
sample, which contained a smaller quantity of cells then ex-
pected.

Time (days)
Fig. (7). Cell viability for fibroblast.

The data variation could be justified by the fact that not
all films contain the same number of cells, and ELISA
measure depends on the sample chosen; however, cell viabil-
ity in Ba-ALG membranes is assure in all cases for at least
fifteen days; all measures are over the initial cell quantity. A
certain cell proliferation inside the film is proved in two cell
lines.

CONCLUSIONS

In this study, was successfully achieved, the immobilisa-
tion of monocyte, mononuclear and fibroblast cell lines, in
micrometric (=300 microns of thickness) barium alginate
membranes with supplemented growth medium, based on
gelification processes.

The system used proved to be a good alternative to en-
capsulate the types cells mentioned, revealing itself an suit-
able system to maintain cell viability of all the three types of
cells and enable cell proliferation of monocyte and fibroblast
cell lines for at least fifteen days.
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BIOCOMPATIBLE VASCULARISING AND CICATRIZING DRUG-
DELIVERY MATRIX

OBJECT OF THE INVENTION

The main object of the present invention relates to a biocompatible drug-
delivery matrix that allows the vascularization, cicatrization and the
regeneration of tissues, a method to develop it, and the use to vascularize
and cicatrize tissues.

Matrixes obtained by the method comprise at least the release of one
bioactive-molecule.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Tissue engineering has been an active field of research for several decades
now. However, its clinical application is still limited due to some unsolved
problems, such as the poor blood supply for the allografts in the initial phase
after implantation. Insufficient vascularisation can lead to improper cell

integration or cell death in tissue-engineered constructs.

Sometimes it is necessary to remove an organ or part of it (e.g., the lung),
due to cancer or other illnesses. After whole lung removal (what we call a
pneumonectomy), one of the most feared complications is post
pneumonectomy bronchopleural fistula (BPF), communication between the
bronchial tree and the pleural space through the bronchial stump
responsible for patient deterioration, infection and finally death “Cerfolio RJ.
The incidence, etiology, and prevention of postresectional bronchopleural
fistula. Semin Thorac Cardiovasc Surg 2001; 13: 3-7”. “Jiménez MF, Varela

507






CAPITULO 10: CONCLUSIONES FINALES







Capitulo 10

10. CONCLUSIONES FINALES.

En esta tesis doctoral se ha desarrollado y caracterizado una nueva
técnica de generacion de capsulas, basada en la generacién de gotas por
procesos de atomizacion neumatica y su posterior estabilizacion mediante la
reaccion de gelificacion ionica, que produce capsulas con un reducido tamano
comprendido entre 20 y 50 micras, con distribuciones de tamano de particula
estrechas, y con un control total del tamafno de particula mediante la varia-
cion del caudal del liquido y del aire, asi como la viscosidad del liquido.

Con este trabajo se solucionan los problemas existentes en cuanto a
biocompatibilidad y tamaino para su aplicacion en nuevas vias terapéuticas y
de diagnodstico, mediante inyeccion Hamilton y aerosoles, ya que se consiguen
capsulas con tamanos en el rango requerido, y sin la utilizacion de disolventes
organicos ni condiciones drasticas de produccion, sin la utilizacion de produc-

tos quimicos afadidos mas que el alginato soédico y el cloruro barico.

Esta técnica fue mejorada con la inclusion de un tanque presurizado,
que permitia la pulverizacion de liquidos de cualquier viscosidad a cualquier
caudal, y con la automatizacion de todas las variables involucradas en el
proceso. Dada la relevancia de este trabajo, la nueva técnica de generacion

de capsulas ha dado lugar a una Patente Europea (EP10153319.8).

Se desarrollé un modelo, tomando como base la teoria de ondas, para
un mejor entendimiento del mecanismo de generacion de las capsulas.

Se propuso un modelo semi-empirico para predecir el tamafno de las
capsulas obtenidas con la técnica desarrollada, sin necesidad de experimenta-
cion, lo que sera de gran utilidad a la hora de elegir los parametros para
generar capsulas de un determinado tamano.

Ademas, se desarrollé un modelo tedrico de inestabilidad, mediante
un analisis de estabilidad temporal, que explica el proceso de ruptura de la
hoja liquida por la accion del aire y predice el tamafo final de las capsulas,

teniendo en cuenta los mecanismos de atomizacion primaria y secundaria.
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Comparando la prediccion realizada con el modelo semi-empirico y la
prediccion del modelo tedrico, se puede observar que el modelo real del
proceso (modelo de inestabilidad), se ajusta con mayor precision a los datos
experimentales que el modelo semi-empirico, que se puede utilizar como una
primera aproximacion para describir tanto la tendencia como el tamafo final

de las microcapsulas.

Con el objetivo de conocer el comportamiento real de las micro-
capsulas en el cuerpo humano, para su utilizacion en cualquiera de sus malti-
ples aplicaciones en el campo de la biomedicina, fueron realizados estudios
“in vitro” de transferencia de materia, tanto en discontinuo como en conti-
nuo, para simular la liberacion de proteinas hacia medios fisiologicos o a tra-
vés de tejidos u érganos, respectivamente.

En estos estudios se puso de manifiesto la importancia de las inte-
racciones electrostaticas entre el alginato y las proteinas en el proceso de
liberacion de proteinas, de tal forma que se abren nuevas perspectivas para la
técnica desarrollada, pudiéndose aplicar en procesos de reconocimiento de

proteinas.

En base al trabajo realizado en esta tesis, la técnica desarrollada fue
aplicada en un posible tratamiento de la esclerosis multiple, mediante la
inmovilizacion de células madre mesenquimales y monocitos, en el reconoci-
miento de proteinas aplicandose al diagnostico de la esclerosis multiple, y en
la prevencion de la fistula broncopleural postneumonectomia, a través del
desarrollo de matrices bifasicas biocompatibles que parecen ser efectivas en
la prevencion de esta complicacion en la cirugia del pulmon.

La importancia de las aplicaciones que tiene la técnica de generacion
de capsulas desarrollada en este trabajo se refleja en la generacion de una
Patente Europea EP10153306.5., y una Patente Americana US 61/241,994.
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FINAL CONCLUSIONS

It has been developed and characterized a new technique for the
generation of capsules, based on the generation of drops by pneumatic
atomization processes and the subsequent stabilization of the drops through
the ionic gelation reaction, which produces capsules with a small size,
between 20 and 50 microns, with a narrow particle size distributions and with
full control of particle size by varying the liquid and air flow rates and the
fluid viscosity. This technique solves the current problems in terms of
biocompa-tibility and size for the application in new diagnostic and
therapeutic treatments by injection Hamilton and aerosols.

This technique was improved with the inclusion of a pressurized tank,
allowing the spraying of liquids of any viscosity at any flow, and the
automation of all the variables involved in the process. Given the relevance of
this work, the new technique of generation of capsules has led to a European
Patent (EP10153319.8).

The technique developed here was modeled, based on wave theory, to
a better understanding of the mechanism of generation of the capsules. It was
proposed a semi-empirical model to predict the size of the capsules without
experimentation. Also, it was developed a theoretical model (instability
model) through a temporal stability analysis, which explains the process of
breaking the liquid sheet by the action of air, and predicts the final size of
the capsules, taking into account the mechanisms of primary and secondary
atomization. Comparing both, the prediction with semi-empirical model, and
the prediction of the theoretical model, it is possible to observe that the real
model of the process (model instability), fits, more accurately, the
experimental data that the semi-empirical model, which can be used as a first
approximation to describe both the trend as the final size of the
microcapsules.

In order to understand the real behavior of the microcapsules in the
human body for its use in any of its multiple applications in the field of

biomedicine, steady and unsteady mass transfer studies were performed in
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vitro to simulate the release of proteins to physiological media or through
tissues or organs, respectively. These studies highlighted the importance of
electrostatic interactions between the alginate and proteins in the process of
release of proteins, so that open new perspectives for the technique
developed here that could be applied in protein recognition processes.

The technique has been applied in a possible treatment for multiple
sclerosis, by immobilization of mesenchymal stem cells and monocytes, in
recognition of protein, applied to the diagnosis of multiple sclerosis, and the
prevention of bronchopleural fistula postneumonectomia, through the
development of biphasic biocompatible matrices that seems to be effective in
the prevention of this complication in the surgery of the lung. The importance
of the applications that have the technique developed in this work is
reflected in the generation of a European Patent EP10153306.5, and an
American Patent (US 61/241,994).
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APENDICE I: MATERIALES Y METODOS

1. PRODUCTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

- Aire sintético ALPHAGAZ AIRE. Air Liquide Espana.

- Alginato sdédico (Macrocystis Pyrifera) de viscosidad media. Sigma.

- Cloruro de bario deshidratado. Calidad de reactivo. Scharlau.

- Rodamina B Isotiocianato dextrano (10-40-70 kDa). Sigma.

- Kit de determinacion del crecimiento celular basado en MTT. Solucion
MTT [3 - (4,5 - dimetiltiazol - 2 - il) - bromuro 2,5 - difeniltetrazolio] y
disolvente MTT (0,1 N HCl en isopropanol). Sigma.

- Medio completo de cultivo DMEM. Gibco. Invitrogen Corporation.

- Penicilina - Estreptomicina. Gibco. Invitrogen Corporation.

- Suero Fetal Bovino estéril para cultivo celular de origen sudamericano.
Cambrex.

- Células madre mesenquimales procedentes de medula o6sea de
pacientes sanos. Suministradas por el Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario de Salamanca.

- Monocitos y células monoclonales procedentes de sangre periférica de
donantes sanos. Suministradas por el Servicio de Hematologia del

Hospital Universitario de Salamanca.
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2. MATERIAL UTILIZADO

- Analizador del tamafo de particula por difraccion de laser. Microtac.

Leeds and Northrup.

- Analizador del tamano de particula por difraccion de laser.

Mastersizer 2000. Malvern.

- Microscopio optico (DM1000) con camara cientifica incorporada
(DFC280). Leica.

- Balanza analitica 2442 Satorius-Werke, Explorer Ohaus.

- Balanza granataria JADEVER, AW-5500.

- Agitador magnético P-SELECTA, con controlador de agitacion.

- Agitador magnético VELP Scientifica, Are2, con controlador de
agitacion.

- Agitador JANKE and JUNKEL GMBH & CO, IKA Labortechnik.

- Agitador orbital Polymax 1040. Heidolph.

- Agitador orbital. OVAN.

- Bano de ultrasonidos. KERRY.

- Viscosimetro rotacional VISCO ELITE. Fungilab S. A.

- Bano termostatizado. SBS.

- Bafio termostatizado con recirculacion. P-SELECTA FRIGITERM.

- Espectrofotometro UVIKON 922. KONTROL INSTRUMENTS.

- 2 Bombas peristalticas 101F/R. Watson Marlow.

- Centrifuga IEC Centra MP4R. Internacional Equipment Co.

- Incubador de CO,; modelo 311. Forma direct heat CO, incubator,

Thermo Electron Corp., Hucoa-Erloss.
- Autoclave de vapor Autester-E. P-Selecta.
- Campana de flujo laminar de tipo Il modelo NO-UN-425-40DE. Nuaire.
- Lector de placas Expert Plus. ASYS.
- Rotametro con valvula incorporada 1/4’’ 20 P-3/37. ABB.
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Valvula de apertura HE-3/8-D-MINI. Festo.

Medidor de presion MAP-40-1-1/8-EN. Festo.

Filtro LF-3/8, serie D. Festo.

Interruptor de presion Ceraphant T. Endress + Hauser.
Regulador manual de presion LR-1/4-D-7-MINI. Festo.
Regulador proporcional de presion MPPE-3-1/8-1-420-B. Festo.
Regulador proporcional de presion MPPE-3-1/8-6-420-B. Festo.

Caudalimetro masico por principio térmico t-mass S AT70. Endress +

Hauser.

Valvula de bola de tres vias BVT34. InterApplA.
Suministrador de potencia 5-240 Watts, DNR Series. XP.
Boquilla atomizadora 1/8 JJAU.

Boquilla atomizadora PulsaJet 1/8 10000JJAU.
Micropipetas semiautomaticas Pipetman. Gilson.
Puntas de micropipetas Diamond. Gilson.

Filtros de membrana de nylon de 0,45 pm. Scharlau.
Placas Petry. J. D. Catalan S. L.

Tubos de centrifuga 30 mL. Sarstedt.

Frascos de cultivo de tejidos. IWAKI.

Cubeta de continuo. Hellma.

Cubetas de discontinuo. Kartell.

Material de vidrio. Scharlau.
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3. METODOS DE ANALISIS

A)  MEDICION DEL TAMANO DE PARTICULA

Se ha obtenido la distribucion del tamaifo de particula de las
microcapsulas producidas por difraccion laser. Para ello, se han utilizado los
analizadores de tamafo de particula, Microtac (Leeds and Northrup), y
Mastersizer2000 (Malvern).

Estos dispositivos utilizan el fenémeno de la dispersion de la luz de un
haz de laser proyectado a través de la corriente de particulas. La cantidad y
la direccion de la luz dispersada por las particulas son medidas por una matriz
de detectores oOpticos y después es analizada por un microcomputador que
calcula la distribucion de tamanos de las particulas en la corriente muestra.
Un esquema del fenomeno se muestra en la Figura A1.1. La difraccién laser
ofrece multiples ventajas, como tiempos de medicién cortos, buena
reproducibilidad y precision, calibracion sencilla, amplio intervalo de

medicion y elevada versatilidad.

Luz
dispersada

Célula de

Prisma muestra >

Lentes

Laser

Prisma

B < Lentes

Figura Al.1. Sistema 6ptico de medida de las particulas
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El analizador del tamano de particula consta de un recirculador de
muestra, un modulo de medida y un moédulo de control por ordenador (ver
Figura A1.2.). En el recirculador de muestra, el sistema de manipulacion del
fluido bombea agua de un depodsito a través de tuberias hasta el fondo de la
célula de muestra, localizada en el modulo de medida. El fluido sale por la
parte superior de la célula de muestra y vuelve al depodsito. El sistema de
manipulacion del fluido es directamente manejado por el operador. La
muestra es anadida manualmente al depdsito y mezclado con el fluido
recirculado de tal forma que una corriente de particulas bien dispersadas
pase continuamente a través de la célula de muestra para el analisis.

Es necesaria la dispersion de la muestra para conseguir una muestra
no aglomerada. Por ello se utiliza un bano de ultrasonidos para dispersar la

muestra antes de anadirla al deposito.

Recirculador de muestra Modulo de medida

Depésito l:l_l

Célula de T

muestra

| -

Valvula

Bomba
Desagiie

Figura A1.2. Diagrama de flujo del sistema de muestreo

El médulo de medida y el modulo de control por ordenador funcionan

de la siguiente manera: un haz de laser es proyectado a través de una célula
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de muestra transparente que contiene una corriente de particulas en
movimiento suspendidas en un fluido. Los rayos de luz que golpean las
particulas son dispersados en angulos inversamente proporcionales al tamaio
de particula. La matriz de fotodetectores mide la cantidad de luz a
determinados angulos. Las senales eléctricas, proporcionales a los valores de
flujos de luz medidos, son entonces procesadas por un microordenador para
formar un histograma multicanal de la distribucion del tamano de particula

como se muestra en la Figura A1.3.

12

10

Volume (%)
()]

%01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Figura A1.3. Ejemplo de una distribucion del tamafio de particula
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B) ANALISIS DE LA IMAGEN

Las fotografias de las microcapsulas fueron tomadas a través de una
camara cientifica (LEICA DFC280) conectada a un microscopio optico (LEICA
DM1000) (Figura A1.4.). Las imagenes son enviadas a un ordenador, donde son
tratadas con un software de tratamiento de imagenes (LEICA IM1000), que

permite insertar la escala y realizar mediciones en las fotografias.

Figura A1.4. Microscopio Leica DM1000

El Microscopio:

El microscopio compuesto es un instrumento optico que se emplea
para aumentar o ampliar las imagenes de objetos y organismos no visibles a
simple vista. El microscopio optico comin esta conformado por tres sistemas:

el sistema mecanico, el sistema 6ptico, y el sistema de iluminacion.

El sistema mecanico esta constituido por una serie de piezas en las
que van instaladas las lentes que permiten el movimiento para el enfoque. El
sistema Optico comprende un conjunto de lentes dispuestas de tal manera

que produce el aumento de las imagenes que se observan a través de ellas. El
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sistema de iluminacion comprende las partes del microscopio que reflejan,
transmiten y regulan la cantidad de luz necesaria para efectuar la observacion

a través del microscopio.

La parte mecanica del Microscopio:

La parte mecanica del microscopio comprende: el pie, el tubo, el
revolver, el asa, la platina, el carro, el tornillo macrométrico y el tornillo
micrométrico. Estos elementos sostienen la parte optica y de iluminacion,

ademas permite los desplazamientos necesarios para el enfoque del objeto.

Figura A1.5. Platina del microscopio

= El pie. Constituye la base sobre la que se apoya el microscopio y tiene
por lo general forma de Y o bien es rectangular

= El tubo. Tiene forma cilindrica y esta ennegrecido internamente para
evitar las molestias que ocasionan los reflejos de la luz. En su
extremidad superior se colocan los oculares.

= Elrevolver. Es una pieza giratoria provista de orificios en los cuales se
enroscan los objetivos. Al girar el revélver, los objetivos pasan por el
eje del tubo y se colocan en posicién de trabajo, la cual se nota por el

ruido de un piién que lo fija.
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* La columna, llamada también asa o brazo, es una pieza colocada en la
parte posterior del aparato. Sostiene el tubo en su porcion superior y
por el extremo inferior se adapta al pie.

* La platina (Figura A1.5.). Es una pieza metalica plana en la que se
coloca la preparacion u objeto que se va a observar. Presenta un
orificio en el eje optico del tubo que permite el paso de los rayos
luminosos a la preparacion. La platina puede ser fija, en cuyo caso
permanece inmovil; en otros casos puede ser giratoria, es decir,
mediante tornillos laterales puede centrarse o producir movimientos
circulares.

= Carro. Es un dispositivo colocado sobre la platina que permite deslizar
la preparacion con movimiento ortogonal de adelante hacia atras y de
derecha a izquierda.

= El tornillo macrométrico. Girando este tornillo, asciende o desciende
el tubo del microscopio, deslizandose en sentido vertical gracias a una
cremallera. Estos movimientos largos permiten el enfoque rapido de la
preparacion.

= El tornillo micrométrico. Mediante el movimiento casi imperceptible
que produce al deslizar el tubo o la platina, se logra el enfoque exacto
y nitido de la preparacion. Lleva acoplado un tambor graduado en
divisiones de 0,001 mm que se utiliza para precisar sus movimientos y

puede medir el espesor de los objetos.

El sistema Optico:

El sistema oOptico es el encargado de reproducir y aumentar las
imagenes mediante el conjunto de lentes que lo componen. Esta formado por

los oculares y los objetivos.

Los oculares. Los oculares estan constituidos generalmente por dos lentes,

dispuestas sobre un tubo corto. Los oculares generalmente mas utilizados son
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los de: 8X, 10X, 12.5X, 15X. La X se utiliza para expresar en forma abreviada

los aumentos.

Los objetivos (Figura A1.6.). Los objetivos producen aumento de las
imagenes de los objetos y organismos y, por tanto, se hallan cerca de la
preparacion que se examina. Los objetivos utilizados corrientemente son de
dos tipos: objetivos secos y objetivos de inmersion. Los objetivos secos se
utilizan sin necesidad de colocar sustancia alguna entre ellos y la preparacion.
En la cara externa llevan una serie de indices que indican el aumento que
producen, la abertura numérica y otros datos. El nimero de objetivos varia
con el tipo de microscopio y el uso a que se destina. Los aumentos de los
objetivos secos mas frecuentemente utilizados son: 6X, 10X, 20X, 40X y 50X.
El objetivo de inmersion esta compuesto por un complicado sistema de lentes.
Para observar a través de este objetivo es necesario colocar una gota de
aceite de cedro entre el objetivo y la preparacion, de manera que la lente
frontal entre en contacto con el aceite de cedro. Generalmente, estos
objetivos son de 100X y se distingue por uno o dos circulos o anillos de color
negro que rodea su extremo inferior. Los objetivos se disponen en una pieza

giratoria denominada revolver.

0901125 0ILS1
0 100x OIL
02 04 06 08 "
LN

Figura A1.6. Objetivos del microscopio optico
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El sistema de Iluminacion:

Este sistema tiene como finalidad dirigir la luz natural o artificial de
tal manera que ilumine la preparacion u objeto que se va a observar en el

microscopio. Comprende los siguientes elementos:

= El espejo. Tiene dos caras: una concava y otra plana. Goza de
movimientos en todas las direcciones. La cara concava se emplea de
preferencia con iluminacion artificial, y la plana, para iluminacion
natural (luz solar). Modernamente se prescinde del espejo en la
fabricaciéon de microscopios, ya que éstos traen incorporada una
lampara colocada en el eje del microscopio.

*= Condensador. El condensador esta formado por un sistema de lentes,
cuya finalidad es concentrar los rayos luminosos sobre el plano de la
preparacion. El condensador se halla debajo de la platina. El
condensador puede deslizarse sobre un sistema de cremallera
mediante un tornillo que determina su movimiento ascendente o
descendente.

= Diafragma. Generalmente, el condensador esta provisto de un
diafragma-iris, que regula su abertura y controla la calidad de luz que

debe pasar a través del condensador.

La trayectoria del rayo de luz a través del microscopio es la siguiente. El
haz luminoso procedente de la lampara pasa directamente a través del
diafragma al condensador. Gracias al sistema de lentes que posee el
condensador, la luz es concentrada sobre la preparacién a observar. El haz de
luz penetra en el objetivo y sigue por el tubo hasta llegar el ocular, donde es

captado por el ojo del observador.
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Propiedades del Microscopio:

Poder separador. También llamado a veces poder de resolucion, es una
cualidad del microscopio, y se define como la distancia minima entre dos
puntos proximos que pueden verse separados. El ojo normal no puede ver
separados dos puntos cuando su distancia es menor a una décima de
milimetro. En el microscopio optico, el poder separador maximo conseguido

es de 0,2 décimas de micra.

Poder de definicion. Se refiere a la nitidez de las imagenes obtenidas, sobre
todo respecto a sus contornos. Esta propiedad depende de la calidad y de la

correccion de las aberraciones de las lentes utilizadas.

Aumento del microscopio. En términos generales se define como la relacion
entre el diametro aparente de la imagen y el diametro o longitud del objeto.
Esto quiere decir que si el microscopio aumenta 100 diametros un objeto, la
imagen que estamos viendo es 100 veces mayor que el tamafno real del
objeto. Para calcular el aumento de un microscopio, basta multiplicar el

aumento del ocular por el aumento del objetivo.

Campo del microscopio. Es el circulo visible que se observa a través del
microscopio. También podemos definirlo como la porcion del plano visible
observado a través del microscopio. Si el aumento es mayor, el campo
disminuye, lo cual quiere decir que el campo es inversamente proporcional al

aumento del microscopio.
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C) MEDIDA DE LA VISCOSIDAD.

Se ha utilizado un viscosimetro rotacional (Visco Elite, Fungilab S.A.)
para medir la viscosidad del liquido (Figura A1.7.). El principio de medida se
basa en aplicar una velocidad de giro constante y medir la resistencia (par de
torsion) que ofrece la muestra al giro del rotor, es decir, este tipo de equipos
se basan en la resistencia a la torsién que ofrece un liquido al giro de un

husillo de caracteristicas conocidas, sumergido en el liquido.

Figura A1.7. Viscosimetro rotacional

Basicamente, el cilindro o disco movil (husillo) esta acoplado con un
muelle al arbol motor que gira a una determinada velocidad constante,
impulsando el husillo. El angulo de desviacion del eje se mide
electronicamente dando la medida de la torsion. Cuanto mas viscoso sea el
liquido de la muestra, el motor requerira de mas energia para alcanzar su
velocidad de giro prefijada. Esto es debido a que el motor requiere aplicar un
par de torsion suficiente para vencer la resistencia que le ofrece el liquido

viscoso a estudio (Figura A1.8.).
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« Motor
Par de
. s {4
torsién
. .
Resistencia
del liquido

Figura A1.8. Esquema de funcionanmiento de un viscosimetro rotacional

Para realizar la medicion de la viscosidad, debe mantenerse constante
la temperatura de liquido muestra, y debe alcanzarse un estado estacionario,
esto es, que el motor alcance su velocidad nominal de giro. Entonces, se lee
la deflexion causada por el par de torsion sobre el elemento mecanico
calibrado, el cual es directamente proporcional al par de torsion, y éste a la
viscosidad, si se trata de un liquido newtoniano.

Este tipo de viscosimetros diponen de una amplia gama de husillos y
de una extensa gama de velocidades, proporcionando asi una gran capacidad
de medida de la viscosidad. Para cualquier liquido de viscosidad determinada,
la resistencia al avance aumenta proporcionalmente a la velocidad de
rotacion del husillo o al tamano del mismo, permitiendo efectuar la medicion
de la viscosidad teniendo en cuanta la velocidad seleccionada y el tipo de

husillo escogido.
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D) METODO PARA DETERMINAR LA VIABILIDAD DE LAS CELULAS
INMOVILIZADAS

La viabilidad de las células encapsuladas fue llevada a cabo mediante
el método de la sal de tetrazolio (ensayo MTT), descrito primeramente por
Mosmann en 1983 (Mossmann, 1983). Se utilizé el procedimiento descrito por
Uludag y Sefton con algunas modificaciones (Uludag y Sefton, 1993).

El ensayo MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] ¢ [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-bromuro 2,5-difeniltetrazolio], es un
método colorimétrico que nos permite conocer el nimero de células viables
en un cultivo. Este compuesto es una sal de tetrazolio soluble, de color
amarillo, que se transforma (es reducido) en un cristal de formazan de color
azul, impermeable a las membranas celulares, por accion de la actividad de
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de las células vivas (células
metabdlicamente activas), que se disuelve con isopropanol para medir su
absorbancia en el espectrofotometro. Se considera que la cantidad de
formazan que se produce en un cultivo es directamente proporcional a la
cantidad de células vivas. El color puede ser cuantificado utilizando un simple

ensayo colorimétrico mediante un espectrofotémetro.

En el caso de las capsulas micrométricas, la viabilidad celular se
realizd a diario por triplicado sobre muestras de 100 pL de medio de cultivo
con microcapsulas tomadas de las placas Petry donde estan almacenadas en
microplatos de 96 pocillos. De forma estéril se afadieron a cada pocillo 20 pL
de la solucion MTT (Sigma-Aldrich, 5 mg/mL en RPMI-1640) y se incubd a 37 °C
durante 3 horas y media. Después del periodo de incubacion, los cultivos
fueron eliminados del incubador, y los cristales de formazan fueron disueltos
anadiendo el disolvente MTT (0,1 N HCl en alcohol isopropilico anhidro)
directamente al cultivo en una cantidad igual a la muestra original (100 pL).
Los pocillos fueron leidos mediante un lector de placas dentro de la primera
hora después de la adicion del disolvente. Para disolver los cristales de

formazan por completo es necesario pipetear arriba y abajo. La absorbancia

A1-XVII



Materiales y métodos

de cada pocillo se midié en un lector de placas utilizando una longitud de
onda de 570 nm, con una longitud de onda de referencia de 690 nm. También,

se analizaron blancos consistentes en medio de cultivo completo sin células.

En el caso de las capsulas milimétricas, la viabilidad celular se realizo
a diario por triplicado, sobre una capsula tomada de las placas Petry donde
estan almacenadas, con 100 pyL de medio de cultivo, en microplatos de 96

pocillos. A partir de aqui se siguio el mismo procedimiento descrito antes.

En el caso de los films, la viabilidad celular se realizo a diario, por
triplicado, sobre un trozo de film de 2cm?, tomada de las placas Petry donde
estan almacenadas, con 100 yL de medio de cultivo, en microplatos de 96

pocillos. A partir de aqui se siguio el mismo procedimiento descrito antes.
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APENDICE Il: EXPRESIONES UTILIZADAS EN EL CAPITULO 4

A) RELACIONES DE RECURRENCIA

Las siguientes relaciones de recurrencia fueron utilizadas en la seccion 4.5.4.:

Iy 1&)=Lt () =221, (2) (A1)
Koo (@)= Ko () = 2K, (2) (A.2)
' n dz
IH(Z):[[n—I(Z)__In(Z):|_ (A.3)
z dz
' n dz
K'n(2)= {— Ky1(2)-2K, (z)}— (A4)
z dz
' n dz
[n(Z):[[n+l(Z)+;In(Z)i|Z (A.5)
' n dz
Kn(z):{—Kn+1(z)+;Kn(z)}Z (A.6)

Para un modo axi-simétrico, n = 0
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B) COEFICIENTES I

Expresiones de los coeficientes utilizados en las constantes de las ecuaciones
(78)-(83) en la seccion 4.5.4.:

I = 2K 2Ly (k) Ky (k) — 2k ik (k) T, (k) (B.1)
=2 = - =) =2 - -

Iy = 2K 1, (), (k) — (5~ + k), (5) Iy (k) (8.2)
=2 - - =) =2 - -

Iy = 261, (R)K (k) — (5= + k) Ky (5) I, (k) (B.3)

Iy = (K =sH () (8.4)

Is= (K -5)K,(5) (6.5)

I = 2k Ky (k)1 (ki) — 2k Sk (k)T () (B.6)
2 -2 - = -2 = - =

L= (5" + kLG RR) — (5° + k) ()L (F) (B.7)
2 =2 = = =) =2 - =

Iy = (5 + KK () (k) — (5~ + KK (51, (F) (B.8)

lo = Lylg — il (8.9)

llO = 1316 _lll8 (B.10)
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hy =1Isly =hols (B.11)
o =lsh1 —llalio (B.12)
li3 =lglol (B.13)
g =Iglolgls =711 (B.14)
L = ILdy — 11,1, (B.15)

- - —
hg = lisloly, =2k ik (kh) 1 (K)lol Ly —

— 2k (), (sh)l 1, + 2k T (K)K, (sh)l, 1,11, (B.16)

1 =2k K,(sh),1,0, — 2k iK,(kh)l,1, 1, -

—2K 1, (sh) 1,41, (B.17)

hig =h3lolyy (B.18)
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C) COEFICIENTES Il

Expresiones de los coeficientes utilizados en las ecuaciones (100)-(102):

._ :_ . '_2 _ ’_ '_ (. (—
et A o
2
— We; 1 —
) (—aﬂrk We] glJ gilo(kh)_ 22(_ i5+i%)[]'(%hx%)ll6 1)
( ) Ly (kh) .

£ - 4zilk) - i+ ik K, (zh)l1 o 47K (oo + Kty (sh )1, (k)

h3 lol1

| A7k (io+ ik K (5h)

z lelal (k) (C.2)
11

A— (1_;12%2)_;1—%” ¥, (€.3)
h*We; We,  Wey

io+ikf1,kn),  2ik*(io+ikf

T kgt (kh) 7 = ki K, fihs +
27(- m)+zk)k11(%h) , 476 io+ ik Ky (h) 4
gl \kh) 3 P '
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4zk i+ ik)sh(sh)hob 47k (o ik)sKy(sh)
Iyl hi

- - 3 T2 = 7 L
=G 2L ), -

2z(cim+ ik (kg 42K i+ ik)K (k) -
11811@}’1) o h3 | [1(]{%4

ly

E5=

il Z-i);z; GhlEh azil Z Rk, )

==

o Ciovikf 1), 2 Cio+ikf K (-

W) " Ik
2
— 7 |We, 1 — '
) (‘ " e g, j sk f )+ 27l )
kK, (kh) Ll (kh)

4z il iw+ ik )&, (k) o 47K (i +ik BT (s ol
- Ly 3 L,

F,

47k (- i+ ik K, (E)l

9
Z]l

(C.5)

(C.9)
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Expresiones utilizadas en el Capitulo 4

P L (1) M P

Wel Wel Wel

G__ _(Ea+Es)

H E1+E2+E3

G _ (B +Fy+Fs)

Hl Fi-i—Fz

(C.10)

(C.11)

(C.12)
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APENDICE IlI: REOLOGIA

(Bird, R.B., Stewart, W.E., Lighfoot, E.N. (2002), “Transport phenomena”, John Wiley & Sons, Inc, New York)

La reologia es la ciencia del flujo y la deformacion, que estudia las
propiedades mecanicas de los gases, liquidos, plasticos, substancias asfalticas

y materiales cristalinos.

Considérese un fluido contenido entre dos grandes placas paralelas,

separadas entre si por una pequena distancia.

W

oy

Figura A3.1. Formacion del perfil de velocidad en estado estacionario para un fluido
contenido entre dos lAminas

Supongamos que el sistema esta inicialmente en reposo. En el tiempo
t = 0 la placa superior se pone en movimiento con velocidad constante vy
aplicando una fuerza F, en la direccion x mientras la placa inferior se deja
estacionaria (vx = 0). Al moverse la placa superior arrastra consigo la capa de
fluido inmediatamente adyacente, la que se mueve a la misma velocidad de
la superficie. Como la placa inferior esta estacionaria, la velocidad del fluido
alli es cero. Pero la capa de fluido vecina a la placa superior se mueve con
respecto a la capa de fluido inmediatamente inferior que inicialmente se
encontraba en reposo y a su vez le imprime movimiento. De esta manera el
movimiento de la placa superior hace aparecer un campo de velocidades en el
liquido, con la velocidad decreciendo continuamente desde v, en la placa

superior hasta cero en la placa inferior (Figura A3.1.).
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Por tanto, el movimiento de la placa superior provoca un aumento en
la velocidad del fluido en la direccion x, desde cero hasta algun valor
positivo. Como la cantidad de movimiento es proporcional a la velocidad,
habra un correspondiente aumento en la cantidad de movimiento en x. En

”

otras palabras, la cantidad de movimiento en “x” se transporta en la
direccion “y” desde la placa hasta el fluido y alli desde una capa de fluido a
la siguiente (Figura A3.1.).

A medida que transcurre el tiempo, el perfil de velocidades se va
modificando al ir ganando cantidad de movimiento el fluido, hasta que
finalmente se alcanza el estado estacionario estableciéndose un perfil lineal
de velocidades. Una vez alcanzado dicho estado estacionario, es preciso
aplicar una fuerza constante F,, para mantener el movimiento de la lamina
superior, ya que de otra forma la ldmina se pararia. Esto indica la presencia
de un rozamiento, motivado por una propiedad intrinseca del fluido
denominada viscosidad (Figura A3.1.).

Una vez desarrollado el flujo, es decir, alcanzado el régimen
estacionario, la relacion de la fuerza aplicada por unidad de area es
proporcional al gradiente de velocidad que se produce en direccion normal al

de la aplicacion de dicha fuerza, de acuerdo con la ecuacion (A3.1):

F dv,
— | =T,="HU (A3.1)

Esta expresion es la llamada ley de Newton de la viscosidad. La
constante de proporcionalidad de esta expresion es lo que se denomina
viscosidad de un fluido. Los fluidos que cumplen dicha ecuacion se denominan
fluidos newtonianos. Todos los gases y la mayor parte de los liquido sencillos,
se comportan segun la ecuacion (A3.1). Los fluidos no newtonianos suelen ser
las pastas, suspensiones y polimeros de elevado peso molecular.

De acuerdo con la ecuacion (A3.1), se deduce que la densidad de flujo

viscoso de cantidad de movimiento sigue la direccion del gradiente negativo
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de velocidad; es decir, que sigue la direccion de velocidad decreciente. En
otras palabras, la cantidad de movimiento va “cuesta abajo”, en el sentido de
que desciende de una region de velocidad alta a otra de baja velocidad, de la
misma forma que un trineo se desliza de un lugar elevado hasta otro mas
bajo, y el calor fluye de una zona caliente hacia otra mas fria.

La fuerza F esta aplicada en sentido longitudinal, es decir, arrastra a
la superficie. Las fuerzas que actuan de esta manera, se denominan fuerzas
de cizalla, y a la relacion entre la fuerza de cizalla y el area sobre la que
actuan se denomina esfuerzo cortante, que se designa como Ty, los
subindices indican que la aplicacion de una fuerza de cizalla en direccion del
eje x, produce un gradiente de velocidad en direccion del eje y. Es decir, que
el movimiento de una capa de fluido en direccién del eje x, transmite una
fuerza de rozamiento en direcciéon del eje y, que expresada por unidad de
area es el esfuerzo cortante, el cual se transmite de las capas de fluido con

mayor velocidad a las de menor velocidad.

Un fluido newtoniano se describe como uno en el cual el esfuerzo
cortante es directamente proporcional a la velocidad de deformacion, o sea la
viscosidad es constante e independiente de la velocidad de deformacion.

De acuerdo con la ley de la viscosidad de Newton (ecuacion A3.1),
para un fluido newtoniano, al representar graficamente t, (esfuerzo
cortante) frente a -0v,/dy a presion y temperatura constantes (Figura A3.2.),
dara una linea recta, que pasa por el origen de coordenadas, y cuya
pendiente es la viscosidad del fluido. Sin embargo, existen algunos materiaes
industrialmente importantes que no se comportan de acuerdo con la ecuacion
(A3.1), y que se desvian de la linea recta (Figura A3.2.), estas sustancias con

conocidas como fluidos no newtonianos.
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dv

X

oy

Figura A3.2. Esfuerzo cortante contra -0vx/dy a presion y temperatura constantes

Es decir, el comportamiento mas sencillo reflejado en la Figura A3.2.
es el correspondiente a la curva de los fluidos newtonianos, que es una recta
que pasa por el origen de coordenadas. Las demas curvas representan el
comportamiento reoldgico de liquidos llamados no Newtonianos.

Algunos liquidos, no fluyen hasta que se alcanza un esfuerzo cortante
minimo, que se representa por Tp, y después fluyen linealmente para
esfuerzos cortantes superiores. Los liquidos que se comportan de esta forma
reciben el nombre de Plasticos de Bingham.

La curva que representa un fluido pseudoplastico, pasa por el origen,
es concava hacia abajo para bajos esfuerzos cortantes, haciéndose recta para
esfuerzos cortantes elevados. En este tipo de fluidos la viscosidad disminuye a
medida que aumenta el esfuerzo de corte sobre el fluido.

En los fluidos dilatantes la viscosidad aumenta a medida que aumenta
el esfuerzo de corte al cual es sometido el fluido. La curva que representa
este tipo de fluidos es concava hacia arriba para bajos esfuerzos cortantes, y

se hace lineal para esfuerzos cortantes elevados.
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APENDICE IV: PROGRAMAS MATHEMATICA®

A continuacion se adjuntan los programas de Mathematica® utilizados

en este trabajo:

PROGRAMA PARA LA RESOLUCION DE LA ECUACION DE DISPERSION (CAPITULO 4).

<<Graphics  MultipleListPlot"
<<Graphics Legend’
gi=0.0258;

g0=0.0258;

h=0.9;

S=\/<k2> +oh* (-Ixw+Ixk).

a=(k*h);

b=k;

c=(s*h);

dial= Oz BesselI[l, z]/.z5 a;

dib1= 0z BesselI[l, z]/ z3b;

kial= Oz BesselK[1, z]/ z3a;

kib1= Oz BesselK[1, z] /.z>b;

dia0= Oz BesselI[0, z]/ z3a;

dib0= Oz BesselI [0, z]/ z5b;

kia0= Oz BesselK[0, z]/ z3a;

kib0= Oz BesselK[0, z]/ z5b;

dsial= Oz BesselI[l, z]/.z5¢;

dsib1= Oz Bessell[l, z]/ zd;

ksial= Oz BesselK[1, z]/ z5c;

ksib1= 0z BesselK[1, z]/ z3d;
[1=2*k"2*Bessell[1,b]*BesselK[1,a]-k"2*I*BesselK[1,b]*Bessell[1,a];
2=2*k"2*Bessell[1,b]*Bessell[1,c]-(s"2+k"2)*Bessell[1,d]*Bessell[1,a];
13=2*k"2*Bessell[1,b]*BesselK[1,c]-(s+k"2)*BesselK[1,d]*Bessell[1,a];
4=(k"2-s"2)*Bessell[1,d];
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15=(k"2-s"2)*BesselK[1,d];
16=2*k*I*BesselK[1,b]*Bessell[1,a]-2*k"2*[*BesselK[1,a]*Bessell[1,b];
[7=(s"2+k"2)*Bessell[1,d]*Bessell[a]-(s"2+k"2)*Bessell[1,c]*Bessell[1,b];
18=(s"2+k"2)*BesselK[1,d]*Bessell[1,a]-(s"2+k"2)*BesselK[1,c]*Bessell[1,b];
19=12*16-11%17;

110=13*16-11*18;

111=15*19-110*14;

112=6*111-16*14*110;

113=16*19*111;

114=18*19*16*14-17*112;

115=18*19*19-17*19*110;

116=113*19*111-2*k"2*I*BesselK[1,a]*Bessell[1,b]*19*11*[14-
2*k"2*Bessell[1,b]*Bessell[1,c]*112*113+2*k"2*Bessell[1,b]*BesselK[1,c]*19*113*(6*14;

117=2*k"2*BesselK[1,c]*113*19*19-2*k" 2**"BesselK[1,a]*19*111*15-
2*k"2*Bessell[1,c]*19*113*10;

118=113*19*111;

E1=-(-I*w+I*k)?/ (k*|18*Bessell[1,a])*Bessell[0,a]*116+(2*1*k>* (-I*w+I*k)?) / (k*(13)*
*BesselK[0,a]*Bessell[1,b]*|14-((-w+k)*gi*Bessell[0,a])/ (k*dia0)- (2*(-I*w+
+I*k)*dia1*k*16*oh)/(118*Bessell[1,a]);

E2=-(4*1*k>*(-I*w+1*k)*kia1*0h)/113*Bessell[1,b]*114- (4*KZ* (-I*w-+
+1*k)*s*dsia1*Bessell[1,b]*112*0h)/ (19*111)+(4*K2*(-I*w+
I*k)*s*ksia1*oh)/(11*6*4*Bessell[1,b];

E3=- 1/(h*Wel)*(1- h** k*)-h* Wesi/Wel+ Wes/Wel* 1/h?;
E4=((-I*w+I*k)*Bessell[0,a])/ (k*|18*Bessell[1,a])*[17-(2*1*k>* (- I*w+

+1%k)2)/ (k*113)*BesselK[0,a]*|15+(2*(-1*w+I*k)*k*dia1*oh) / (118*Bessell[1,a])*|17+
+(44K3*1* (-1*w+I*Kk)*kia1*oh) /113*15;
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E5=- (4*K*(-I*w+1*k)*s*dsia1*110*19%0h)/ (19*111)- (4*k2*(-I*w+I*k)*s*ksia1*0h)/111*(9;

F1=-(-I"'w+1"Kk)2/ (k*118*Bessell[1,a])*Bessell[0, b]*1 6+ (2*1*K2* (- I*w+
+1*k)?)/ (k*113)*BesselK[0,b]*Bessell[1,b]*114- (2*(-I*w+
+1*k)*dib1*k*116*0h) / (18*Bessell[1,a])- (4*1*k>* (- *w+
+1*K)*ksib1*oh)/113*Bessell[1,b]*L14;

F2=-(4*k® (-I*w+I*k)*s*dsib1*Bessell[1,b]*l12*0h)/ (19*111)+(4*k>* (- I*w+
+|*k)*s*ksib1*oh)/111*16*14*Bessell[1,b];

F3=((-1*'w+I*k)>Bessell[0,b])/ (k*l18*Bessell[1,a])*[17- (2*I*KZ*(-I*w-+
+1*k)2)/ (k*13)*BesselK[0,b]*115-((-w+k)2*go*BesselK[0,b])/ (k*kia0)+(2*(-I*w+
+1*k)*dib1*k*oh)/ (L18*Bessell[1,a])*|17;

F4= (4*1°K3*(-I*w+1*k)*kib1*0h) /113*115-  (4*KZ*(-1*w+I*K)*s*dsib1*110*19*0h)/ (19*111)-
(4°K2*(-I*w+1*k)*s*ksib1*0h)/111%9;

F5= 1/Wel*(1- k?)- Weso/Wel+ Wes/Wel;

GH=-(E4+E5)/ (E1+E2+E3);

G1H1=-(F3+F4+F5)/(F1+F2);

FN=GH-G1H1;
ejemplofuncionkwFNO=FN/.{Wel->2 ,Wes->2 ,Wei->35128,Weo0->35128,Wesi-
>35128,Weso0->35128,0h->0.2};
tablaO=Table[{vk,Im[w/FindRoot[(ejemplofuncionkwFNO/.k->
vk)==0,{w,{(1+10%1),(2+8*1)}},MaxIterations -> 200]]},{vk,0.01,2.71,0.01}];
tabla0
ejemplofuncionkwFN1=FN/{Wel->0.01,Wes->0.01,Wei->35128,Weo->35128,Wesi-
>35128,Weso->35128,0h->0.2};
tabla1=Table[{vk,Im[w/FindRoot[(ejemplofuncionkwFN1/.k->
vk)==0,{w,{(1+10%1),(2+8*1)}},MaxIterations -> 200]]},{vk,0.01,2.81,0.01}];
tabla1
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ejemplofuncionkwFN2=FN/.{Wel->0.11,Wes->0.11,Wei->35128,Weo0->35128,Wesi-
>35128,Weso->35128,0h->0.2};
tabla2=Table[{vk,Im[w/FindRoot[(ejemplofuncionkwFN2/.k->
vk)==0,{w,{(1+10*1),(2+8*1)}},MaxIterations -> 200]1},{vk,0.03,3.01,0.01}];
tabla2
ejemplofuncionkwFN3=FN/{Wel->0.11,Wes->0.11,Wei->14808,Weo->14808,Wesi
>14808,Weso->14808,0h->0.2};
tabla3=Table[{vk,Im[w/.FindRoot[(ejemplofuncionkwFN3/.k->
vk)==0,{w,{(1+10*l),(2+8%1)}},Maxlterations -> 200]]},{vk,0.01,3.01,0.013}];
tabla3
ejemplofuncionkwFN4=FN/{Wel->0.11,Wes->0.11,Wei->14808,Weo->14808,Wesi
>14808,Weso->14808,0h->0.2};
tabla4=Table[{vk,Im[w/FindRoot[(ejemplofuncionkwFN4/ .k->
vk)==0,{w,{(1+10%1),(2+8*I)}},Maxlterations -> 200]]},{vk,0.03,3.01,0.013}];
tabla4
ejemplofuncionkwFN5=FN/{Wel->0.11,Wes->0.11,Wei->14808,Weo->14808,Wesi
>14808,Weso->14808,0h->0.63;
tabla5=Table[{vk,Im[w/FindRoot[(ejemplofuncionkwFN5/.k->
vk)==0,{w,{(1+10%1),(2+8*1)}},MaxIterations -> 200]]},{vk,0.01,3.01,0.01}];
tabla5
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EJEMPLO DE UN PROGRAMA PARA LA CORRELACCION DE LOS DATOS OBTENIDOS EN
UN PROCESO DE TRANSFERENCIA DE MATERIA EN DISCONTINUO (CAPITULO 6)

d=2*10"-01;

num=103;

vc=num*(4/3)*Pi*((d/2)"3);

vo=4;

area=num*4*Pi*((d/2)"2);

cqco=0.51;

model[h_,t_]:= ceqco+(1-ceqco)*(Exp[-((1/vo)+(vc/(vo"2)))*(h*area*t)])
data=Import["Rh40000_12_discontinuo.xls"][[1]]
sol=Table[h/.FindRoot[model[h,data[[i,1]]]==data[[i,2]],{h,0.00000013}],{i,1,Lengt
h[datal}]

ListPlot[sol]

FindFit[data,model[h,t],{{h,0.000133},t]
tablaO=Table[{to,{model[h,t]/.{t->to}}[[1]]},{t0,0,22800,600}]
Export["40000_12_discontinuo_LEWINSKA.xls", tabla0]
data=Import["Rh40000_12_discontinuo.xls"][[1]]
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PROGRAMA PARA LA CORRELACCION DE LOS DATOS OBTENIDOS EN UN PROCESO DE
TRANSFERENCIA DE MATERIA EN CONTINUO (CAPITULO 6)

tita=Pi;

z=Cos[tita];

r=1;

a=1*10"-01;

g=9.8*100;

rpm=110;

omega=(rpm*2*Pi)/60;

z0=0.68;
ul=(((a"2)*omega*zo)+((4*(a"4)*(omega"3))/g))/ (Pi*((2.5)"2));
u2=(1.53)/(Pi*((2.5)"2))*(1/60);

u=ut+u2;

model[d_,t_]:=Module[{Pe,tt}, Pe=(u*a/d); tt=((t*d)/(a"2));
(1/(r/a))*Erfc[((r/a)-1)/(2*(tt)"(1/2))]+(Pe)*((((-1/2)+(3/ (4*((r/a)"2)))-

(1/(4*((r/a)"3))))*Erfc[((r/a)-1)/(2*(tt)"(1/2))]+(3/4)*(((1/(r/a))-

(1/((r/a)*2)))"((r/a)-1+(tt)))*Erfc[((r/a)-

1+((tt)"(1/2)))/ (2*((tt)"(1/2)))])*LegendreP[1,z])]

data=Import['Rh70000_12.xls"][[1]]

sol=Table[d/.FindRoot[model[d,data[[i,1]]]==data[[i,2]],{d,0.00013}],{i,1,Length
[data]}]

ListPlot[sol]

FindFit[data,model[d,t],{{d,0.0001}},t]

tabla2=Table[{to,{model[d,t]/.{t->to}}[[1]]},{to,60,4140,60}]

Export["70000_12_short_corregido.xls", tabla2]
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a=1*10"-01;

t=4140;

g=9.8*100;

rpm=110;

omega=(rpm*2*Pi)/60;

z0=0.68;

ul=(((a"2)*omega*zo)+((4*(a"4)*(omega”"3))/g))/ (Pi*((2.5)"2));

u2=(1.53)/(Pi*((2.5)"2))*(1/60);

u=ut+u2;

model[r,tita,t]:=Modul[{Pe,tt}, Pe=(u*a/d); tt=((t*d)/(a"2));
(1/r)*Erfc[(r-1)/(2*(tt)" (1/2))]+(Pe)*((((-1/2)+(3/ (4*(r"2)))-(1/(4*(r"3))))*Erfc[(r-

1)/ (2*(tt)" 2)]+(3/4)*(((1/1)-(1/(r)))" (r-1+(tt)))*Erfc[(r-

1+((tt)"(1/2)))/ (2*((tt)" (1/2)))])*Cos[tita])]

ContourPlot[model[Sqrt[x"2+y"2],ArcTan[y/x],{x,0,3},{y,-3,3},AspectRatio->
Automatic,ContourLabels->10,Contours->
{0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1.03}]

ContourPlot[model[Sqrt[x"2+y"2],ArcTan[y/x],{x,0,3},{y,-3,3},AspectRatio->
Automatic,ContourLabels->10,Contours->
{0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1.0}]

ContourPlot[model[Sqrt[x"2+y"2],ArcTan[y/x],1320],{x,0,3},{y,-3,3},AspectRatio
->Automatic,ContourLabels10,Contours->
{0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1.0}]

ContourPlot[model[Sqrt[x"2+y"2],ArcTan[y/x],4140],{x,0,3},{y,-3,3},
AspectRatioAutomatic,ContourLabels->10,Contours->
{0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1.03]
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PROGRAMA PARA LA OBTENCION DEL COEFICIENTE DE DIFUSION EFECTIVA A
PARTIR DEL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE MATERIA (CAPITULO 6)

dp=2*10"-03;

a=1*10"-03;

g=9.8;

visc=1*10"-3;

dens=1000;

rpm=110;
omega=(rpm*2*Pi)/60;
20=6.8%10"-3;
u=omega*(10*10"-03)
Reynolds=(dp*dens*u)/visc
Sc=visc/(dens*dm);
FindRoot[((h*dp)/dm)-2-1.1*(Reynolds"(0.6))*(Sc*(1/3)), {dm,1*10"-12}]
de=dm*(0.82*2)
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