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Resumen

El alginato es un polimero de origen natu-
ral que gelifica rapidamente a temperatura
ambiente en presencia de cationes divalen-
tes, ampliamente utilizado en impresion 3D
por extrusion. En este trabajo se emplearon
tres alginatos con diferentes caracteristicas
estructurales, uno comercial y dos extraidos
en el laboratorio para la preparacion de bio-
tintas de alginato. Para la preparacion de las
biotintas, se entrecruzaron los alginatos con
diferentes concentraciones de cloruro calcico.

Los resultados obtenidos mediante pruebas
de vial invertido y medidas de flujo mostra-
ron que el alginato con relacidn menor M/G
dio lugar a biotintas con mayores valores de
viscosidad a menores concentraciones de clo-
ruro calcico. Este trabajo pretende demostrar
la gran influencia que la estructura del algina-
to tiene sobre la preparacion de biotintas que
puedan ser utilizadas para la produccion de
andamios por impresién 3D.

Palabras clave: alginato, estructura, biotin-
ta, viscosidad, impresion 3D.
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Abstract

Alginate is a natural polymer with a fast ge-
lation process at room temperature in the
presence of divalent cations, which is widely
used in 3D printing by extrusion. In this work,
three different alginates with different struc-
tural characteristics, one commercial and two
extracted in the lab from algae were used to
prepare alginate bioinks. These bioinks were
crosslinked with different concentrations of
CaCl,. Results from the inverted vial and flow
measurements allowed to conclude that al-

[CaCl:]
— - .
-4
Diferentes
viscosidades

ginate with the lowest M/G ratio gave rise to
bioinks with higher viscosity at lower concen-
trations of CaCl,. This work demonstrates the
influence that the alginate structure posses-
ses for the generation of bioinks that will be
used to produce scaffolds by 3D printing te-
chnique.

Keywords: alginate, structure, bioink, visco-
sity, 3D printing.
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Introducciéon

El alginato es un polimero anidnico lineal com-
puesto por acido B-D-manuronico (M) y acido
1,4 a-L-gulurdnico (G). Es el principal com-
ponente de la pared celular de muchas algas
marrones (Phaeophyta), representando entre
el 17 y el 45% del peso seco del alga [1].
El contenido y la distribucién en que estan
organizadas las unidades M y G en la cade-
na, pueden formar bloques homopoliméricos
(MM, GG) o heteropoliméricos (MG), propor-
cionandole determinadas caracteristicas fi-
sicoquimicas y funcionales al alginato [2,3].
En la actualidad este polisacarido se extrae
de las algas marrones, principalmente de los
géneros Macrocystis, Laminaria, Saccharina,
Ecklonia, Durvillaea, and Ascophyllum [4].
El proceso de extraccidon generalmente inclu-
ye un pretratamiento del alga para eliminar
pigmentos y compuestos fendlicos. Posterior-
mente, se realiza una extraccion acida, una
neutralizacion y una precipitacion/purifica-
cion. El proceso de extraccion consiste en la
conversién, mediante un tratamiento alcali-
no, de las sales insolubles del acido algini-
co presentes en la pared celular del alga, en
sales solubles en agua (normalmente algina-
to de sodio), para después ser precipitadas y
purificadas [4,5]. Este proceso de extraccion
convencional ha sido muy estudiado durante
los Ultimos afos para optimizar el rendimien-
to y la calidad del alginato. Sin embargo, pre-
senta algunos inconvenientes, como el uso
de altas temperaturas durante tiempos pro-
longados de extraccién y grandes cantidades
de disolventes organicos, lo que promueve
la degradacion de compuestos termolabiles
y contribuye a la contaminacién ambiental
[6,7]. Como consecuencia y para responder
al incremento en la demanda de productos
naturales a partir de algas, se han estudiado
otros métodos mas “verdes” basados en tec-
nologias innovadoras como son ultrasonidos,
microondas, altas presiones, tratamientos
enzimaticos, fluidos supercriticos o presuriza-
dos, para la extraccion del alginato [8].

El alginato es un material altamente biocom-
patible, biodegradable, no téxico, de fuen-
tes renovables, con propiedades gelificantes,
espesantes, estabilizantes y formadoras de

peliculas, lo que lo ha convertido en un po-
limero ampliamente utilizado en la industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética y tex-
til. Una de las aplicaciones del alginato con
mas interés en la actualidad es su utilizacion
como hidrogeles para la fabricacion de anda-
mios poliméricos por impresién 3D. Esto se
debe a su rapida y sencilla forma de gelifi-
car a temperatura ambiente en presencia de
cationes divalentes, principalmente cationes
de calcio [9]. Existen varios tipos de impre-
sion 3D de hidrogeles, como la impresiéon por
extrusion, la impresion por chorro de tinta,
la impresion asistida por laser o la impresion
por estereolitografia. La impresion 3D de hi-
drogeles por extrusidon consiste en ir deposi-
tando capa a capa una disolucién polimérica
viscosa, también llamada tinta de biomaterial
0 biotinta. Durante todo el proceso, las pro-
piedades reoldgicas de la tinta influiran en el
resultado final y la calidad de impresion. La
propiedad principal que determina la calidad
y resolucion del andamio es la viscosidad de
la tinta. Una mayor viscosidad da lugar a un
apilamiento de capas mas o6ptimo y, por lo
tanto, la creacidon de piezas tridimensionales
complejas y estables [10,11]. Actualmente,
en el grupo de polimeros nanoestructurados y
geles del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Polimeros se investiga acerca del desarrollo
de hidrogeles a partir de polimeros de origen
natural para su utilizacién como biotintas para
impresion 3D. Especificamente, en el caso del
alginato, se han desarrollado andamios poli-
méricos a partir de biotintas compuestas de
hidrogeles de alginato y reforzados con celu-
losa microcristalina. La celulosa microcrista-
lina es un polimero de origen natural utiliza-
do para modular las propiedades reoldgicas,
aumentar la viscosidad y conseguir asi una
mayor resolucién en el proceso de impresion.
Una vez optimizada la sintesis de la biotinta y
caracterizadas sus propiedades reoldgicas, la
biotinta seleccionada se utilizdé para imprimir
andamios poliméricos mediante impresién 3D
por extrusion que posteriormente se testaron
en cultivos celulares [12].

Teniendo en cuenta lo anteriormente expues-
to, se define el objetivo del presente trabajo
como la optimizacién de las condiciones de
preparacion de hidrogeles a partir de algina-

tos con diferentes caracteristicas estructu-
rales para su potencial aplicacion como bio-
tintas en impresién 3D por extrusion. Para
ello, se llevara a cabo un estudio sistematico
acerca de la relacion existente entre la es-
tructura quimica de los alginatos de partida,
la preparacion de tintas de biomateriales por
entrecruzamiento con diferentes concentra-
ciones de iones calcio y su viscosidad, para
en un futuro préximo, producir andamios po-
liméricos 6ptimos mediante impresién 3D por
extrusion.

Metodologia experimental

Extraccion del alginato y caracterizacion de la
estructura quimica

El alginato de sodio se extrajo a partir de dos
algas marrones Ascophyllum nodosum (ASC)
y Saccharina latissima (SAC), siguiendo el
método descrito por Bojorges y col., [1]. Bre-
vemente, las algas se sometieron a un tra-
tamiento acido (HCI 0,2 M) con una relacion
solido/liquido 1:25 y en agitacion mecanica
durante 12 h. El residuo se recuperdé por cen-
trifugacion y se suspendié en NaHCO, (1:50,
s/L) durante 2 h. Posteriormente se ajusté el
pH a 8 y se dejo incubar a temperatura am-
biente durante 12 h. La suspension se centri-
fugo y al sobrenadante se le afiadié NaCl al
0,2% (p/v) y se adicionaron volimenes igua-
les de isopropanol para precipitar el alginato
de sodio. Luego el precipitado se suspendié
en isopropanol al 50% en el mismo volumen.
Este ultimo paso se repitié dos veces mas y
una con isopropanol puro. Finalmente, el pre-
cipitado se sometio a secado a 60 °C durante
toda la noche.

Las muestras de alginato obtenidas se de-
nominaron: i) alginato Ascophyllum nodo-
sum (ASC) y ii) alginato Saccharina latissima
(SAC). Los resultados obtenidos se compara-
ron con los de una muestra de alginato co-
mercial de baja viscosidad de Sigma-Aldrich
(ABV).

Utilizando la técnica de caracterizacion de re-
sonancia magnética nuclear (RMN) se pueden
determinar la estructura y la composicién de
los bloques de alginato y, en particular, la re-
lacion entre los bloques de acido manuroni-

@e

co y acido gulurdnico, M/G [9]. Los alginatos
ASC y SAC presentaron una relacion M/G de
1,9 y 2,3. El alginato comercial de bajo peso
molecular (ABV) presenté una relacién M/G
de 0,9. Adicionalmente, la estructura quimica
de los alginatos se caracterizd por espectros-
copia de infrarrojo (FT-IR).

Método de preparacion de las biotintas de
alginato

Para la preparacién de las biotintas de algina-
to se disolvieron 2,8 g de alginato en 20 mL
de tampon fosfato salino (PBS-pH =7,4) me-
diante agitacion mecanica con motor (marca
IKA) a 100 rpm durante toda la noche para
obtener una concentracién final de alginato
del 14% (p/v). Se prepararon tres disolucio-
nes de CaCl, a diferentes concentraciones,
60, 400 y 800 mM, en agua Mili-Q. Dichas
disoluciones de alginato al 14% (p/v) se
mezclaron con las diferentes disoluciones de
CaCl, en viales de 20 mL para obtener unas
concentraciones finales de CaCl, de 22, 160 y
320 mM y un 8% (p/v) de alginato. Posterior-
mente, se agitaron con un iman a 100 rpm en
una placa calefactora durante toda la noche.
Ademas, como referencia se preparé una bio-
tinta de alginato al 8% (p/v) en buffer PBS
sin CacCl,. Por ultimo, las biotintas se homo-
geneizaron haciéndolas pasar tres veces por
una jeringuilla unida a una boquilla de 25G
(0,25 mm de didmetro). Este procedimiento
se repitié para las tres muestras de alginato
bajo estudio.

Prueba de vial invertido y ensayos de flujo

La formacion del gel se determiné empleando
el método del vial invertido. Se prepararon
un total de 12 muestras, 4 para cada muestra
de alginato, donde se mantuvo constante la
concentracion de alginato al 8% (p/v) y se
varié la concentracién de CaCl,, sin CaCl, 22,
160 y 320 mM. Las diferentes biotintas se so-
metieron a ensayos de flujo con el objetivo
de determinar la viscosidad en funcién de la
velocidad de cizallamiento en un redmetro TA
AR-G2 (TA Instruments) a 25 °C utilizando
una geometria de acero cono-plato de 40 mm
y un gap de 58 um. Los resultados experi-
mentales se ajustaron al modelo matematico

REVISTA DE PLASTICOS MODERNOS Vol. 124 Numero 784 Diciembre 2022 “



de Carreau-Yasuda [13] (Ecuacion 1):
n-1

N=Neo + (M —Ne)(1 + (£Y)*) @
Ecuacion 1

donde “a” es una parametro adimensional,
“t” es el tiempo,” n«" es la viscosidad de ci-
zallamiento a velocidad de cizallamiento infi-
nita y "ng” es la viscosidad de cizallamiento
a velocidad de cizallamiento cero. Finalmente
“n” se refiere al indice de comportamiento del
flujo, siendo un numero real y positivo. Si el
valor de n se vuelve menor que la unidad,
indica un mayor comportamiento de un fluido

no-Newtoniano.

Resultados experimentales

Caracterizacién quimica de los alginatos de
partida

En la Figura 1 se muestran los espectros
FTIR correspondientes a los distintos algina-
tos estudiados.

Como se observa, los espectros no fueron
significativamente diferentes entre ellos,
mostrando bandas caracteristicas de este tipo
de carbohidratos, como, por ejemplo, la vi-
bracién del grupo carbonilo en forma de anion
carboxilato (COO-) a 1600 cm™, la vibracidon
asociada a la deformacién C-OH del grupo
carboxilato (banda a 1410 cm™), o la regién

G
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=
o |Asc
w
o
<
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Figura 1. Espectro FTIR de los tres alginatos; ABV, ASC y SAC.

anomérica entre 950 y 750 cm! caracteristica
del alginato, confirmando por tanto la pure-
za de los materiales [14]. Otras bandas del
espectro del alginato caracteristicas son, por
ejemplo, la presente a 950 cm!, que corres-
ponde a la vibracion C-O del residuo del aci-
do urdnico, y las bandas entre los 850-750
cm, que se atribuyen a las vibraciones de
deformaciéon C1-H de los residuos del acido
B-manurdnico [15].

ABV
M/G = 0,9

ASC
M/G=1,9

SAC
M/G=2,3

Preparacion y caracterizacion de las biotintas
de alginato

En la Figura 2 se muestra el aspecto fisico
de las diferentes biotintas de alginato al 8%
(p/v) en funcién de las concentraciones de
CaCl, estudiadas. Las biotintas preparadas a
partir de la muestra de alginato ABV al 8%
(p/v) en PBS sin CaCl, y con 22 mM de CaCl,
fluyen cuando son sometidas a la prueba de
vial invertido. Por otro lado, un aumento de la

[CaCl,]
22 mM

Figura 2. Biotintas de alginato al 8% (p/v) a diferentes concentraciones de CaCl,.

A) sin CaCl,, B) 22 mM, C) 160 mM y D) 320 mM.
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concentracion de CaCl, hasta valores de 160 y

con el alginato comercial ABV, la adiccién de

A) 320 mM da lugar a la formacién de disolucio- CaCl, (22 mM) a una disolucién de alginato

—m-Als 8% ABV nes con aspecto no homogéneo constituidos (8% p/v) da lugar a un aumento de n, des-

4 ~@-Alg 8% ABV CaCla(22 mM) por a’gregados. En el caso de las muestras d_e 9,4 Pa-s a 19,5 Pa-s. En e_l caso de las

10 "* = Alg 8% ASC extraidas en el laboratorio, ASC y SAC, se ob- biotintas preparadas con el alginato ASC, las

« SR SRR 0 07 M) homogéneo s concentraciones de Cacl, ma. (22 mM) presentan valores simiiares de

- = - 0}

10° 5 *"w\ g B st fack (e i) yores de 22 mM. A concentraciones deZCaCI2 en torno a 3 Pa-s. El aumento de la concen-

-~ R —-Alg 89 ASC CaCh (20 mM) de 160 mM, ambas muestras fluyeron en ex- tracion de CaCl, hasta valores de 160 mM da

5; i . *«*_ s-Alg 8% SAC perimentos de vial invertido. El aumento de la lugar a un aumento ligero de los valores de

= 1“11 " ‘** o-Alg 8% SAC CaCly (22 mM) concentracion de CaCl, hasta valores de 320 no hasta valores préximos a 7 Pa-s que au-

E . » “x* 4-Alg 8% SAC CaClz (160 mM) mM dio lugar a la formacion de una disolucion mentan drasticamente hasta valores de n de

- e e * Alg 8% SAC CaCl (320 mM) viscosa con apariencia homogénea a nivel 4800 Pa-s para concentraciones de CaCl, de

'z 10! ;_" iag 2 macroscopico. 320 mM. Finalmente, para la biotinta prepa-

§ S A continuacién, se llevaron a cabo ensayos de rada con el alglndatoCSélc szez obsle6r(\)/a ?Vll"e a

= - flujo con el objetivo de determinar la visco- cobn_centraaones € Latly, 22y mM, se

10° sidad de las biotintas preparadas en funcién obtienen valores similares de n,de 7y 9 Pas,

de la velocidad de cizallamiento y los resulta- respectivamente. Como en el caso del algi-

dos se muestran en la Figura 3 para las tres nato ASC, para una concentracion de CaCl, a

10 muestras de alginato preparadas a diferentes ﬁggt;n\l:llsoiepsr%deu;i 1u5n Igar-asn aumento de la n,
concentraciones de cloruro calcico. Tal y como '

se puede observar en la Figura 3A, todas las Los resultados de viscosidad obtenidos para

muestras de este estudio preparadas por en- las diferentes biotintas de alginato pueden

Velocidad de cizallamiento (5'1} trecruzamiento con cloruro calcico presentan relacionarse con la relacion de bloques M/G.

un comportamiento de adelgazamiento por A una concentracién de cloruro célcico 22

B) cizallamiento (“shear thinning behaviour”), mM, el alginato comercial, ABV (M/G=0,9)

esto es, la viscosidad disminuye con la velo- da lugar a disoluciones con valores mayo-

ABV ASC SAC cidad de cizallamiento. Este comportamiento res de viscosidad que los obtenidos para los

i AN/G=09 M/G=19 M/G=2.3 es un requisito necesario para que las biotin- alginatos extraidos en el laboratorio, ASC y

76000 A A A tas puedan ser utilizadas en impresion 3D por SAC, con valores de M/G igualesa 1,9y 2,3

& jmg J i = \ extrusion. respectivamente. Estos resultados estan de

“; E%H En la Figura 3B se recogen los valores de fac;_erdo conI resulltf':]dos en la literatura que

E 1000 ﬁ viscosidad a velocidad de cizallamiento cero, Inc |c3n t?lue 0s g glnafos con mlayor Profpor-

: = n,, calculados a través del ajuste de los da- fc:'on € doques . an lugar a geles mj.s lljer:

e 24 tos experimentales mostrados en la Figura €S cuando se entrecruzan con fones divalen

2 224 3A al modelo matematico de Carreau-Yasu- tes [16]. Cabe destacar que en el caso de los

= 204 = da (Ecuacién 1). Para la biotinta preparada alginatos extraidos en el laboratorio, ASC y

= 18 4 SAC, es posible aumentar la concentracion

= 164 de cloruro calcico hasta valores de 320 mM

= 144 r . obteniéndose disoluciones homogéneas a ni-

: 12 4 [+ vel macroscopico. Los valores de viscosidad

= 104 5 obtenidos para estas muestras se encuentran

E 8 4 . A T £ 2) Ersens de utes 5) @i en el rango.de. valores rep.ortados en la litera-

-~ 6 - : . tura para biotintas de alginato empleadas en

= de barras con los valores de viscosidad a . s -

& 44 1 izallamiento cero para las diferentes 'mpresion 3D por ex_t’rusmn. No _obstante, ©s

& 2 4 i [—1'1 bi clzd =2 o, " necesaria la realizacién de experimentos adi-

ansd iotintas en funcion de la concentracion de : : : . .

- ) de== - - R cloruro calcico. C|c_Jn_a_Ies encamlnafdo.s a determinar la impri-

E ﬁ £ M /A £ 8 € a mibilidad de las biotintas preparadas en este

el i Gl L o estudio tales como pruebas de formacién de

[CaCly] (mM) filamento y determinacién de las propiedades
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de recuperacion entre otras [17,18]. En la
actualidad, se estan llevando a cabo experi-
mentos adicionales enfocados a la optimiza-
cion de formulaciones basadas en alginatos
con propiedades reoldgicas adecuadas para
ser utilizadas como biotintas en impresién 3D
con énfasis en la relacién existente entre las
propiedades estructurales de los alginatos de
partida y las propiedades finales de las biotin-
tas obtenidas.

Conclusiones

En este trabajo se ha llevado a cabo un estu-
dio sistematico del entrecruzamiento con clo-
ruro calcico de muestras de alginato con dife-
rentes caracteristicas estructurales en cuanto
a la relacién de bloques M/G con el objetivo
ultimo de obtener biotintas de alginato para
impresion 3D por extrusion. Los resultados
obtenidos muestran que las biotintas prepa-
radas con un alginato comercial presentan
valores mayores de viscosidad a bajas con-
centraciones de CaCl, (22mM) con respecto
a las muestras de alginato extraidas en el la-
boratorio, con mayor relacion M/G. Asimismo,
las muestras de alginato comercial dan lugar
a la formacion de disoluciones no homogé-
neas macroscopicamente con el aumento
de la concentracién de cloruro cdlcico. Por el
contrario, para los alginatos extraidos en el
laboratorio, se obtienen disoluciones viscosas
de aspecto homogéneo a concentraciones de
CaCl, por encima de 22 mM lo que da lugar
a la obtencién de biotintas de alginato con
valores de viscosidad superiores a 1000 Pa.s.
Con este estudio se destaca la importancia
de entender las propiedades estructurales de
los alginatos de partida para una correcta y
optima formacion de su biotinta que poste-
riormente se utilizara en impresion 3D por
extrusion para la preparacion de andamios
poliméricos.
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