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Resumen

Titulo: Preparacion de fibras mediante electrospinning para la liberacion controlada de

compuestos bioactivos
Autor: Jhenifer Tatiana Castillo Ariza, Erika Natalia Pinilla Avila**

Palabras Clave: limoneno, xilano, liberacién controlada, encapsulacion, bioplastico,

electrohilado, fibras, compuestos bioactivos.
Descripcion:

Este proyecto tuvo como objetivo evaluar la preparacion de fibras mediante electrohilado,
incorporando limoneno como compuesto bioactivo, y su liberacién controlada para una posible
aplicacion en la cicatrizacion de heridas. Las fibras se obtuvieron electrohilando una solucion de
xilano, alcohol polivinilico (PVA), bentonita, alginato de sodio y limoneno sobre un soporte de
grenetina, elastina y glicerina. Se evalué el efecto de la distancia entre electrodos (10 y 16 cm) y de la
concentracién de limoneno (2,5 %, 5 % y 7,5 % v/v). Las soluciones presentaron comportamiento
pseudoplastico, conductividad adecuada para el electrohilado y un pH favorable para aplicaciones en
cicatrizacion de heridas. Las fibras obtenidas a 10 cm mostraron mayores rendimientos (56,75-97,49
%) que las de 16 cm (32,71-87,69 %), ademas de una estabilidad del sistema a 37 °C entre 9,03 % y
10,95 %, un contenido de humedad de 16,10-17,44 % y una capacidad de absorcion de agua de 449—
546 %. La mayor capacidad de carga de limoneno (10,80 %) se obtuvo con 7,5 % v/v de limoneno y
16 cm de distancia. Finalmente, el mayor porcentaje de liberacién acumulada se alcanz6 en PBS
(98,82 %) para esta misma formulacion, seguido de la solucién salina, que present6 una liberacion

acumulada de 97,86 %.

*Trabajo de grado

**Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Directora Prof.
Debora Alcida Nabarlatz. Codirector José Gabriel Lépez Ortiz
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Abstract

Title: Preparation of fibers via electrospinning for the controlled release of bioactive

compounds
Author(s): Jhenifer Tatiana Castillo Ariza, Erika Natalia Pinilla Avila**

Key Words: limonene, xylan, controlled release, encapsulation, bioplastic, electrospinning,

fibers, bioactive compounds.

Description:

This project aimed to evaluate the preparation of fibers thru electrospinning, incorporating limonene
as a bioactive compound, and its controlled release for a possible application in wound healing. The
fibers were obtained by electrospinning a solution of xylan, polyvinyl alcohol (PVA), bentonite,
sodium alginate, and limonene onto a support of gelatin, elastin, and glycerin. The effect of the
distance between electrodes (10 and 16 cm) and the concentration of limonene (2.5%, 5%, and 7.5%
v/v) was evaluated. The solutions exhibited pseudoplastic behavior, adequate conductivity for
electrospinning, and a pH favorable for wound healing applications. The fibers obtained at 10 cm
showed higher yields (56.75-97.49%) than those at 16 cm (32.71-87.69%), in addition to a system
stability at 37 °C between 9.03% and 10.95%, a moisture content of 16.10-17.44%, and a water
absorption capacity of 449-546%. The highest limonene loading capacity (10.80%) was obtained with
7.5% v/v of limonene and a distance of 16 cm. Finally, the highest percentage of cumulative release
was achieved in PBS (98.82%) for this same formulation, followed by the saline solution, which

showed a cumulative release of 97.86%.

*Bachelor Thesis

**Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Directora Prof.
Debora Alcida Nabarlat. Codirector José Gabriel Lopez Ortiz
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Introduccion

La cicatrizacion de heridas es un proceso fisiolégico complejo que requiere no sélo la
reparacion tisular, sino también una adecuada regeneracion celular, minimizando el riesgo de
infecciones y otras complicaciones. Por esta razon, se han desarrollado sistemas capaces de
liberar compuestos bioactivos de manera controlada para favorecer el proceso de
recuperacion de heridas (Mandla et al., 2018; Robles et al., 2024). Entre estos compuestos se
destaca el limoneno, un monoterpeno presente principalmente en las céscaras de citricos,
reconocido por sus propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes. Sin
embargo, su volatilidad y baja estabilidad limitan su aplicacion directa, haciendo necesaria su
encapsulacién en matrices poliméricas que permitan protegerlo y controlar su liberacion

(Husnu & Buchbauer, 2010; Sobel, 2023; Dede & Lokumcu, 2019).

Por otro lado, la valorizacién de residuos agroindustriales ha cobrado interés debido a
su potencial para la obtencién de materiales de alto valor agregado. En Colombia la cadena
productiva del café presenta una participacion significativa en la economia colombiana,
representando aproximadamente el 6,5 % del producto interno bruto y el 14% de las
exportaciones totales del pais en 2022 (FNC, 2025). Sin embargo, este sector también genera
un alto impacto ambiental, ya que Unicamente cerca del 5 % en peso del fruto es
aprovechado, mientras que el 95 % restante, correspondiente a subproductos como pulpa,
mucilago, cisco, pasillas y tallos, es tratado como residuo, generando anualmente grandes
volimenes de desechos (Universidad Nacional de Colombia, 2023). Entre estos, el pergamino
de café constituye alrededor del 4,2 % del producto cosechado y representa una fuente
potencial para la obtencion de compuestos de valor agregado como el xilano y los xilo-
oligosacaridos. Mediante procesos de autohidrolisis se han alcanzado concentraciones de

hasta 14,2 g/L de xilosa total derivada del xilano y rendimientos maximos de 13,2 g/L de
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xilo-oligosacéaridos (FNC, 2025; Acosta, 2019). EIl uso de biopolimeros como el xilano y el
alginato de sodio, en mezcla con polimeros sintéticos como es el alcohol polivinilico (PVA),
junto con materiales minerales como la bentonita, permite desarrollar sistemas con
propiedades adecuadas para la encapsulacion y liberacion controlada de compuestos
bioactivos, gracias a caracteristicas como la biocompatibilidad, estabilidad y capacidad de
interaccion con diferentes moléculas (Ghani et al, 2023; Dede & Lokumcu, 2018;

Kabdrakhmanova et al., 2025).

Adicionalmente, el proceso de electrohilado se ha consolidado como una técnica
versatil para la obtencion de micro y nanofibras con alta area superficial y capacidad de
incorporar compuestos bioactivos. No obstante, las propiedades finales de las fibras dependen
en gran medida de la composicion y reologia de la solucion polimérica utilizada (Robles et
al.,, 2024; Maliszewska et al., 2022). En este sentido, el presente estudio evalla la
incorporacion de limoneno en fibras obtenidas mediante electrohilado y su efecto sobre las

propiedades de éstas, asi como su comportamiento como sistema de liberacion controlada.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar la preparacion de fibras obtenidas mediante la técnica electrospinning con
incorporacion de limoneno como compuesto bioactivo para su aplicacion en sistemas de

liberacion controlada.

1.2 Objetivos especificos

Seleccionar las materias primas adecuadas para la obtencién de fibras electrohiladas

asi como para el soporte sobre el cual seran depositadas.

Establecer las condiciones del proceso de electrospinning, incorporando el limoneno

como compuesto bioactivo en las fibras electrohiladas.

Caracterizar comparativamente las fibras obtenidas con y sin incorporacion de

limoneno evaluando sus propiedades fisicoquimicas y su perfil de liberacion controlada.

2. Marco tedrico y antecedentes

2.1 Biomateriales obtenidos a partir de residuos naturales

El aprovechamiento de residuos agroindustriales ha cobrado un creciente interés
debido a su potencial para la obtencién de biomateriales sostenibles y productos de alto valor
agregado. En este contexto, Colombia se posiciona como el tercer productor mundial de café,
superado Unicamente por Brasil y Vietnam, con cerca de 842.000 hectareas cultivadas y mas
de 500.000 familias vinculadas a esta actividad productiva. Durante el afio cafetero
2024/2025 se alcanz6 una produccién cercana a 14,9 millones de sacos de 60 kg, reflejando
la importancia econdmica y productiva de este sector (FNC,2025; Aimone,2025). No

obstante, esta actividad también genera una gran cantidad de residuos, ya que Unicamente
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cerca del 5 % del fruto es aprovechado comercialmente, mientras que el 95 % restante
corresponde a subproductos como pulpa, mucilago, cisco, pasillas, tallos y pergamino de café

(Universidad Nacional de Colombia, 2023).

Por su parte, el xilano es un heteropolisacarido ampliamente distribuido en las paredes
celulares de las plantas, donde actia como una hemicelulosa esencial que interactia con la
celulosa y la lignina, contribuyendo a la integridad estructural de la matriz lignocelulésica.
Presenta propiedades hidrofilicas y capacidad para formar enlaces de hidrégeno, lo que
favorece su aplicacion en materiales poliméricos y sistemas de liberacidn controlada (Nechita

etal., 2021).

Entre los biopolimeros naturales empleados en aplicaciones biomédicas, el alginato
destaca por su biodegradabilidad, biocompatibilidad y capacidad para formar matrices
utilizadas en apdsitos, sistemas de liberacion de farmacos e ingenieria de tejidos.
Industrialmente, el alginato se obtiene a partir de algas mediante procesos de extraccion
alcalina, lo que permite obtener alginato de sodio soluble en agua con propiedades adecuadas

para diversas aplicaciones terapéuticas (Mollah et al., 2021).

En la Universidad Industrial de Santander, el grupo de investigacion INTERFASE ha
desarrollado diferentes investigaciones enfocadas en el aprovechamiento del pergamino de
café para la obtencion de biomateriales. Ortega y Rivera (2023) desarrollaron un proceso para
la produccién de xilooligosacaridos mediante autohidrolisis de pergamino de café a escala
piloto, estableciendo las condiciones para el aprovechamiento de este residuo agroindustrial.
Posteriormente, Chacon y Lagares (2023) emplearon el xilano obtenido para la elaboracion
de hidrogeles naturales, demostrando su potencial en la obtencion de matrices poliméricas.
Finalmente, Santamaria y Vera (2025) desarrollaron fibras mediante electrohilado utilizando

materiales derivados del pergamino de cafe, estableciendo las condiciones de procesamiento
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empleadas como base en el presente trabajo, para la captura de gases de efecto invernadero.
A partir de estos antecedentes, el presente trabajo da continuidad a las investigaciones
desarrolladas por el grupo INTERFASE, orientando el uso de matrices fibrosas electrohiladas
hacia el campo biomédico. En este contexto, las fibras electrohiladas presentan potencial

como sistemas para la incorporacion y liberacion de compuestos bioactivos (drug delivery).

Las fibras electrohiladas han sido ampliamente estudiadas como sistemas para la
incorporacion y liberacion controlada de compuestos bioactivos, debido a su alta area
superficial, porosidad y capacidad para modular la cinética de liberacion. No obstante, uno de
los principales retos es lograr una adecuada retencién de compuestos volatiles y mantener su
estabilidad durante el proceso de electrospinning. Por esta razén, en el presente trabajo se
incorpord limoneno a la matriz polimérica y se evaluaron su retencién y perfil de liberacion,
con el propdsito de determinar el potencial del sistema para aplicaciones de liberacion

controlada.

2.2 Biomateriales para aplicaciones médicas

La ingenieria de tejidos ha adquirido un papel importante en la restauracion y
regeneracion de tejidos dafiados mediante el desarrollo de biomateriales capaces de
interactuar con los tejidos vivos y favorecer los procesos de reparacién. Entre estos materiales
se encuentran los hidrogeles y los andamios poliméricos, ampliamente utilizados en
aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para
imitar las caracteristicas de la matriz extracelular (MEC), proporcionando un soporte

adecuado para el crecimiento y proliferacion celular (Robles et al., 2024).

Los hidrogeles corresponden a redes tridimensionales de polimeros hidrofilicos con
capacidad para absorber grandes cantidades de agua sin perder su integridad estructural. Esta

propiedad les confiere caracteristicas como suavidad, elasticidad y elevada
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biocompatibilidad, ademé&s de favorecer la absorcién y liberacion controlada de compuestos
bioactivos, por lo que han sido ampliamente empleados en el desarrollo de sistemas de

liberacion de farmacos y apdsitos para heridas (Arredondo, 2009).

Por su parte, los andamios poliméricos constituyen estructuras disefiadas para
asemejarse a la matriz extracelular, proporcionando soporte mecanico y un ambiente
favorable para la regeneracion tisular. Entre los materiales mas utilizados para su fabricacion
se encuentra la grenetina, derivada de la hidrolisis parcial del colageno, debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para formar estructuras gelificadas. Por
otro lado, la incorporacion de elastina mejora las propiedades mecanicas del material al
aportar elasticidad y favorecer la recuperacion estructural del soporte, mientras que la
glicerina actua como plastificante, incrementando la flexibilidad, extensibilidad y facilidad de

manipulacion del biomaterial (Hariza et al., 2023; Suderman et al., 2018).

No obstante, uno de los principales inconvenientes de los biomateriales basados en
proteinas naturales es su elevada hidrofilicidad, la cual favorece una rapida absorcion de agua
y una disminucion de su estabilidad estructural bajo condiciones fisioldgicas. En el caso de la
grenetina, la presencia de grupos hidroxilo, amino y carboxilo facilita la formacion de enlaces
de hidrégeno con el agua, ocasionando hinchamiento, pérdida de integridad mecéanica y

degradacion acelerada del material (Campiglio et al., 2019).

Para superar estas limitaciones se emplean procesos de reticulacion, los cuales
generan enlaces entre las cadenas poliméricas, incrementando la estabilidad térmica,
reduciendo la solubilidad y mejorando las propiedades mecanicas del biomaterial (Liguori et
al., 2019). Entre los diferentes agentes reticulantes, el acido citrico ha sido ampliamente
utilizado debido a su biocompatibilidad y baja toxicidad. Sus grupos carboxilo reaccionan

con los grupos amino presentes en proteinas como la grenetina, formando enlaces que
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estabilizan la estructura polimérica y mejoran su comportamiento en medios acuosos,
constituyendo una alternativa méas segura frente a reticulantes convencionales como el

glutaraldehido (Liguori et al., 2019; Hasan et al., 2023).

Estas caracteristicas hacen que los biomateriales basados en grenetina, elastina y otros
biopolimeros sean adecuados para la elaboracion de apositos destinados al tratamiento de
heridas. Un apdsito ideal debe mantener un ambiente humedo, controlar el exudado,
favorecer la regeneracion tisular y prevenir infecciones, creando condiciones apropiadas para
el proceso de cicatrizacion. Este proceso comprende las fases de hemostasia, inflamacion,
proliferacion y remodelacion, las cuales ocurren de manera coordinada para restablecer la

integridad y funcionalidad del tejido lesionado (De Luca et al., 2021).

2.3 Preparacion de fibras mediante electrohilado para su uso en sistemas de liberacion

controlada

El electrohilado es una técnica ampliamente utilizada para la obtencion de micro y
nanofibras a partir de soluciones poliméricas mediante la aplicacion de un campo eléctrico de
alta intensidad. La aplicacion de este campo provoca la acumulacion de cargas eléctricas en
la superficie de la solucion de polimero y la formacion de fuerzas electrostaticas, por lo que
el chorro se desplaza hacia un colector conectado a tierra. Durante este proceso, el solvente se
evapora progresivamente mientras las cadenas poliméricas se estiran y orientan, dando lugar
a la formacién de fibras continuas con diametros en el rango micro y nanométrico (Robles et

al., 2024; Maliszewska et al., 2022).

El proceso de electrohilado esta influenciado por las propiedades de la solucién, los
parametros operacionales y las condiciones ambientales, los cuales determinan la morfologia
y el didmetro de las fibras obtenidas. La concentracion y el peso molecular del polimero

afectan la viscosidad de la solucion; valores bajos favorecen la formacion de microesferas,
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mientras que valores elevados producen fibras de mayor didmetro. Asimismo, la tension
superficial y la conductividad eléctrica influyen en la estabilidad y el estiramiento del chorro.
Entre los pardmetros operacionales, el voltaje aplicado, el caudal de alimentacion y la
distancia entre la aguja y el colector afectan directamente la formacion de fibras uniformes,
mientras que factores ambientales como la temperatura y la humedad modifican la

evaporacion del solvente y la porosidad de las fibras obtenidas (Maliszewska et al., 2022).

La seleccidn de los materiales poliméricos también desempefia un papel fundamental
durante el proceso de electrohilado, ya que influye directamente en la estabilidad de la
solucion, la formacion de las fibras y sus propiedades finales. La combinacion de polimeros
sintéticos y naturales permite desarrollar sistemas con caracteristicas adecuadas para
aplicaciones biomédicas y de liberacion controlada (Maliszewska et al., 2022; Nikmaram et
al., 2017). En este contexto, el alcohol polivinilico (PVA) es uno de los polimeros sintéticos
méas empleados debido a su elevada solubilidad en agua, capacidad de formacion de fibras,
propiedades mecanicas y biocompatibilidad, razon por la cual se utiliza frecuentemente como
material de soporte en sistemas de encapsulacion y liberacion controlada (Maliszewska et al.,

2022; Dede & Lokumcu, 2018).

Entre los biopolimeros naturales utilizados en este tipo de sistemas, el alginato
destaca por su biodegradabilidad, biocompatibilidad y capacidad para formar matrices
empleadas en apdsitos, ingenieria de tejidos y sistemas de liberacion de farmacos.
Industrialmente, el alginato de sodio se obtiene a partir de algas mediante procesos de
extraccion alcalina, obteniéndose un polimero soluble en agua con propiedades adecuadas
para diversas aplicaciones terapéuticas (Mollah et al., 2021). Por otra parte, la bentonita se
incorpora como material de refuerzo debido a que mejora las propiedades mecanicas,

térmicas y de barrera de las matrices poliméricas, ademas de modificar las propiedades
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reoldgicas de las soluciones precursoras y contribuir a la regulacién de la liberacién de

compuestos encapsulados (Kabdrakhmanova et al., 2025).

La encapsulacion de compuestos bioactivos en matrices poliméricas constituye una
estrategia ampliamente utilizada para mejorar la estabilidad, proteger los compuestos frente a
la degradacion y permitir su liberacion controlada. Este proceso resulta especialmente
relevante para compuestos hidrofobicos y volatiles como el limoneno, cuya incorporacion
directa en sistemas biomédicos presenta limitaciones asociadas a su baja estabilidad y elevada

volatilidad (Dede & Lokumcu, 2018).

Existen diferentes estrategias para la encapsulacién de compuestos bioactivos, entre
las que se incluyen la formacion de emulsiones, la incorporacion directa en matrices
poliméricas y el uso de sistemas nanoestructurados. En particular, la encapsulacion en matriz
consiste en incorporar el compuesto bioactivo directamente en la solucion polimérica antes de
la formacion del material, permitiendo que quede distribuido en el interior de las fibras

durante el proceso de electrohilado (Nikmaram et al., 2017; Maliszewska et al., 2022).

Los sistemas de liberacion controlada estan disefiados para administrar compuestos
bioactivos de manera sostenida y localizada, regulando la velocidad con la que el principio
activo es liberado hacia el medio de interés. A diferencia de los sistemas convencionales,
estos buscan mantener concentraciones terapeuticas durante periodos prolongados, reducir la
frecuencia de aplicacion y minimizar las pérdidas ocasionadas por degradacion o
volatilizacion del compuesto (Nikmaram et al., 2017). En este contexto, las fibras obtenidas
mediante electrohilado representan una alternativa prometedora debido a su elevada relacion
area-volumen, alta porosidad y capacidad para encapsular diferentes tipos de compuestos
bioactivos. En el caso del limoneno, su incorporacion dentro de la matriz polimérica permite

disminuir las pérdidas asociadas a su elevada volatilidad y favorecer una liberacion gradual y
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sostenida, mejorando su estabilidad y disponibilidad para aplicaciones biomédicas

(Maliszewska et al., 2022).

La evaluacion de los sistemas de liberacion controlada se realiza mediante ensayos in
vitro, en los cuales el material es puesto en contacto con diferentes medios para analizar la
cinética de liberacion del compuesto bioactivo desde la matriz polimerica. Entre los medios
mas empleados se encuentran el agua destilada, las soluciones salinas y la solucion salina
amortiguadora de fosfato (PBS), debido a su capacidad para proporcionar condiciones
controladas de evaluacion. En agua destilada predomina un comportamiento difusional
asociado a la baja solubilidad del compuesto (Kamalpour et al., 2025), mientras que la
solucion salina puede modificar la estructura de la matriz polimérica debido a su fuerza
i0nica, afectando la velocidad de liberacion (Parin et al., 2022). Por su parte, el PBS permite
evaluar el comportamiento del sistema bajo condiciones cercanas a las fisioldgicas,
manteniendo un pH constante y favoreciendo resultados reproducibles (Valookolaei et al.,
2024). Adicionalmente, para compuestos hidrofébicos como el limoneno es frecuente
emplear solventes organicos como el hexano, debido a su naturaleza apolar, lo que facilita su
extraccion y cuantificacion mediante espectrofotometria UV-Visible, siendo 252 nm una de

las longitudes de onda mas utilizadas para su analisis (Ganje et al., 2019).

2.4 Aplicaciones del limoneno en medicina

La cicatrizacion de heridas es un proceso biolégico complejo que comprende las fases
de hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacién, las cuales ocurren de manera
coordinada para restablecer la integridad y funcionalidad del tejido lesionado. Durante este
proceso, la prevencién de infecciones y el control de la respuesta inflamatoria son factores
determinantes para favorecer la regeneracion tisular, razon por la cual se han investigado

diferentes compuestos bioactivos capaces de potenciar estos procesos (De Luca et al., 2021).
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Los compuestos bioactivos de origen natural han despertado gran interés en
aplicaciones biomédicas debido a sus propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y
antioxidantes. Entre ellos, los aceites esenciales representan una alternativa prometedora para
el tratamiento de heridas, ya que contribuyen a prevenir infecciones y favorecer los procesos
de cicatrizacién (Maliszewska et al., 2022; Dede & Lokumcu, 2018). Sin embargo, su
aplicacion directa puede verse limitada por su alta volatilidad y sensibilidad a factores

ambientales como la temperatura, la luz y el oxigeno (Maliszewska et al., 2022).

El limoneno, el cual es un monoterpeno no polar presente principalmente en las
cascaras de citricos, ha sido ampliamente investigado por sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, lo que lo convierte en un compuesto de interés para
aplicaciones terapéuticas. Estas propiedades contribuyen a disminuir la proliferacion de
microorganismos patdgenos, reducir el estrés oxidativo y modular la respuesta inflamatoria,
favoreciendo un ambiente adecuado para la reparacion del tejido lesionado. Sin embargo, su
naturaleza hidrofobica, baja solubilidad en medios acuosos, elevada volatilidad y
susceptibilidad a la oxidacion dificultan su incorporacion y estabilidad en sistemas
biomédicos, por lo que se requieren estrategias que permitan mejorar su proteccion y
controlar su liberacion (Nikmaram et al., 2017; Dede & Lokumcu, 2018; Pagliaro et al.,

2023).

Una de las estrategias mas empleadas para superar estas limitaciones consiste en la
encapsulacién del limoneno dentro de matrices poliméricas. Este enfoque permite proteger el
compuesto frente a la degradacion y la volatilizacion, ademas de favorecer una liberacion
gradual y sostenida en el sitio de aplicacion. En particular, la incorporacion del limoneno en
fibras obtenidas mediante electrohilado constituye una alternativa prometedora para el

desarrollo de sistemas de liberacién controlada destinados al tratamiento de heridas, ya que
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combina las propiedades terapéuticas del compuesto con las ventajas estructurales de las
fibras electrohiladas, favoreciendo su estabilidad y disponibilidad durante el proceso de

cicatrizacion (Nikmaram et al., 2017; Maliszewska et al., 2022).

3. Metodologia
La metodologia contemplada para el presente trabajo se basa en 4 etapas. La Figura 1

ilustra el esquema metodolégico en esta investigacion.
Figura 1.
Diagrama de la metodologia del proyecto

_ ETAPA 1
36gde greneu‘na Reticulacion con acido
7.2 mLdeelastina SELECCION DE MATERIAS PRIMAS Y PREPARACION DEL SOPORTE

5,4 mLde glicerina citrico

ETAPA 2
PVA —
Alginato de sodio
Bentonita -{ PREPARACION DE LA MEZCLA ]
XO’s
1 ~ Viscosidad de la solucion
Li [LM] — INCORPORACION DEL LIMONENO (mPa*s)
< rmenene _{ J Conductividad eléctrica
Temperatura 25 °C l (us/gm)
Voltaje 25% (5 kV) —{ ELABORACION DE LAS FIBRAS ] B
Concentraciones (5% p/v Concentracién limoneno
XO’s; 2,5%, 5%y 7,5% viv
limoneno)
> Morfologia visual
ETAPA 3 =
] Estabilidad térmica
[ CARACTERIZACION DE LAS FIBRAS > Humedad
J Comportamiento en agua
HAPA 4 Color y olor

Solucion salina fibra con y sin

Aguadestliada PRUEBA DE LIBERACION CONTROLADA EN UN)  Capacidad de liberacion de
PBS MEDIO SIMULADO DE HERIDA encapsulacién del limoneno

3.1 Elaboracion del soporte para las fibras electrohiladas

Con el fin de facilitar la manipulacion de las fibras electrohiladas y proporcionar un
soporte con potencial aplicaciéon como aposito para el tratamiento de heridas, se desarrolld
una matriz polimérica elaborada a base de grenetina, elastina y glicerina. Para la elaboracion
de la matriz polimérica se prepar6 una solucidon de grenetina en una relacion 1:10 (p/v)

(grenetina:agua destilada). Posteriormente, se adicion0 elastina en una proporcion
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equivalente al 20 % de la masa de grenetina, siguiendo la formulacion base reportada por
Hariza et al. (2023). Finalmente, se incorporé glicerina como plastificante en una cantidad de
5,4 ml, de acuerdo con las concentraciones recomendadas para peliculas a base de grenetina
descritas por (Vanin et al 2005). Con base en estas relaciones, se emplearon 360 ml de agua

destilada, 36 g de grenetina, 7,2 g de elastina y 5,4 ml de glicerina.

La matriz polimérica se preparé mediante la disolucion de grenetina en agua bajo
agitacion y calentamiento controlado a 90 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se
incorporaron la glicerina y la elastina, manteniendo la agitacion constante hasta obtener una
mezcla homogénea libre de grumos. Seguidamente, se adiciond acido citrico como agente
reticulante en una concentracion de 1 % p/v con respecto al volumen total de la solucion,
manteniendo la agitacion durante 15 min para favorecer su distribucién homogénea en la
matriz polimérica (Liguori et al., 2019; Hasan et al., 2023). La solucién se dejo enfriar y se
vertio una bandeja de dimensiones 41,7 cm x 31,2 cm. Finalmente, esta matriz polimérica se
dejo secar a temperatura ambiente durante 120 horas, para posteriormente cortarlo con

medidas de 7,2 x 9,5 cm, tal como se detalla en el Apéndice A.

La matriz polimérica obtenida como soporte se someti6 a un analisis
termogravimétrico (TGA), realizado por el Grupo de Investigacion en Polimeros (GIP). El
ensayo se llevd a cabo en atmosfera de nitrogeno, en un intervalo de temperatura de 30 a 600
°C, utilizando una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Este analisis permitio evaluar la
estabilidad térmica del material mediante el registro de la variacion de la masa en funcién de
la temperatura, con el fin de identificar las etapas de degradacion térmica y determinar el

comportamiento del sistema polimérico frente al incremento de la temperatura.
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3.2 Elaboracidn de soluciones y fabricacion de fibras mediante electrohilado

3.2.1 Preparacion de las soluciones para el electrohilado

El xilano se obtuvo a partir de la autohidrdlisis de pergamino de café proveniente de
San Gil, Santander, en un reactor Parr serie 4551 de 3,78 L, con agitador de aspas y un
sistema de calentamiento por resistencia térmica, en una proporcion biomasa:solvente de 1:8
a 180 °C durante 30 minutos (Acosta, 2019). El licor de autohidrdlisis se separ6 del solido y
se almacend a —20 °C, para luego ser liofilizado a —80 °C y 0,1 bar. La solucion a electrohilar
se preparo a partir de 2 g de PVA en polvo comercial; 1 g de xilano de pergamino de café
liofilizado; 0,5 g de bentonita sélida comercial; 0,1 g de alginato de sodio en polvo comercial
y 20 ml de agua destilada. La mezcla de alginato, bentonita, xilano y 10 ml de agua destilada
se someti6 a ultrasonido durante 1 hora. Esta solucion fue afadida previamente a una
solucién de PVA y 10 ml de agua destilada y se sometié nuevamente a ultrasonido por otra
hora, para después ser sometida a un calentamiento en autoclave a 120 °C y 1,2 bar durante 2

horas (Santamaria & Molina, 2025).

La proporcion de los componentes solidos se mantuvo constante, utilizando las
mismas cantidades consideradas en la elaboracién de fibras elaboradas mediante
electrospinnig para la captura de gases de efecto invernadero (Santamaria & Molina, 2025),
ya que esta permitié obtener una matriz polimérica adecuada para la formacion de fibras
mediante electrospinning. Asimismo, la concentracion de xilano se mantuvo fijaen 5 % p/vy
no fue considerada como variable experimental. El procedimiento detallado para la

preparacion de las soluciones se encuentra descrito en el Apéndice B.
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3.2.2 Incorporacion del limoneno en la formulacion de la fibra

La incorporacion del limoneno [LM] se realiz6 sobre la solucion polimérica
previamente preparada, una vez finalizado el tratamiento térmico y tras su enfriamiento hasta
una temperatura moderada (30-40 °C), esto con el fin de minimizar la volatilizacion del
limoneno. La adicién del compuesto bioactivo se realizé de manera gradual bajo agitacion
controlada durante 30 minutos, favoreciendo la adecuada homogenizacién. Adicionalmente,
se aplicd un tratamiento de ultrasonido durante 10 minutos para promover la emulsificacion
del limoneno y mejorar la estabilidad del sistema; el procedimiento detallado se presenta en

el Apéndice C.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion de limoneno sobre la
formacion y las propiedades de las fibras, se prepararon tres formulaciones por duplicado de
la solucion polimérica mediante la adicion de 500 pL, 1000 puL y 1500 pL de limoneno,
correspondientes a concentraciones de 2,5; 50 y 7,5 % (v/v) de limoneno/solucion de
electrohilado, respectivamente, manteniendo constantes las cantidades de los demas

componentes de la formulacion.

3.2.3 Caracterizacion de las soluciones a electrohilar

La viscosidad de cada solucion se midié utilizando un viscosimetro de rotacion
(reébmetro) MCR 302 Anton Paar a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Cada
curva se determind por duplicado para garantizar la precision y consistencia de los resultados,

los cuales se reportaron como promedio + desviacion estandar.

Los datos experimentales de viscosidad () y tasa de corte (y) obtenidos se evaluaron
mediante el modelo de Ley de Potencias de Ostwald-de Waele. Para ello, la relacion entre

ambas variables se represento en coordenadas doble logaritmicas con el fin de aproximar la
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curva de flujo a una relacion lineal dentro del rango de medicién evaluado. La viscosidad

aparente se describié mediante la ecuacion 1:

u=my"1 (Ec. 1)

Donde m corresponde al coeficiente de consistencia y n al indice de comportamiento
del flujo. Estos pardmetros se estimaron mediante el ajuste lineal de la forma logaritmica del
modelo de Ostwald-de Waele, utilizando el método de minimos cuadrados. De acuerdo con el
modelo de potencia, valores de n < 1 indican comportamiento pseudoplastico, n = 1
comportamiento newtoniano y n > 1 comportamiento dilatante. Ademas, cuanto menor es el
valor de n, mayor es la disminucion de la viscosidad al aumentar la tasa de corte (Chhabra &

Richardson, 2008).

Para la determinacion de la conductividad eléctrica de las soluciones se utilizd un
conductimetro digital Orion Star Al112, registrando los valores en microsiemens por
centimetro (uS/cm). Las mediciones se realizaron en cuatro réplicas, reportando los
resultados como promedio y desviacion estandar. EI pH de las soluciones se determiné
utilizando un medidor de pH digital modelo HI 3222 (Hanna Instruments), previamente
calibrado y operado a temperatura ambiente, realizando cada medicion por duplicado para

asegurar la precision de los datos, siguiendo el protocolo detallado en el Apéndice D.

3.2.4 Elaboracion de fibras mediante electrohilado

En el presente estudio se empled un disefio experimental factorial con el objetivo de
evaluar el efecto de la concentracion de limoneno [% v/v LM] y la distancia entre nodos [cm]
sobre el comportamiento en la produccién de fibras. Para tal efecto se seleccion6 un disefio

de experimentos factorial completo 3 x 2 siguiendo los principios de disefio y analisis de
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experimentos descritos por Montgomery (2017), lo cual permite analizar tanto los efectos

individuales de cada factor como sus interacciones.

El factor A correspondera a la concentracion de limoneno evaluada en tres niveles:
2,5 %; 5,0 % y 7,5 % (v/v); seleccionados con base en literatura previa (Mele, 2020) sobre el
uso de aceites esenciales como compuesto bioactivo, mientras que el factor B corresponderé a
la distancia aguja-colector, establecida en 10 y 16 cm (Santamaria & Vera, 2025). La
combinacion de estos factores dara lugar a un total de seis tratamientos experimentales por

duplicado.

Las fibras se obtuvieron mediante un sistema de electrohilado compuesto por una
cabina de acrilico equipada con una fuente de alto voltaje, una placa colectora conectada al
polo negativo y una jeringa desechable de 3 ml conectada al polo positivo, como se presenta
en la Figura 2, provista por la empresa INNTEKIE (Bogota, Colombia). La solucion
polimérica se suministr6 mediante presion manual en la jeringa, manteniendo un flujo

aproximado de 0,8 ml/h.

Para cada ensayo se cargaron entre 1 y 2 ml de solucién en la jeringa y se realizaron
las conexiones eléctricas de acuerdo con el protocolo descrito en el Apéndice E. Una vez
estabilizado el flujo de la solucion, se aplicé un voltaje de 5 kV y se evaluaron distancias
aguja-colector de 10 y 16 cm (Santamaria & Vera, 2025). Las fibras generadas durante el
proceso fueron recolectadas sobre el soporte polimérico elaborado segin la metodologia
descrita en la seccién 3.1, permitiendo obtener un sistema integrado para su posterior
caracterizacion. El proceso se mantuvo durante aproximadamente 2 h y 30 min, realizando
pausas para la limpieza de la aguja cuando fue necesario debido a la acumulacion de residuos
por evaporacion del solvente. Al finalizar, las muestras fueron almacenadas en bolsas con

cierre hermético para su posterior caracterizacion. Cada ensayo se realizé por duplicado.
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Figura 2.

Configuracién esquematica del sistema de electrohilado, a) Diagrama esquematico y b)
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El rendimiento de fibras depositadas sobre el soporte se determind mediante método

gravimétrico. Inicialmente se registré la masa del soporte limpio (mg). Una vez finalizado el
proceso de electrohilado, el soporte con las fibras depositadas se mantuvo a temperatura
ambiente hasta alcanzar masa constante y posteriormente se registré su masa final (mgy). La
masa de fibras depositadas se obtuvo por diferencia de masas (mgr — mg). Finalmente, el
rendimiento del proceso se determiné a partir de la relacion entre la masa de fibras obtenidas
y la masa de sélidos totales de la formulacion inicial (excluyendo el agua), de acuerdo con la

ecuacion 2:

YoRendimiento = MA@ de fibras obtenidas (9) . Ec.2
= * .
oRendimiento masa de sélidos totales (g) e

Donde la masa de fibras obtenidas corresponde al material recuperado después del
electrohilado y la masa de sélidos totales corresponde a la masa teorica de los componentes
no volatiles presentes en el volumen de solucion polimérica cargado en la jeringa y empleado

en cada ensayo de electrohilado.
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3.3 Caracterizacion de las fibras electrohiladas

3.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica se realizé sobre el sistema completo (soporte + fibra
+ limoneno), evaluando el contenido de humedad, estabilidad del sistema, y el
comportamiento en agua. Cada prueba se realizd por duplicado. La estabilidad de las
muestras a 37 °C se evaludé mediante un método gravimétrico desarrollado para este estudio.
La temperatura de 37 °C se seleccion6 por corresponder a la temperatura fisiologica
promedio del cuerpo humano, con el fin de evaluar la estabilidad del sistema en una
condicion cercana a la de su posible aplicacion como apoésito para la liberacion de limoneno.
Para ello, las muestras se colocaron en una estufa y se registrd la variacién de su masa
durante 24 h. Las mediciones se realizaron a los 30, 60, 120, 180, 1200 y 1440 min,
registrando adicionalmente los cambios fisicos observados, siguiendo el procedimiento

descrito en el Apéndice F.

El contenido de humedad se determiné mediante secado en horno a 105 °C hasta
alcanzar masa constante, calculando la pérdida de masa respecto a la muestra inicial, de
acuerdo con el protocolo presentado en el Apéndice G. Por otra parte, el comportamiento en
agua se evalué mediante ensayos de absorcion de agua destilada a 25 °C durante 60, 120, 240
y 1440 min, determinando el incremento de masa de las muestras en cada intervalo de tiempo
tal como se muestra en la ecuacion 3. El procedimiento detallado se presenta en el Apéendice
H. Estos ensayos permitieron evaluar la estabilidad y capacidad de interaccion del material

con medios acuosos para su potencial aplicacion biomédica.

my —my
—x 100 (Ec.3)

my

% absorcién =
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o mo . masa inicial de la muestra (g)
o mt . masa de la muestra hidratada (g)

3.3.2 Cuantificacion de limoneno por espectrofotometria UV-Vis

Los ensayos de liberacion controlada de limoneno se llevaron a cabo en agua
destilada, solucion salina (NaCl 0,9 % p/v, usando 0,9 g de NaCl por cada 100 mL de agua
destilada) y solucién tampon fosfato (PBS, pH 7,4), realizando por duplicado cada ensayo. El
PBS se prepar6 disolviendo 8 g de NaCl; 0,2 g de KCI; 1,44 g de Na,HPO, y 0,24 g de
KH,PO, en 100 ml de agua destilada y ajustando el pH a 7,4 (Benmeradi, 2025). La
cuantificacion del limoneno total liberado se realiz6 utilizando hexano de grado analitico, tal

como se detalla en el Apéndice I.

La cuantificacion del limoneno liberado en cada solucion de liberacion se realizd
mediante un espectrofotometro Thermo Fischer UV-Vis a 252 nm de longitud de onda; cada
experimento se realizé por duplicado. Para ello, se prepard inicialmente una solucion madre
de limoneno de concentracion inicial de 4,205 mg/ml, a partir de esta se obtuvieron diferentes
soluciones estdndar mediante diluciones sucesivas en cada uno de los medios de estudio, con
el fin de cubrir el intervalo de concentraciones esperado para las muestras analizadas. Las
absorbancias de cada estdndar se midieron utilizando cubetas de cuarzo con dimensiones de
longitud de paso 6ptico 10 mm, ancho externo 12,5 mm y altura 45 mm, donde el medio de
liberacion correspondiente se usé como blanco (PBS, solucién salina, agua destilada y
hexano) siguiendo el protocolo detallado en el Apéndice I. Posteriormente, se construyé la
curva de calibracion para cada medio graficando la absorbancia en funcion de la

concentracion.
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3.3.3 Cuantificacién del limoneno maximo encapsulado en las fibras

La cuantificacion del limoneno encapsulado en las fibras electrohiladas se realizd
mediante extraccion con hexano y andlisis por espectrofotometria UV-Visible, efectuando
cada ensayo por duplicado. Para ello, aproximadamente 0,2 g de cada muestra (soporte +
fibras + limoneno) se sumergieron en 10 ml de hexano y se mantuvieron a temperatura
ambiente, protegidas de la luz. Se evaluaron tiempos de extraccion de 240 y 360 minutos,
realizando agitacion manual periddica para favorecer la difusion del limoneno hacia el
solvente. Se esperaba que ambos tiempos presentaran resultados similares, indicando que el
proceso de extraccion habia alcanzado el equilibrio y que no se producian variaciones
significativas en la cantidad de limoneno recuperada. Finalizado el tiempo de extraccion, se
determind la absorbancia de los extractos a una longitud de onda de 252 nm, utilizando
hexano como blanco. Con el fin de corregir la contribucion de la matriz polimérica a la sefial
espectrofotométrica, también se analizaron muestras correspondientes al soporte sin fibras y
al soporte con fibras sin limoneno. La absorbancia obtenida para estas muestras se emple6
como blanco y se restd de la absorbancia de las muestras con limoneno siguiendo el
protocolo detallado en el Apéndice J, antes de calcular su concentracion mediante la curva

de calibracion descrita en el Apéndice O.

Posteriormente, la concentracion obtenida se convirti6 en la masa de limoneno
presente en el extracto mediante un balance de masa, considerando el volumen total de
hexano empleado en la extraccion (10 ml). Finalmente, la capacidad de carga (CC) se calculd
como la relacion entre la masa de limoneno recuperada y la masa de fibras analizada, de

acuerdo con la ecuacion 4.

CLM * VH exano

Capacidad de Carga (%) = - 100 (Ec.4)
F
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Doénde:

C.m: Concentracion de limoneno determinada por UV-Vis (mg/ml).

V hexano: VOluMen de hexano utilizado en la extraccion (ml).

mg: Masa de fibras (mg)

3.4 Prueba de liberacion controlada de limoneno en un medio simulado de herida

Los ensayos de liberacion de limoneno se realizaron en agua destilada, solucion salina
(NaCl al 0,9 %) y solucién tampén fosfato (PBS, pH 7,4), efectuando cada ensayo por
duplicado. Para cada prueba, aproximadamente 0,2 g de fibras se sumergieron en 10 ml del
medio de liberacion correspondiente y se mantuvieron a 37 °C, protegidas de la luz y en
recipientes debidamente tapados para minimizar pérdidas por volatilizacién del compuesto.
Se evaluaron tiempos de liberacion de 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos. Al finalizar cada
intervalo, se tomd una alicuota de 3 mL del medio de liberacion para su andlisis por
espectrofotometria UV-Visible, manteniendo las fibras dentro del recipiente durante todo el
ensayo. Adicionalmente, se analizaron muestras correspondientes al soporte sin fibras y al
soporte con fibras sin limoneno, con el fin de corregir la contribucion de la matriz a la sefial

espectrofotométrica.

La concentracion de limoneno presente en cada medio de liberacion se determino
mediante interpolacion en la curva de calibracion correspondiente detalladas en el Apéndice
O. Posteriormente, el porcentaje de liberacion acumulada se calculé mediante un balance de
masa, relacionando la cantidad de limoneno liberada en cada tiempo de muestreo con la
cantidad inicial de limoneno retenida en las fibras, determinada previamente mediante el
ensayo de extraccion con hexano, de acuerdo con la ecuacion 5. El procedimiento detallado

para el procesamiento de los datos se presenta en el Apéndice K.
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. . Ce * Vin
Liberaciéon acumulada (%) = * 100 (Ec.5)
CO * Vh

Donde:

C,: Concentracion de limoneno en el medio de liberacion en el tiempo t (mg/ml)

V.n: Volumen total del medio de liberacion empleado en el ensayo (ml)

C,: Concentracion de limoneno determinada mediante extraccion con hexano (mg/ml)

V;,: Volumen de hexano empleado para la extraccion del limoneno (ml)

4. Resultados y discusion

4.1 Elaboracion del soporte para las fibras electrohiladas

34

La Figura 3 muestra la apariencia macroscopica y microscopica del soporte obtenido.

A nivel macroscopico se observa un material continuo, de tonalidad amarillenta y aspecto

translucido, mientras que la imagen obtenida mediante microscopia digital evidencia una

superficie homogénea, sin presencia de grietas, poros o irregularidades superficiales

apreciables. Estas caracteristicas indican una adecuada formacion del soporte y una

distribucion uniforme de los componentes de la matriz polimérica. Las dimensiones del

soporte fueron de 7,2 x 9,5 cm.
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Figura 3.

Apariencia visual del soporte vista a) simple vista y b) desde el microscopio digital a 330X

La Figura 4 presenta la curva termogravimétrica (TGA) del soporte polimérico. En
ésta se observa una pérdida progresiva de masa a medida que aumenta la temperatura,
caracteristica de materiales poliméricos naturales. En wuna primera etapa, hasta
aproximadamente 100 °C, se registra una pérdida cercana al 10-15 %, atribuida
principalmente a la evaporacion del agua libre y de la humedad adsorbida en la matriz. Entre
150 y 250 °C se observa una pérdida de masa asociada principalmente a la volatilizacién y
degradacion de la glicerina, mientras que entre 250 y 380 °C ocurre la principal etapa de
degradaciéon térmica, correspondiente a la ruptura de los enlaces peptidicos y la
descomposicion de la grenetina y la elastina, evidenciada por la mayor pendiente de la curva.
Finalmente, por encima de 400 °C, la pérdida de masa se hace mas gradual hasta alcanzar un
residuo aproximado del 15-20 % a 600 °C, asociado a la formacién de residuos carbonosos y

compuestos térmicamente mas estables.

La curva de la primera derivada termogravimétrica (DTG), presentada en la Figura 4,
permitié identificar con mayor precision las temperaturas de méxima velocidad de
degradacion del soporte polimérico. Se observaron dos regiones principales de degradacion:

una primera, entre aproximadamente 150 y 250 °C, asociada a la volatilizacion y degradacion
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de la glicerina, y una segunda, entre 250 y 350 °C, correspondiente a la degradacion de la

grenetina y la elastina, evidenciada por el mayor descenso de la masa.

Figura 4.

Anélisis por TGA del soporte polimérico a) curva TGA correspondiente a la masa residual
(%) en funcion de la temperatura y b) curva DTG correspondiente a la derivada de la

pérdida de masa.
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4.2 Caracterizacion de las soluciones para electrohilar

En primera instancia, se realiz6 una observacién visual de las soluciones preparadas
antes y después de adicionar el limoneno. La formulacion base presentd una tonalidad café
caracteristica de los componentes empleados. Tras la incorporacion de limoneno en
concentraciones de 2,5 %, 5 % y 7,5 % (v/v), la mezcla adquirié una coloracion beige mas
clara y opaca, lo que sugiere la formacién de una emulsion aceite-en-agua (limoneno/agua) y
por ende una adecuada dispersiéon del compuesto bioactivo dentro de la matriz polimérica.
Este cambio puede atribuirse a la naturaleza hidrofobica del limoneno, que favorece la
formacion de pequefias gotas dispersas en la solucion. Ademas, durante el almacenamiento se
observo una ligera separacion de fases asociada a la sedimentacion de la bentonita. No

obstante, antes de cada proceso de electrohilado, las soluciones fueron homogeneizadas
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manualmente para restablecer la homogeneidad de la mezcla y garantizar la adecuada

distribucion de sus componentes.

La caracterizacion reoldgica de las soluciones precursoras permitio evaluar el efecto
de la incorporacion de limoneno sobre su comportamiento de flujo. La Figura 5 presenta las
curvas de viscosidad en funcion de la tasa de corte para las formulaciones con 0 %, 2,5 %; 5
%y 7,5 % (v/v) de limoneno; donde las regresiones obtenidas se presentan en el Apéndice L.
En todos los casos se observd un comportamiento no newtoniano de tipo pseudoplastico,
evidenciado por la disminucion de la viscosidad al aumentar la tasa de corte. Este
comportamiento favorece el proceso de electrohilado al reducir la resistencia al flujo durante

la formacion y estiramiento del chorro.

La viscosidad de cizalla cero aumentd progresivamente con la concentracion de
limoneno, pasando de 3322,4 mPa-s para la formulacion sin limoneno, a 3770,8, 42189 y
5237,9 mPa-s para las formulaciones con 25 %, 5 % y 7,5 % (v/v) de limoneno,
respectivamente. Todos los valores se encontraron dentro del intervalo recomendado (2-

300000 mPa-s) para procesos de electrohilado (Wendorff et al., 2012).

El incremento observado puede atribuirse a las interacciones entre los componentes
de la formulacion. E1 PVA favorece el entrelazamiento de cadenas poliméricas (Tiirkoglu et
al., 2024), mientras que el alginato de sodio, el xilano y la bentonita contribuyen a aumentar
la resistencia al flujo mediante la formacion de una red polimérica méas estructurada y la
retencion de agua dentro del sistema (Shen et al., 2014; Abu-Jdayil et al., 2011). Como
resultado, las formulaciones con mayores concentraciones de limoneno presentaron una
mayor viscosidad y, por tanto, una mayor resistencia al flujo. Este comportamiento se debe a
la formacion de una mayor cantidad de gotas de fase oleosa dispersas dentro de la matriz

polimérica. A concentraciones elevadas, estas gotas incrementan las interacciones fisicas con
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las cadenas de PVA, alginato y xilano, restringiendo su movilidad y aumentando la

resistencia al flujo de la solucion.
Figura 5.

Comportamiento reolégico de las soluciones poliméricas en funcion de la concentracion de

limoneno en la mezcla.
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La Figura 6 presenta la variacion de la viscosidad de cizalla y la conductividad
eléctrica de las soluciones precursoras en funcién de la concentracion de limoneno. Mientras
que la viscosidad aumentd con el contenido de limoneno, los valores de conductividad
eléctrica, detallados en el Apéndice L, mostraron una disminucion progresiva, siendo
méaxima de 1937,75 uS/cm para la formulacion sin limoneno y minima de 1396 uS/cm para la
formulacion con 7,5 % (v/v) de limoneno. Este comportamiento puede atribuirse a la
naturaleza apolar y dieléctrica del limoneno, que limita la movilidad de las especies cargadas
en la solucion. Adicionalmente, el incremento de la viscosidad restringe el desplazamiento de
los iones presentes en la matriz polimérica, mientras que la disminucion de la conductividad
reduce la capacidad de transporte de carga durante el proceso de electrohilado. En conjunto,

ambos efectos modifican la estabilidad del chorro electrohilado y pueden influir en la
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formacion y el diametro de las fibras obtenidas. Sin embargo, todas las formulaciones
presentaron valores de conductividad dentro del intervalo adecuado para el procesamiento

por electrohilado (1000-2000 uS/cm) (Kauthold et al., 2015).
Figura 6.

Propiedades de las soluciones a electrohilar en funcién de la concentracion de limoneno.
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El pH de las soluciones precursoras se evalud para determinar la estabilidad quimica
de las formulaciones antes del proceso de electrohilado. Los resultados presentados en el
Apéndice L muestran una ligera disminucion del pH al aumentar la concentracion de
limoneno, pasando de 4,85 para la formulacion sin limoneno a 4,68 para la formulacién con
7,5 % (v/v) de limoneno. Dado que el limoneno es un compuesto apolar que no aporta ni
consume protones en solucion acuosa, las variaciones observadas en el pH no pueden
atribuirse directamente a sus propiedades quimicas. Por ello, el ligero aumento del pH
probablemente responde a cambios en el equilibrio fisicoquimico del sistema ocasionados por
la incorporacion de una mayor fraccion de fase oleosa, lo que puede generar efectos de
dilucién de la fase continua, modificaciones en la microdispersion de la emulsion y pequefias

variaciones en el pH aparente, ademas de la incertidumbre asociada a la medicién (Sun et al.,
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2007). No obstante, todas las formulaciones se mantuvieron dentro de un intervalo acido
estrecho (4,68-4,84), evidenciando una adecuada estabilidad del sistema. En conjunto con la
viscosidad y la conductividad eléctrica, la estabilidad en el pH es fundamental para mantener
una densidad de carga uniforme en la superficie del chorro electrohidrodindmico y, por tanto,

en la obtencion de fibras continuas y homogéneas.

Por otro lado, los valores de pH observados pueden atribuirse a las caracteristicas
quimicas de los componentes de la formulacion. EI PVA y el xilano presentan un
comportamiento relativamente estable en solucion acuosa, sin generar variaciones
significativas en la concentracion de iones hidrogeno (Hassan et al., 2007), mientras que el
alginato de sodio puede aportar un caracter ligeramente acido al sistema debido a la presencia
de grupos carboxilato (Lee et al., 2012). Por su parte, la bentonita influye principalmente en
las propiedades reoldgicas de la mezcla sin modificar de manera importante el pH (Wilson et

al., 2007).

4.3 Elaboracion de fibras conteniendo limoneno mediante electrohilado

La Figura 7 presenta la apariencia visual del sistema durante la obtencion de las
fibras mediante electrohilado. En la Figura a se observa el soporte utilizado para la
deposicion de las fibras, sobre el cual se aprecia el material recolectado. La Figura b muestra
la formacion del chorro polimérico entre la aguja y el colector durante el proceso de
electrohilado, evidenciando la deposicién continua del material sobre el soporte. Finalmente,
la Figura c corresponde a las fibras electrohiladas obtenidas sobre el soporte, confirmando la
formacion del recubrimiento fibroso como resultado del proceso. Estas imagenes permiten
ilustrar las diferentes etapas del procedimiento experimental y verificar de manera cualitativa
la obtencién de las fibras. Asimismo, los parametros fisicoquimicos (viscosidad,

conductividad eléctrica y pH) y sus efectos sobre la formacion y morfologia de las fibras
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presentaron valores compatibles con los rangos reportados en la literatura para procesos de

electrohilado, los cuales se detallan en el Apéndice M.

Figura 7.

Apariencia visual de las fibras en el soporte a) Fibras sobre el soporte, b) Formacion de la

fibra, c) Fibras electrohiladas

El porcentaje de rendimiento de las fibras depositadas en el soporte obtenidas a
diferentes concentraciones de limoneno y distancias se presenta en la Figura 8. Se observo
una disminucion del rendimiento al incrementar la concentracion de limoneno, siendo las
formulaciones con 7,5 % (v/v) las que registraron los valores mas bajos. Adicionalmente, las
muestras recolectadas a 10 cm presentaron mayores rendimientos que las obtenidas a 16 cm,
lo que indica que una menor distancia aguja-colector favorece la formacion y deposicion de
las fibras. Es importante aclarar que el rendimiento reportado corresponde exclusivamente a
la fraccion de fibras recuperadas sobre el soporte mediante determinacion gravimétrica y no a
la eficiencia global del proceso de electrohilado. En consecuencia, el porcentaje obtenido
refleja la relacion entre la masa de fibras depositadas sobre el soporte y la masa tedrica de
s6lidos alimentados en cada ensayo, sin cuantificar las posibles pérdidas de material adherido
a la aguja, la jeringa o a las superficies internas de la camara de electrohilado.Los resultados

obtenidos se presentan en el Apéndice N.
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Figura 8.

Rendimiento de fibras depositadas sobre el soporte
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4.4 Propiedades fisicoquimicas de las fibras electrohiladas en el soporte

4.4.1 Estabilidad del sistema (soporte+ fibras) a 37 °C

La Figura 9 presenta la variacién del porcentaje de pérdida de peso de las diferentes
muestras a 37 °C durante 30, 60, 120, 180, 1200, y 1440 min. En general, todas las muestras
mostraron un incremento progresivo de la pérdida de masa, conservando mas del 89 % de su
peso inicial y alcanzando una tendencia a la estabilizacion alrededor de los 1200 min, lo que

indica el establecimiento de un estado de equilibrio.

Las fibras con incorporacién de limoneno presentaron mayores porcentajes de pérdida
de peso que las muestras sin limoneno y el soporte. Al finalizar el ensayo (1440 min), el
soporte registrd una pérdida de peso de 8,10 %, mientras que las formulaciones sin limoneno
alcanzaron valores entre 9,03 % y 9,30 %. La incorporacién de limoneno incrementd la

pérdida de masa, obteniéndose valores finales de pérdidas de masa entre 10,17 % y 10,95 %.

Este comportamiento puede atribuirse a la difusién del limoneno hacia el medio de

ensayo y a su naturaleza volatil, favoreciendo una mayor disminucién de masa conforme
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aumenta su concentracion. En contraste, las diferencias asociadas a la distancia aguja-
colector fueron reducidas y no evidenciaron una tendencia consistente entre las
formulaciones evaluadas. Adicionalmente, durante el ensayo no se observaron
deformaciones, desprendimiento de fibras ni pérdida de integridad estructural del soporte, lo

que evidencia una adecuada estabilidad fisica del sistema bajo las condiciones de evaluacion.

Durante el ensayo se registrd6 una humedad relativa del 67 %, condicién que pudo
favorecer la retencion de humedad residual en la matriz polimérica hidrofilica (AccuWeather,
s. f.). En consecuencia, parte de la pérdida de masa observada puede atribuirse a la desorcion
y evaporacion de dicha humedad al someter las muestras a 37 °C, ademas de la evaporacion

del limoneno a medida que aumenta la concentracion.
Figura 9.

Pérdida de peso de las fibras a 37 °C.
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4.4.2 Contenido de Humedad

La Figura 10 presenta los resultados experimentales del contenido de humedad de las
fibras electrohiladas con soporte, obtenidas con las diferentes concentraciones de limoneno y

a distancias aguja-colector de 10 y 16 cm. El soporte presenté un contenido de humedad
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cercano al 11 %, mientras que todas las formulaciones con fibras exhibieron valores
superiores, comprendidos entre 16,1 % y 17,4 %. En particular, la formulacién sin limoneno
(0 % v/iv LM) alcanzé los mayores contenidos de humedad, con valores aproximados de 17 %
para ambas distancias evaluadas. Este incremento con respecto al soporte evidencia la alta
afinidad de la matriz electrohilada por el agua, atribuida al caracter hidrofilico de los
polimeros empleados (PVA, xilano y alginato), los cuales poseen grupos hidroxilo y
carboxilo capaces de establecer interacciones con las moléculas de agua, favoreciendo su
retencion. Por el contrario, la incorporacion de limoneno produjo una ligera disminucion del
contenido de humedad, observandose los valores méas bajos en las formulaciones con 5 % y
7,5 % (v/v) de limoneno. Este comportamiento puede atribuirse al carécter hidrofobico del
limoneno, cuya presencia reduce parcialmente la afinidad de la matriz por el agua y, en

consecuencia, disminuye la cantidad de humedad retenida.

Figura 10.

Contenido de humedad de las fibras del sistema (fibras + soporte)
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La disminucion del contenido de humedad fue moderada, manteniéndose todas las
formulaciones dentro de un intervalo relativamente de 16,1 % y 17,4 %. En general, se
observo una tendencia decreciente al aumentar la concentracion de limoneno, mientras que la

distancia de electrohilado tuvo una influencia poco significativa. Este comportamiento puede
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atribuirse a la naturaleza hidrofébica del compuesto, que reduce parcialmente la afinidad de
la matriz polimérica por el agua. Resultados similares fueron reportados por Dede y Lokumcu
(2018) y Maliszewska et al. (2022), quienes observaron que la incorporacion de aceites
esenciales en fibras electrohiladas disminuye ligeramente el contenido de humedad debido a
la reduccidn de los sitios hidrofilicos disponibles para interactuar con las moléculas de agua.
No obstante, los resultados obtenidos indican que las fibras conservaron una capacidad
moderada de retencion de humedad, evidenciando que la incorporacion de limoneno no

afecto significativamente esta propiedad.

4.4.3 Capacidad de Hinchamiento de las fibras en agua

La Figura 11 presenta el porcentaje de absorcion de agua del sistema compuesto por
el soporte y las fibras electrohiladas en funcién del tiempo. En general, todas las
formulaciones mostraron un incremento progresivo en la absorcion de agua, observandose
una rapida hidratacién durante los primeros minutos del ensayo, seguida de una fase de
aumento gradual hasta alcanzar valores cercanos al equilibrio. Es importante sefialar que los
porcentajes de hinchamiento obtenidos corresponden al comportamiento conjunto del soporte
y la malla de fibras electrohiladas, ya que ambos materiales estuvieron en contacto con el

medio de ensayo y contribuyeron a la absorcion de agua.
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Figura 11.

Porcentaje de absorcién de agua de los diferentes sistemas (fibras + soporte) en funcion del

tiempo
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El soporte present6 los menores porcentajes de absorcion de agua, alcanzando valores
cercanos al 440 % después de 24 h. Por el contrario, las fibras electrohiladas mostraron
mayores porcentajes de hinchamiento, con valores superiores al 500 % para las
formulaciones sin limoneno, comportamiento asociado a la estructura porosa de las fibras y al

caracter hidrofilico de la matriz polimérica.

La incorporacion de limoneno produjo una disminucion en la capacidad de absorcion
de agua, siendo mas evidente a mayores concentraciones del compuesto bioactivo. Este
comportamiento se atribuye a la naturaleza hidrofdbica del limoneno, que reduce la afinidad
de la matriz por el agua y limita la penetracion del medio al interior de las fibras. Resultados
similares fueron reportados por Dede & Lokumcu (2018) y Maliszewska et al. (2022),
quienes observaron que la incorporacion de aceites esenciales en matrices electrohiladas
disminuye el grado de hinchamiento debido a la reduccion de la hidrofilicidad del sistema.

Asimismo, las diferencias entre las muestras obtenidas a 10 y 16 cm fueron poco
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significativas, lo que sugiere una mayor influencia de la concentracion de limoneno que de la

distancia de electrohilado sobre esta propiedad.

Este resultado es favorable para el desarrollo de apoésitos destinados al tratamiento de
heridas. Una capacidad de hinchamiento cercana al 500 % indica que el material puede
absorber una cantidad considerable de exudado, contribuyendo a mantener limpio el lecho de
la herida y a controlar el exceso de humedad (Boateng et al., 2008). Al mismo tiempo, la
matriz conserva un ambiente humedo adecuado, condicion que favorece la migracion y

proliferacion celular, promoviendo el proceso de cicatrizacion.
4.4.4 Cuantificacion del limoneno total encapsulado en las fibras

La Figura 12 presenta la capacidad de carga de limoneno calculada para las
diferentes formulaciones de fibras electrohiladas. Este parametro se estim6 a partir de la
concentracion de limoneno determinada mediante espectrofotometria UV-Vis y de la masa de
fibra analizada, permitiendo comparar la cantidad de compuesto retenido en cada formulacion

utilizando hexano como solvente, a temperatura ambiente durante 240 y 360 minutos

Figura 12.
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Como los valores obtenidos a las 4 y 6 horas de extraccion fueron practicamente
iguales, se infiere que el equilibrio de extraccion se alcanzé aproximadamente a las 4 horas,
indicando que este tiempo fue suficiente para recuperar el limoneno presente en las muestras.
Las concentraciones de limoneno determinadas mediante espectrofotometria UV-Visible para
cada formulacion se presentan en el Apéndice P. A partir de estos valores se realizo el
balance de masa para determinar la cantidad de limoneno retenida en las fibras y calcular la

capacidad de carga.

Los resultados mostraron valores entre 5,65 % y 10,80 %, siendo la formulacién 7,5
% (v/v) LM/ 16 cm la que presentd la mayor capacidad de carga (10,80 %), seguida por 5 %
(viv) LM / 16 cm (7,41 %) y 2,5 % (v/iv) LM / 16 cm (6,97 %). En contraste, las
formulaciones obtenidas a 10 cm presentaron capacidades de carga entre 5,65 % y 6,45 %.
Estos resultados indican que, para las condiciones evaluadas, la distancia aguja-colector de 16
cm favorecié una mayor retencion de limoneno en las fibras, especialmente para la

formulacion con 7,5 % (v/v).

4.5 Perfil de liberacién in vitro de limoneno de las fibras electrohiladas en diferentes

medios

La Figura 13 presenta los perfiles de liberacién acumulada del limoneno en las fibras
electrohiladas en los tres medios de liberacion evaluados: a) solucion tampon fosfato (PBS),
b) solucion salina y ¢) agua destilada. Las concentraciones de limoneno determinadas
mediante espectrofotometria UV-Visible para cada tiempo de muestreo y medio de liberacion
se presentan en el Apéendice Q. Estos valores constituyen la base para el calculo del
porcentaje de liberacion acumulada mediante el balance de masa descrito en la seccion 3.4 de

la metodologia.
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En todos los casos se observo una rapida liberacion de limoneno durante los primeros

minutos del ensayo, seguida de una etapa de incremento mas gradual y una estabilizacion

entre los 45 y 60 minutos, indicando que el sistema alcanzd el equilibrio de liberacidn bajo

las

condiciones evaluadas.

Figura 13.

Perfil de liberacién acumulada del compuesto bioactivo en los medios de liberacion a)

solucién tampdn fosfato (PBS), b) solucién salina y ¢) agua destilada
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Independientemente del medio empleado, las formulaciones con mayor concentracion

inicial de limoneno (7,5 % v/v) presentaron los mayores porcentajes de liberacion acumulada,

seguidas por las formulaciones con 5 % (v/v) y 2,5 % (v/v). Asimismo, las fibras obtenidas a

una distancia aguja-colector de 10 cm mostraron, en general, porcentajes de liberacion

ligeramente superiores a los obtenidos a 16 cm, lo que sugiere que esta condiciéon de

electrohilado favorecié una mayor disponibilidad del limoneno para su difusion hacia el

medio. Es importante sefialar que los porcentajes de liberacion acumulada fueron calculados
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respecto al contenido inicial de limoneno determinado para cada formulacion mediante

extraccién con hexano.

Este comportamiento podria estar relacionado con diferencias en la distribucion y
disponibilidad del limoneno dentro de la matriz polimérica. La incorporacion del compuesto
en diferentes concentraciones puede modificar la proporcion de limoneno que permanece
asociada con los componentes de la matriz y aquella que se encuentra disponible para su
transferencia hacia el medio de liberacion. En este sentido, Gaydhane et al. (2023) sefialan
que la liberacion de compuestos desde matrices electrohiladas depende de diversos factores,
entre ellos las propiedades fisicoquimicas del compuesto encapsulado, las caracteristicas
estructurales de la matriz polimérica, las condiciones del medio y las interacciones entre estos
factores. Por tanto, en las formulaciones con menor contenido de limoneno, una mayor
fraccion del compuesto podria haber permanecido retenida en la matriz durante el periodo
evaluado, mientras que, al aumentar la concentracion incorporada, una mayor proporcion

podria encontrarse disponible para su difusion hacia el medio.

Al comparar los tres medios de liberacion, se observo que el PBS promovio la mayor
liberacion del limoneno, alcanzando porcentajes cercanos al 100 % para las formulaciones
con 7,5 % (v/v), seguido por la solucién salina, donde la liberacion méxima también fue
cercana al 98 %, aunque con una cinética ligeramente mas gradual durante los primeros
minutos del ensayo. En contraste, el agua destilada presentd los menores porcentajes de
liberacion, con valores maximos cercanos al 33 %. Este comportamiento podria atribuirse
tanto a las caracteristicas de la matriz polimérica como al caracter hidrofébico del limoneno,
el cual presenta baja afinidad por medios altamente polares como el agua destilada, limitando
su transferencia hacia el medio de liberacion. Asimismo, la presencia de especies idnicas en

el PBS y en la solucién salina podria modificar el comportamiento de hidratacion de la matriz
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polimérica y favorecer la difusion del limoneno, mientras que la ausencia de estos iones en el

agua destilada podria restringir este proceso bajo las condiciones evaluadas.

4.6 Analisis estadistico de la liberaciéon de limoneno

La Tabla 1 presenta los efectos y valores de significancia obtenidos mediante el
analisis factorial para la concentracion de limoneno liberado en PBS, solucion salina y agua

destilada.

Tabla 1.

Efectos y valores de significancia (p) del andlisis factorial para la concentracion de

limoneno liberado en los diferentes medios de simulacion.

PBS Solucion salina Agua destilada

Factor Efecto p Efecto p Efecto p
Concentracion  0,000660 0,000 0,000560 0,000 0,000089 0,000
de LM [mg/ml]

Distancia entre  -0,000082 0,270 -0.000004 0,902 -0,000017 0,001
electrodos [cm]

Interaccion 0,000017 0,848 -0,000010 0,790 0,000003 0,546

Como se observa en la Tabla 1, la concentracion de LM fue el factor de mayor
influencia sobre la liberaciébn del compuesto bioactivo, presentando un efecto
estadisticamente significativo (p < 0,05) en los tres medios, lo que indica que un aumento en
la cantidad inicial de LM favorece una mayor liberacion. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Nikmaram et al. (2017) y Dede y Lokumcu (2018), quienes sefialan que la
cantidad de compuesto bioactivo incorporado en las fibras constituye uno de los principales
factores que determina el perfil de liberacion. Por el contrario, la distancia aguja-colector y la

interaccion entre factores no mostraron efectos significativos (p > 0,05) en PBS y solucién



PREPARACION DE FIBRAS MEDIANTE ELECTROSPINNING
52

salina. Aunque en agua destilada la distancia present6 un valor de p < 0,05, el efecto obtenido
fue muy pequefio, por lo que su influencia préactica sobre la liberacion fue limitada. Este
comportamiento concuerda con lo descrito por Robles et al. (2024), quienes indican que la
influencia de los parametros de electrohilado sobre la liberacion depende de las

caracteristicas de la matriz y del compuesto encapsulado.

Aunque la distancia aguja-colector no presenté un efecto significativo sobre la
liberacion en PBS y solucion salina, su evaluacién permitio confirmar que dentro del
intervalo estudiado (10-16 cm), este parametro no modifica de forma importante el
comportamiento de liberacion. Esto resulta Gtil para la optimizacion del proceso, ya que
indica que la concentracion de limoneno constituye el principal factor de control, mientras
que la distancia puede seleccionarse con base en otros criterios del proceso, como el
rendimiento de fibras o la estabilidad de la formacion del chorro, para méas detalle de este

analisis dirijase al Apéndice R.

5. Conclusiones

Se seleccionaron satisfactoriamente la gelatina, la elastina y la glicerina como
materias primas para la elaboracion del soporte destinado a la deposicion de las fibras
electrohiladas, considerando sus propiedades fisicogquimicas, biocompatibilidad y
funcionalidad para aplicaciones en el tratamiento de heridas. La combinacion de estos
materiales permitié obtener un soporte continuo, homogéneo y flexible, adecuado para la
deposicion y adhesion de las fibras electrohiladas. Ademas, los antecedentes de uso de estos
biomateriales en aplicaciones biomédicas respaldan su empleo como base para el desarrollo

de sistemas de liberacion controlada.

Se establecieron las condiciones del proceso de electrohilado que permitieron

incorporar limoneno en las fibras depositadas sobre el soporte. La incorporacién del
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compuesto bioactivo increment6 la viscosidad de las soluciones precursoras y disminuyo su
conductividad eléctrica, manteniendo en todos los casos un comportamiento pseudoplastico
compatible con el proceso de electrohilado. La distancia aguja-colector de 10 cm favorecid
una mayor recuperacion de las fibras, alcanzando un rendimiento maximo de 97,49 % para la
formulacion sin limoneno, mientras que el incremento de la concentracion de limoneno
redujo progresivamente el rendimiento hasta 56,75 % para la formulacion con 7,5 % (v/v),
evidenciando que la concentracion del compuesto es un factor determinante en la eficiencia

del proceso.

Las fibras obtenidas presentaron propiedades fisicoquimicas adecuadas para su
aplicacién como sistemas de liberacion controlada, conservando mas del 89 % de su masa
durante el ensayo de estabilidad a 37 °C, contenidos de humedad entre 16,10 % y 17,44 % y
capacidades de absorcion de agua entre 449 % y 546 %. La extraccién con hexano permitid
confirmar la incorporacion del limoneno, obteniéndose capacidades de carga entre 5,65 % y
10,80 %, siendo esta Gltima correspondiente a la formulacion con 7,5 % (v/v) de limoneno y
16 cm de distancia aguja-colector. En los ensayos de liberacion, el PBS promovié la mayor
liberacion del compuesto, alcanzando aproximadamente el 100 % del limoneno retenido,
seguido por la solucidn salina con valores cercanos al 98 %, mientras que en agua destilada la
liberacion méaxima fue de aproximadamente 33 %. Ademas, el analisis estadistico confirmo
que la concentracion de limoneno fue el factor con mayor influencia sobre la liberacion del
compuesto (p < 0,05), mientras que la distancia aguja-colector presenté un efecto limitado

sobre esta respuesta.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de cinética de liberacion mediante el ajuste de los
datos experimentales a modelos matematicos como Higuchi, Korsmeyer-Peppas, primer
orden o Weibull, con el propdsito de identificar los mecanismos predominantes que rigen la
liberacion del limoneno desde la matriz polimérica. Este analisis permitiria determinar si el
proceso estd controlado principalmente por difusion, relajacion de las cadenas poliméricas o
una combinacién de ambos mecanismos, proporcionando una comprension mas detallada del
comportamiento del sistema y facilitando su optimizacion para aplicaciones de liberacion

controlada.

Se sugiere llevar a cabo ensayos biologicos y microbiologicos que permitan evaluar la
biocompatibilidad, citotoxicidad y actividad antimicrobiana de las fibras. Asimismo, seria de
interés estudiar su capacidad para favorecer procesos asociados a la regeneracion tisular,
como la adhesion y proliferacion celular, con el fin de establecer su potencial aplicacion
como materiales para el tratamiento de heridas y validar su desempefio en condiciones mas

cercanas a una aplicacion real.

Finalmente, se recomienda evaluar el comportamiento del sistema bajo condiciones
de ensayo mas adecuados para su aplicacion como apdsito para heridas, considerando
variables como la composicion del exudado, cambios de pH, temperatura y presencia de
microorganismos. Asimismo, seria conveniente implementar metodologias de liberacién que
simulen de manera mas realista las condiciones de aplicacion del apdsito, evitando la
inmersion total de las muestras y favoreciendo sistemas en los que el material se encuentre
Unicamente en contacto parcial con el medio, similar a las condiciones presentes en una

herida.
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