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Resumen

En este trabajo se muestra la espectrosco-
pia Raman como técnica para la caracteri-
zacion de fibras electrohiladas hechas de
acido polilactico (PLA) y acido polilactico/
hidroxiapatita (HA), relacionando los mo-
dos vibracionales de la PLA y la HA con
los principales picos registrados en sus es-
pectros Raman, utilizando sus picos carac-
teristicos para determinar la distribucion
del PLA y la HA en las fibras de PLA/HA,
por ultimo, se presenta una herramienta
(WebMo) para la simulacion de espectros
Raman de moléculas pequeiias, como el
acido lactico y el fosfato.

Palabras Clave: Electrohilado, Espec-
troscopia, Raman, Caracterizacion, Acido
polilactico (PLA). Hidroxiapatita (HA)

Abstract

In this work, Raman spectroscopy is shown
as a technique for the characterization of
electrospun fibers made of polylactic acid
(PLA) and polylactic acid/hydroxyapatite
(HA), relating the PLA and HA vibratio-
nal modes with the main peaks recorded
in their Raman spectra, using their cha-
racteristic peaks to determine the distri-
bution of PLA and HA in PLA/HA fibers,
finally, a tool (WebMo) for the simulation
of Raman spectra of small molecules, such
as lactic acid and phosphate, is presented.

Keywords: Electrospinning, Spectrosco-
py, Raman, Characterization, Polylactic
acid (PLA). Hydroxyapatite (HA).

Introduccion

Los materiales electrohilados son utilizados
ampliamente en la ingenieria de tejidos, li-
beracion controlada de farmacos y funciona-
lizacién de materiales para filtros (Rashid et
al., 2021). El electrohilado es un método sen-

cillo y asequible para producir nanofibras,
que ofrece una gran superficie especifica y
estructuras muy porosas con diametros que
van desde nanémetros a micrémetros, con
caracteristicas sinérgicas para nuevas apli-
caciones mediante la combinacion de mul-
tiples polimeros, farmacos y biomoléculas
con funcionalidades individuales en la fase
de solucion (Ahmadi Bonakdar & Rodrigue,
2024; Mao et al., 2023; Reddy et al., 2021).

Dado que una de las principales ventajas
de los materiales electrohilados es la ca-
pacidad de combinar multiples polimeros,
farmacos y biomoléculas, resulta de inte-
rés, una técnica que permita estudiar o ca-
racterizar la distribucion de los diferentes
materiales que componen las fibras, cam-
bios en la estructura quimica de los com-
puestos durante el proceso de electrohila-
do, asi como, la liberacion, degradacion o
absorcion de algunas moléculas de interés.

La espectroscopia Raman, y mas reciente-
mente, las imagenes Raman (también lla-
madas imagenes espectrales 6 quimicas),
son técnicas de dispersion de luz no des-
tructivas que permiten estudiar las “hue-
llas quimicas” de diversos tipos de mate-
riales, ademas, la espectroscopia Raman
requiere una manipulacion minima de la
muestra (Adya & Canetta, 2020).

En la espectroscopia Raman, la muestra
se ilumina con una fuente de luz mono-
cromatica, el campo electromagnético os-
cilatorio de la luz perturba la distribucion
de cargas de las moléculas en la muestra,
en esta interaccion, los fotones incidentes
son dispersados de forma elastica (disper-
sion Rayleigh) o ineléstica (dispersion Ra-
man). La mayor parte de la luz incidente
se dispersara elasticamente, es decir, sin
intercambio de energia entre el fotén y la
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muestra, por lo que, no se produce ningin
cambio de longitud de onda en el foton in-
cidente. Aproximadamente, solo 1 fotén
entre 108 fotones se dispersara inelastica-
mente, intercambiando energia y dejando
las moléculas de la muestra en un estado
modificado relacionado con la excitacion de
modos vibracionales, iones paramagnéti-
cos, fonones, plasmones superficiales y on-
das de espin (Adya & Canetta, 2020; Bum-
brah & Sharma, 2016; Jones et al., 2019).

El cambio en la energia en las moléculas
de la muestra esta dado por la siguiente
expresion:

AE = (w;—wy)

En donde w representa la frecuencia an-
gular (w = 2mrv) del foton incidente (w;)
y el foton dispersado (w,), 7 la constante
de Planck reducida, y AE el cambio en la
energia en las moléculas de la muestra.
Cuando la energia del foton dispersado es
menor a la del foton incidente (AE > 0) el
proceso se conoce como dispersion Stokes
Raman, por el contrario, cuando el fotén
dispersado es de mayor energia que el fo-

40 ym

ton incidente (AE < 0), el proceso se le co-
noce como dispersion Anti-Stokes Raman.
La dispersion Stokes y Anti-Stokes dan
lugar a las lineas o bandas que aparecen
en el espectro Raman (Bumbrah & Shar-
ma, 2016; Jones et al., 2019).

En este trabajo caracterizamos fibras elec-
trohiladas de PLA y PLA/HA mediante
espectroscopia Raman, con el objetivo de
mostrar las ventajas de utilizar esta téc-
nica para la caracterizacion de fibras elec-
trohiladas compuestas.

2.-Electrohilado de las fibras.

Para la elaboracion de las fibras se utili-
z6 acido polilactico (PLA), hidroxiapatita
(HA), Cloroformo y Etanol, todos los reac-
tivos fueron comprados en Sigma-Aldrich.

El PLA fue disuelto en una solucién de
cloroformo y etanol (en una proporcion
de 9:1, v/v) mediante agitacion durante 3
horas a temperatura ambiente, colocando
3.6 gramos de PLA por cada 20 ml de la
solucion de cloroformo y etanol. Para las
fibras de PLA/HA, después de las 3 ho-
ras de agitacion a temperatura ambiente,

=
40 um

Figura 1.- Fibras del electrohilado de (a) PLA y (b) PLA /HA.
Los circulos rojos muestran las perlas formadas al utilizar la HA.
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se agregé la HA y se continué agitando
la solucion durante otras 2 horas mas. La
solucién obtenida fue colocada en una je-
ringa de 20 ml y electro hilada empleando
una diferencia de voltaje de 25 kV, 15 cm
de distancia entre la aguja y el colector, y
una velocidad de 5 ml/h. Después de 4 ho-
ras, las fibras obtenidas se dejaron en el
colector durante una hora mas, antes de
ser retiradas para evitar deformaciones.
Las fibras obtenidas fueron examinadas
en un microscopio 6ptico, y se observo que
al emplear HA ser forman perlas sobre
las fibras (Figura 1).

Modos vibracionales asociados

con el espectro Raman

El espectro Raman obtenido de las fibras
electrohiladas de PLA (Figura 2 a) con-
cuerda con el espectro de fibras de PLA
reportado en otros estudios (Bolskis et
al., 2022; Pandele et al., 2020). Segun la
informacién encontrada en la literatura,
los picos en 3003 y 2947 cm-! correspon-
den a la tension simétrica y asimétrica de
los enlaces C-H del metilo, el pico en 2657
cm™? corresponde a la tensién del enlace
C-H, el pico en 1772 cm™ corresponde a
la tensién del enlace C=0, el pico en 1457
cm? corresponde a flexiones de tijera (en
el plano) de los enlaces C-H del metilo, el
pico en 1302 cm™ corresponde a flexiones
de balanceo (en el plano) de los enlaces
C-H del metilo, el pico en 1132 cm™ co-
rresponde con flexiones de aleteo (fuera
del plano) de los enlaces C-H del meti-
lo, el pico en 1046 cm™ corresponde a la
tension del enlace C-CHS3, el pico en 876
cm? corresponde a la tension del enlace
C-COQO, el pico en 403 cm™ corresponde
a vibraciones del enlace C-CO, el pico en
307 cm™ corresponde a vibraciones en los
enlaces C-O-C y C-CH3 (Bolskis et al.,
2022; Cassanas et al., 1991).

El espectro Raman obtenido de la HA en
polvo (Figura 2 b) concuerda con el espectro
de la HA reportado en otros estudios (Gup-
ta et al.,, 2017; Timchenko et al., 2018).
Segun la informacién encontrada en la li-
teratura, el pico en 1043 cm™ corresponde
a la tensién asimétrica de los enlaces P-O
del fosfato, el pico en 957 cm™ corresponde
a la tension simétrica de los enlaces P-O
del fosfato, el pico en 585 cm™ corresponde
a la flexion de los enlaces P-O del fosfato, el
pico en 431 cm! algunos autores reportan
que corresponde a la flexion de los enlaces
P-O del fosfato (Gupta et al., 2017), mien-
tras que otros autores reportan que corres-
ponde a la tension de los enlaces P-O del
fosfato (Timchenko et al., 2018).
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Figura 2.-Espectros Raman (a) del PLA y (b) la
hidroxiapatita, obtenidos con un microscopio
Raman confocal WiTec Alpha 300.

3.- Distribucion del PLA

y la HA en las fibras

Dado que la HA no contiene carbono en su
estructura quimica (Yashima et al., 2011),
podriamos utilizar los picos correspondien-
tes a las vibraciones de los enlaces: C-H,
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C-C, C-O 6 C=0 como marcador de PLA
en nuestras fibras, en particular, el pico en
2497 cm! es el pico mas intenso en el espec-
tro del PLA y no se encuentra en el espectro
de la HA, por lo tanto, elegimos este pico
como marcador del PLA en nuestras fibras.

Ahora bien, dado que el PLA no contiene
fosforo en su estructura quimica (Ranakoti
et al., 2022), podriamos utilizar algunos de
los picos correspondientes a las vibraciones
de los enlaces P-O como marcador de HA
en nuestras fibras, puesto que, el pico en
957 cm™ es el pico mas intenso del espectro
de la HA y no se encuentra presente en el
espectro del PLA, elegimos este pico como
marcador de la HA en nuestras fibras.

3.3.- Fibras de PLA.
Se adquiri6 una imagen Raman de

b)

120

_ 40

872

100x100 pixeles de una superficie apro-
ximada de 75 pum? de las fibras de PLA,
al seleccionar como marcador del PLA el
pico en 2947 cm™, podemos observar que
los pixeles de la imagen con mayor in-
tensidad (Figura 3 a) corresponden a es-
pectros Raman del PLA (Figura 3 b). Al
emplear como marcador el pico de 957
cm! en la imagen Raman (Figura 3 c), los
pixeles de la imagen en donde este pico es
mas intenso corresponden con ruido sin
informacion del PLA (Figura 3 d).

Este resultado nos permite marcar la pre-
sencia de PLA en color verde, y la presen-
cia de HA en color rojo, mostrando asi que
en los andamios de PLA no hay presencia
de HA (Figura 4). Lo cual, es un resultado
esperado (dado que no se habia utilizado
HA para la elaboracion de estas fibras).
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Figura 3.-Imagen Raman de las fibras de PLA utilizando como marcadores los picos
de (a) 2947 cm-1y (c) 957 cm-1. Espectros Raman correspondientes a los pixeles de la imagen
con mayor intensidad (color amarillo) al emplear como marcadores los picos

de (b) 2947 cm y (d) 957 cm™L.
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Figura 4.- (a) Imagen obtenida con un microscopio éptico (x50) de las fibras de PLA.
(b) Imagen Raman (x50) de las fibras de PLA, PLA marcado en color verde, HA marcado en color rgjo.

3.2.- Fibras de PLA/HA.

Ahora bien, al emplear el mismo méto-
do en las fibras de PLA/HA, al seleccionar
como marcador de PLA el pico en 2947 cm™,
podemos observar que los pixeles de la ima-
gen con mayor intensidad (color amarillo, Fi-
gura 5 a) también corresponden a espectros
Raman del PLA (Figura 5 b). Y ahora, al em-
plear como marcador el pico de 957 cm™ en
la imagen Raman (Fiigura 5 c), los pixeles de

a.
| 403

la imagen en donde este pico es mas intenso
corresponden con el espectro Raman de la
HA, que se encuentra como microparticulas
dentro de las fibras de PLA (Figura 5 d).

Estos resultados nos permiten marcar la
presencia de PLA en color verde, y la pre-
sencia de HA en color rojo, mostrando asi
que, la HA se encuentra localizada en las
perlas de las fibras de PLA/HA (Figura 3.7).
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Figura 5.-Imagen Raman de las fibras de PLA | HA utilizando como marcadores los picos de (a)
2947 em y (c) 957 eml. Espectros Raman correspondientes a los pixeles de las imdgenes con mayor
intensidad (color amarillo) al emplear como marcadores los picos de (b) 2947 cm™ y (d) 957 cm™.
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Figura 6.- (a) Imagen obtenida con un microscopio éptico (x50) de las fibras de PLA /HA.
(b) Imagen Raman (x50) de las fibras de PLA /HA, PLA marcado en color verde,
HA marcada en color rojo.

Dado que no se observaron cambios en
los espectros Raman de las fibras de PLA,
HA y PLA/HA, esta informacién sugiere
que el proceso de electrohilado (empleado
en este trabajo) no modifica la estructura
quimica de estos dos materiales.

4.- Simulacion de los espectros
Raman del acido lactico y el fosfato
WebMo es un software de quimica compu-
tacional con una version libre que permite
realizar simulaciones en la nube, siempre
y cuando el tiempo de cémputo no exceda
los 45 segundos, Utilizando esta herra-
mienta podemos simular el espectro Ra-
man (Polik & Schmidt, 2022) de algunas
pequenas moléculas como el acido lacti-
co (monémero del PLA (Ranakoti et al.,
2022)) y el fosfato (molécula presente en
los cristales de HA (Yashima et al., 2011)).
Esta herramienta puede ser de gran ayu-
da para personas que no tengan mucha
experiencia en espectroscopia Raman, o
para personas que tengan interés en estu-
diar el posible espectro Raman y modos vi-
bracionales de sus materiales antes de ser
analizadas en un espectrometro Raman.

Los espectros Raman obtenidos en
WebMo son utilizados en este trabajo
con fines didacticos, si el lector lo necesi-
ta, existen softwares de quimica computa-
cional mas robustos como Gaussian y GA-
MESS, por mencionar algunos ejemplos.

Los espectros Raman del acido lactico y el
fosfato obtenidos mediante la simulaciéon
en WebMo son mostrados en la figura 7.
Los modos vibracionales de la simulacién
pueden determinarse observando las ani-
maciones mostradas por el Software. Al
analizar el espectro (simulado) del acido
lactico (Figura 7 a) y el espectro Raman
del PLA, podemos observar que las prin-
cipales diferencias se encuentran en las
vibraciones de los enlaces O-H que no
estan presentes en el espectro del PLA,
esto podria tener sentido, ya que, al po-
limerizarse el acido lactico, los oxigenos
quedan unidos a atomos de carbono y solo
los oxigenos terminales presentan enlaces
O-H. Ahora bien, al comparar el espectro
(simulado) del fosfato (Figura 7 b) con el
espectro Raman de la HA, podemos obser-
var que los dos espectros presentan cua-
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Figura 7.-Espectros Raman simulados en WebMo (a) del dcido ldctico y (b) el fosfato.

tro picos caracteristicos, no obstante, en el
espectro simulado los picos se encuentran
desfazados y con diferentes amplitudes,
esto podria explicarse debido a los enlaces
i6nicos del fosfato con el calcio de la HA,
las vibraciones moleculares son sensibles
a la interaccién con su entorno y sus es-
pectros pueden verse modificados debido a
este motivo (Chiang et al., 2017).

5.- Conclusiones

Los espectros Raman de la HA y las fibras
de PLA nos permitieron estudiar los modos
vibracionales que se excitan en las molé-
culas de estos dos materiales al incidirlos
con un haz de luz monocromatico (5632 nm),
ademas, la informacion obtenida de los
modos vibracionales nos permitié determi-

nar la distribucion del PLA y la HA en las
imagenes Raman de las fibras de PLA/HA,
por ultimo, al no observar cambios en los
espectros Raman del PLA y la HA después
de electrohilarlos juntos, esta informacion
sugiere que el proceso de electrohilado, em-
pleado en este trabajo, no modifica la es-
tructura quimica del PLA y la HA, lo cual,
podria ser de gran interés, ya que preserva
la capacidad de estos dos materiales para
interactuar con sistemas biolégicos.

La espectroscopia Raman es una técnica
que puede ser utilizada para estudiar la
distribucion de los distintos materiales en
una fibra electrohilada compuesta, cam-
bios en la estructura quimica de sus com-
puestos, y por lo tanto, también podria ser
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utilizada para estudiar la liberacién, de-
gradacion o absorcién de algunas molécu-
las de interés.
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