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RESUMEN

El presente estudio se ha llevado a cabo aprovechando las propiedades de inocuidad,
biodegradabilidad y biocompatibilidad presentada por el pululano, asi como su idoneidad
para ser electrohilado y convertido en un velo de nanofibras. El objetivo principal ha sido
determinar las variables relevantes para la electrohilatura de este polimero, como el
porcentaje del mismo en la disolucion y el efecto de anadir sales en diferentes
concentraciones. Se examind el comportamiento de las disoluciones propuestas durante el
proceso de electrohilado y se caracterizaron los velos resultantes mediante analisis visual y
FESEM, evaluando su homogeneidad y morfologia. Asimismo, se llevaron a cabo ensayos
para comparar las propiedades de las nanofibras de pululano con nanofibras de alcohol de
polivinilo (PVA). Se evalu6 la impermeabilidad al aire, la capacidad de adhesion al sustrato y
la solubilidad en agua con el objetivo de ampliar las posibles aplicaciones del pululano.
Paralelamente, se investigd la funcionalizacion del velo mediante la encapsulacion de aceite
de salvia en la disolucién polimérica, lo que demostré la capacidad del pululano para retener
el aceite esencial de salvia como principio activo en las nanofibras.

Los resultados indican que la concentracion y la adicién de aditivos como NaCl influyen en
la calidad de las nanofibras obtenidas. Ademas, se observo que las nanofibras de pululano
presentaron mayor impermeabilidad, mayor solubilidad en agua y mayor poder de adhesion
en comparacion con las nanofibras de PVA.

Este estudio ha proporcionado informacién valiosa sobre el uso potencial del pululano como
material electrohilable para obtener nanofibras con propiedades mejoradas en comparacion
con el PVA, y también ha demostrado su capacidad para retener principios activos como el
aceite de salvia en las nanofibras. Estas conclusiones pueden abrir nuevas posibilidades de

los velos de pululano para diversas aplicaciones en diferentes sectores.
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ABSTRACT

The present study has been carried out taking advantage of the innocuousness,
biodegradability and biocompatibility properties of pululan, as well as its suitability to be
electrospinned and converted into a hanofibre web. The main objective was to determine the
relevant variables for the electrospinning of this polymer, such as the percentage of the
polymer in the solution and the effect of adding salts in different concentrations. The
behaviour of the proposed solutions during the electrospinning process was examined and
the resulting webs were characterised by visual analysis and FESEM, evaluating the
homogeneity and morphology of the webs. Tests were also carried out to compare the
properties of pululan nanofibres with PVA (polyvinyl alcohol) nanofibres. Air impermeability,
substrate adhesion and water solubility were evaluated with the aim of broadening the
possible applications of pululan. In parallel, the functionalisation of the web was investigated
by encapsulating sage oil in the polymeric solution, which demonstrated the ability of pululan
to retain sage essential oil as an active ingredient in the nanofibres.

The results indicate that the concentration and addition of additives such as NaCl influence
the quality of the nanofibres obtained. In addition, it was observed that pululan nanofibres
showed higher impermeability, higher water solubility and higher adhesion power compared
to PVA nanofibres.

This study has provided valuable information on the potential use of pululan as an
electrospinning material to obtain nanofibres with improved properties compared to PVA, and
has also demonstrated its ability to retain active ingredients such as sage oil in the
nanofibres. These findings may open up new possibilities for pululan webs for various

applications in different sectors.
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RESUM

El present estudi s'ha realitzat aprofitant les propietats d'innocuitat, biodegradabilitat i
biocompatibilitat que presenta el pululano, aixi com la seua idoneitat per a ser electrofilatura
i convertit en un vel de nanofibres. L'objectiu principal ha sigut determinar les variables
rellevants per a la electrofilatura d'aquest polimer, com el percentatge del mateix en la
dissolucié i l'efecte d'afegir sals en diferents concentracions. Es va examinar el
comportament de les solucions proposades durant el procés de electrofilat i es van
caracteritzar els vels resultants mitjancant analisi visual i FESEM avaluant I'nomogeneitat i
morfologia dels vels. Aixi mateix, es van dur a terme assajos per a comparar les propietats
de les nanofibres de pululano amb nanofibres de PVA (alcohol de polivinil). Es va avaluar la
impermeabilitat a l'aire, la capacitat d'adhesié al substrat i la solubilitat en aigua amb
I'objectiu d'ampliar les possibles aplicacions del pululano. Parallelament, es va investigar la
funcionalizacion del vel mitjancant I'encapsulacié d'oli de salvia en la dissolucié polimérica,
la qual cosa va demostrar la capacitat del pululano per a retindre I'oli essencial de salvia
com a principi actiu en les nanofibres.

Els resultats indiquen que la concentracié i l'addicié d'additius com NaCl influeixen en la
qualitat de les nanofibres obtingudes. A més, es va observar que les nanofibres de pululano
van presentar major impermeabilitat, major solubilitat en aigua i major poder d'adhesié en
comparacié amb les nanofibres de PVA.

Aquest estudi ha proporcionat informacié valuosa sobre I'Us potencial del pululano com a
material que es pot electrofilare per a obtindre nanofibres amb propietats millorades en
comparacié amb el PVA, i també ha demostrat la seua capacitat per a retindre principis actius
com l'oli de salvia en les nanofibres. Aquestes conclusions poden obrir noves possibilitats de

vels de pululano per a diverses aplicacions en diferents sectors.
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1. INTRODUCCION

Las nanofibras son aquellas fibras que tienen un didametro inferior a 21000 nm (0 1 ym), y se

pueden fabricar utilizando varias técnicas de procesamiento como el método por moldes,

separacion de fases, gas jet, tecnologia melt blown, asi como por electrospinning o

electrohilatura. En la tabla 1, se realiza una comparativa de los diferentes métodos de

obtencion de nanofibras indicando sus ventajas y desventajas [1].

PROCESO FACILIDAD DE VENTAJAS DESVENTAJAS
PROCESAMIENTO

METODO GAS JET Facil Uso de aire como gas impulsor. Problemas en el ajuste de
Posibilidad de wusar varios la presion y el flujo de gas
polimeros. Optimo.

TECNOLOGIA Facil Capacidad de manejo de Proceso apto Unicamente

MELT BLOWN muchos polimeros, asi como para polimeros
mezclas de estos. No hay termoplasticos.
problemas por manejo de
solventes.

METODO DE Facil Posibilidad de adaptar Bajo rendimiento. Limitado

SEPARACION POR propiedades mecanicas. a ciertos polimeros

FASES

PROCESAMIENTO Dificil Controlabilidad sobre la Produccién costosa por el

CON MOLDES morfologia del material uso de moldes que se
obtenido. Materiales deben fabricar con base en
especificos y viables para métodos como la litografia
aplicaciones en el campo
biomédico.

TECNICA DE Facil Econémico. Fibras continuas. Uso de solventes organicos

ELECTROSPINNING

Facilidad de funcionalizacion.

Posibilidad de fibras alineadas.

nocivos para la salud y el
medio ambiente.
Restriccion en la

controlabilidad.

Tabla 1 Diferentes métodos de obtencion de nanofibras [1].

El electrospinning es el Unico método capaz de producir nanofibras continuas a gran escala

utilizando diversos tipos de polimeros. Esta técnica se destaca por su simplicidad, bajo costo,

versatilidad, escalabilidad y confiabilidad. Debido a que las nanofibras producidas poseen
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una longitud considerable, un diametro pequeno y una alta superficie en relacion al volumen,
generan un gran interés tanto en el ambito industrial como cientifico.

Las caracteristicas de las fibras obtenidas mediante electrospinning tienen gran potencial
en aplicaciones como filtracién, prendas protectoras, ingenieria de tejidos, apodsitos para
heridas, sistemas de liberacion controlada de medicamentos, sensores y materiales épticos,
entre otros.

La investigacion sobre la electrohilatura de nanofibras ha logrado hilar fibras
submicrométricas a partir de distintas soluciones poliméricas, dando lugar a numerosa
bibliografia sobre la estructura y las propiedades morfolégicas de las nanofibras [2].

En la industria textil, la aplicacion del electrospinning en las técnicas tradicionales de
procesamiento ofrece la posibilidad de fabricar nanotextiles con caracteristicas vy
propiedades Opticas, eléctricas, mecanicas y biologicas superiores, debido a los efectos de
tamano y de superficie/interfaz [3]. Los nanotextiles electrohilados poseen estructuras y
patrones textiles predeterminados en una o mdultiples dimensiones y abren una nueva
ventana para obtener nuevos productos destinados a multitud de sectores.

Existe una amplia gama de polimeros que se utilizan en la electrohilatura y que permiten
formar fibras finas. A lo largo de los anos, se han electrohilado con éxito mas de 200
polimeros, de forma individual como combinados, tanto de origen natural como sintético y
se han caracterizado con respecto a sus aplicaciones. Algunos de ellos, como el poliuretano,
poliestireno, acido polilactico, el acido poliglicélico, alcohol polivinilico, acetato de celulola,
fibroina de seda, seda, quitosano, celulosa, gelatina, acido hialurdnico, polianilina, etc., asi
como el pululano [4].

El pululano ha sido objeto de estudio y de investigaciones desde el ano 1950. Fruto de ello,
se refleja en las 5.954 publicaciones que hay sobre este polisacarido y que ha ido en
incremento con los afnos, siendo el 2021 el ano que mayor nimero de publicaciones
registradas, con 332 documentos. En la grafica 1, puede verse la evolucion de las obras
académicas relacionadas con el pululano, obtenida mediante el buscador académico Lens.
Dentro de las areas de estudio en los que principalmente se ha llevado a cabo las
investigaciones publicadas destacan el campo de la quimica, seguido del estudio del
pululano no asociado a ninglin area de forma especifica, investigaciones relacionadas con
el hongo que lo produce, el Aureobasidium pullulans, seguido del campo de la biologia,
bioquimica y la ciencia de los alimentos. En la tabla 2, se detallan los 10 primeros campos a

los que hacen referencia las publicaciones obtenidas.
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Grafica 1, Evolucion de publicaciones sobre el pululano [5].

Date Published

Campo/Area estudio N.° Documentos
Quimica 2.917
Pululano 2.864
Aureobasidium pullulans 1.966
Biologia 1.808
Bioquimica 1.338
Ciencia de los alimentos 1.090
Ciencia de los materiales 874
Polisacaridos 841
Cromatografia 693
Botéanica 692

Tabla 2. Principales campos en los que se ha estudiado el pululano [5].

La nanotecnologia, electrospinning y nanofibras y sus posibles aplicaciones relacionadas con
el pululano, son las areas donde menor estudios hay asociados como se refleja en la tabla

3 comparando las publicaciones en estos campos respecto a los detallados en la tabla 2.
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Campo/Area estudio N° Documentos

Nanotecnologia 179
Electrospinning 114
Ingenieria biomédica 100
Biopolimeros 98
Nanofibra 95
Biocompatibilidad 92
Ingenieria de tejidos 69
Recubrimiento 67

Tabla 3.NlUmero de estudios relacionados con las areas de estudio del pululano en la

nanotecnologia, electrospinning y sus aplicaciones [5].

Sin embargo, en la mayoria de los trabajos mencionados, se emplea el pululano junto con
otras sustancias en el proceso de electrohilatura, con el objetivo de combinar
funcionalidades o caracteristicas en las nanofibras obtenidas [6].

Los estudios sobre la utilizacion del pululano en la electrohilatura son relativamente nuevos,
y existen pocas investigaciones en las que se emplee exclusivamente el pululano para la
formacioén de nanofibras [6].

Aunque el alto precio de este polisacarido (unos 25€/kg) puede haber limitado su uso en el
pasado, el nimero de patentes estd aumentando U(ltimamente debido a las nuevas
tecnologias relacionadas con la salud humana [7]. En la gréafica 2, se representa la evolucion
de las patentes registradas relacionadas con el pululano. Desde el primer registro en 1958,
ha experimentado un crecimiento hasta el 2020, siendo el ano con mayor registro de
patentes relacionadas con el pululano, con 644 registros. Sin embargo, en los dos Ultimos

anos se observa un leve descenso.

800-
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300-
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100- II‘
o _ _.llllllllllIIIIIIIIIIIIIIII
1975 1850 1585 1985 2000 2005 2010 2015 2020

I i
1960 1365 1970 1990

Document Count

Publication Date

Grafica 2. Evolucion de patentes relacionadas con el pululano [5].
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2. OBJETIVO

El objetivo principal del presente trabajo es fabricar velos no tejidos de nanofibras de
Pululano (PUL), utilizando la técnica de electrohilatura y determinar los valores 6ptimos de
los parametros clave de la disolucion de electrohilatura (viscosidad, conductividad idnica,
tension superficial, etc.), proceso de fabricacién (voltaje, caudal de la disolucién precursora
y distancia aguja-soporte) y condiciones ambientales idoneas (temperatura y humedad) para
reducir al maximo el diametro de las fibras, manteniendo su continuidad y morfologia, asi
como la consistencia del velo, Ademas, se evaluara su solubilidad, capacidad de adhesion
al sustrato base y transpirabilidad con la finalidad de comparar estas propiedades con la del
alcohol de polivinilo (PVA). Todo ello, con la intenciéon de ampliar el campo de aplicaciones

en contraste con las nanofibras de PVA, utilizadas en estudios previos.

Otros objetivos secundarios:
-se evaluara la adicion de las sales para aumentar la conductividad de la disolucion
como alternativa a la reduccion de la concentracién de polimero.
-se caracterizara el velo de nanofibras obtenidos tanto en base a parametros
estructurales como funcionales.
-se estudiard la posibilidad de encapsular principios activos compatibles con
pululano para poder funcionalizar superficies.
- se combinara el pululano con un aceite esencial de salvia como principio activo

para determinar su compatibilidad.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1. Pululano

El pululano es un polisacéarido extracelular producido a partir de almidén por fermentacion
del microrganismo Aureobasidium pullulans (A. pullulans) Se presenta en forma de polvo
blanco, que se disuelve rapidamente en agua fria o caliente, pero es insoluble en disolventes
organicos. Es un polisacarido inodoro, insipido y muy estable. Es no tdxico, no mutagénico y
es comestible. Su estructura quimica (figura 1) consiste principalmente de unidades de
maltotriosa (3 moléculas de glucosa unidas por enlaces a-1,4) unidas por enlaces a-1—6
[9].

| | |
u u o

on, < H, CH,

L& i,

ou ull oH | !

on, CH,

0 0
OH on >\ ol
0 o

Ho

OH ()II OH

Figura 1. Esquema de la estructura quimica del pululano [8].

La biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioactividad y bajo grado de toxicidad del pululano
hace que sean muy atractivos para diversas aplicaciones como biomaterial en area médica
y farmacéutica, asi como en la industria alimentaria.

Ademas, el pululano demuestra propiedades fisicas distintivas, como la capacidad adhesiva,
la capacidad de formar fibras y peliculas finas biodegradables, transparentes e
impermeables al oxigeno [10].

En la industria de alimentos, el pululano es una importante fuente industrial de material
polimérico con fines gastronémicos, asi como en dietas especiales (pacientes diabéticos u
otros con restricciones alimentarias) [11] . Ademas, las peliculas de pululano se utilizan para
recubrir y estabilizar con eficacia colorantes, aromas e ingredientes funcionales; asi como,
se emplea como recubrimiento de grageas o como capsulas para los complementos
alimenticios y medicamentos.

Adicionalmente, se utilizan como peliculas de disolucién oral rapida con propiedades
antisépticas y para la prevenir la halitosis cuando combinan con otros ingredientes como el

mentol, carragenano, xantana y timol.
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3.1.1. Obtencion del pululano

La produccion comercial se inicié en 1976 por la compafia japonesa, Hayashibara Company,
siendo esta compania el principal fabricante de este biopolimero en la actualidad. Se obtiene
por fermentacion de cultivos del microorganismo A. pullulans. Este hongo es un organismo
ubicuo, encontrandose en el suelo, en el agua de los lagos, en la superficie de las peliculas
de pintura de latex, en los materiales plasticos sintéticos, en los cosméticos de uso
compartido y en alimentos como los cereales, frutas, queso y tomate.

El A. pullulans es un hongo polimérfico y sus tres formas distintivas son: filamentos alargados
septados ramificados, grandes clamidosporas y células paralipticas similares a las
levaduras. Un rasgo caracteristico indeseable de A. pullulans es la produccion de pigmento
0scuro, que es un compuesto similar a la melanina y tiene un color entre verde oscuro y
negro [12]. Esta especie es de interés practico debido a la produccion de polisacaridos
extracelulares que se aplican ampliamente en biotecnologia. Existen dos variedades de esta
especie: variedad pullulans y variedad aubasidanie, que se distinguen por sus caracteristicas
moleculares, su fisiologia nutricional y la estructura de los polisacaridos elaborados por ellas.
La produccién de pululano se estimula con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno.
Ademas del A. pullulans, se han descrito otros microorganismos recogidos a Tabla 4 como

productores del polisacarido pululano [12].

Microorganismos
Aureobasidium pullulans
Tremella mesentérica
Cytaria harioti

Cytaria darwinii
Cryphonectria parasitica
Teloschistes flavicans
Rhodototulas bacarum

Tabla 4. Microorganismos que producen pululano.

Los polisacéaridos producidos microbianamente tienen propiedades muy Utiles para
diferentes aplicaciones industriales. Durante el proceso de fermentacion y tratamiento
posterior de la produccion de exopolisacaridos, las caracteristicas del medio liquido cambian
drasticamente. Al principio, el liquido tiene un comportamiento newtoniano con una
viscosidad similar a la del agua pura, pero la formacion de exopolisacaridos da lugar a un

aumento rapido de la viscosidad aparente y a un cambio en la reologia newtoniana [13].
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El pululano se obtiene por fermentacion en tanques donde los cultivos de A. pullulans son
agitados y aireados a una temperatura de 30°C y su formacion depende de varios factores,
como el pH, la temperatura, el sustrato, la temperatura y la cepa. El rendimiento es mas del
70% del substrato inicial. Las condiciones de cultivo y la seleccion de las cepas son
importantes para obtener pululano de alto peso molecular el cual es relativamente libre de
melanina.

A. pullulans se cultiva por lotes en un medio que contiene almidén hidrolizado de dextrosa,
a una concentracion del 10-15%. El medio ademas incluye peptona, fosfato y sales basales.
El pH del cultivo se ajusta inicialmente a pH 6,5, y desciende especialmente durante las
primeras 24 h, hasta un pH final de aproximadamente pH 3,5. El crecimiento maximo del
cultivo se produce en 75 h, y se obtienen rendimientos 6ptimos de pululano en unas 100 h
[14].

A. pullulans, se le denomina levadura negra, ya que como se ha indicado anteriormente,
produce melanina que posee coloracion oscura. La formacion de melanina (adark greento
blackpigment) es el principal obstaculo en la fabricacién de pululano porque requiere de un
proceso adicional de desmelanizacion que incrementa los costes de produccién. Por ello,
actualmente se esta buscando cepas que no produzcan melanina [15] o actuando sobre las
condiciones de cultivo para optimizarla y obtener la menor pigmentacion de melanina [16].
Para obtener el exopolisacarido producido por los microorganismos a partir del caldo de
fermentacion, se debe eliminar las células y los pigmentos de melanina producidos durante
la fermentacion. La biomasa de A. pullulans en el caldo fermentado puede eliminarse por
filtracion de membrana de flujo cruzado. La etapa de precipitacion es necesaria para la
recuperacion del pululano y puede llevarse a cabo utilizando disolventes organicos, como el
etanol. La purificacién adicional del pululano puede lograrse mediante ultrafiltracion y
resinas de intercambio. El pululano se seca en horno a 80 °C y se tritura mecanicamente
para convertirlo en polvo [17]. La melanina es eliminada por tratamiento con carbon
activado. En la figura 2 se muestra un esquema del proceso, transformacioén y aplicacion del

polisacarido pululano.
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Figura 2. Produccion, transformacioén y aplicaciones del pululano [17].

3.1.2. Modificaciones o derivatizaciones del pululano
El pululano puede derivatizarse facilmente para mejorar su actividad y ampliar la ventana de
sus aplicaciones. La modificacion del pululano es necesaria para combinar las ventajas del
polimero natural con otras sustancias, de modo que podamos obtener un compuesto Gnico
con propiedades fisicoquimicas mejoradas [18].
La estructura del pululano consiste en unidades repetidas de maltotriosa. Cada unidad de
maltotriosa tiene nueve grupos hidroxilo. La modificacién puede realizarse introduciendo
pequenos grupos funcionales, como carboximetilo, acetato, sulfato, fosfato y alquilésteres,
asi como el injerto de cadenas poliméricas o de masas lipéfilas. Mediante reacciones de
oxidacion, esterificacion, eterificacion, derivacion de uretano, sulfatacion, aminacioén, etc.,
dando lugar a la formacién de un gran nimero de derivados.
Con estas derivatizaciones se obtienen soluciones de pululano con variada viscosidad.
Reacciones como [19]:
e La carboximetilacion es la reaccion mas utilizada para modificar quimicamente los
polisacaridos neutros o favorecer su solubilidad en soluciones acuosas.
e Derivatizacion del pululano mediante una reaccién con azufre. La propiedad final del
pululano sulfatado depende de la temperatura, el disolvente y la duracién de la

accion, asi como del reactivo utilizado para la sulfatacion.
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La derivatizacion de pululano ha ganado mucha aceptacién para mejorar su capacidad de
encapsulacion y liberacion controlada de farmacos, lo que lo hace adecuado para

aplicaciones en el campo de la medicina y la farmacologia [20].

3.1.3. Usos del pululano
Como se ha indicado en apartados anteriores, el pululano es un polisacarido ampliamente
utilizado en varios sectores [21]. A continuacion se indican las principales aplicaciones.
3.1.3.1. Médicas-farmacéuticas

e Aplicaciones farmacéuticas

Un soporte o vehiculo de farmacos eficaz debe tener una geometria adecuada para
encapsular el farmaco y reducir su degradaciéon mientras circula por el torrente sanguineo.
Estos soportes son modificados con elementos reconocibles, que ayudan a dirigir el farmaco
al érgano o las células deseados y reducen la citotoxicidad de un farmaco para las células
normales [22]. Los vehiculos de farmacos basados en biopolimeros son altamente
biodegradables y no tienen toxicidad hematolégica. Las formulaciones que contienen
pululano y sus derivados, disponen de una elevada permeabilidad y capacidad de retencion
del farmaco. Es por ello, que son considerados vehiculos efectivos de farmacos [23].
El pululano es un excelente portador de moléculas terapéuticas que se dirigen directamente
a diversos érganos corporales como el higado, los pulmones, el cerebro, el bazo, etc. y libera
moléculas, por lo que puede ser utilizado con éxito para el transporte de farmacos [24].
Se utiliza en diversas formas farmacéuticas parenterales, oculares, topicas y orales.
-Las formas de dosificacion parenteral o inyectable: ofrecen la ventaja de una
administraciéon completa y un rapido inicio de accion. Las formas farmacéuticas
parenterales se han utilizado para administrar nutrientes, medicamentos y medios
de contraste.
-Para dosificaciéon ocular: Se han desarrollado bioconjugados a base de pululano
para la liberacion intravitrea prolongada de farmacos, o se han modificado lentes de
contacto convencionales utilizando pululano para incorporar un medicamento
antibacteriano de accion prolongada. Ademas, se han desarrollado nanofibras a
base de pululano para el tratamiento de la queratomicosis [25].
-Aplicacion topica: preparados topicos a base de pululano para la cicatrizacion de
heridas, hidrogeles y peliculas a base de pululano para la dermatitis atopica y la
proteccion de la piel. Se ha desarrollado una formulacion ungueal a base de pululano
para mejorar el tratamiento de la onicomicosis. Recientemente, se ha explorado una
forma de administracion vaginal mucoadhesiva a base de pululano para las

infecciones flngicas [26, 27].
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-En formulaciones orales: sdélidas (capsulas, peliculas y comprimidos) y formas
farmacéuticas liquidas (jarabe y suspension). En formulaciones orales sélidas. el
pululano puede utilizarse como fuente alternativa de cubierta de capsulas duras [28]
y blandas [29]. Muchos medicamentos tienen un sabor amargo o desagradable; es
por ello, que las capsulas ofrecen un excelente enmascaramiento del sabor para la
mayoria de los farmacos y una mejora de la solubilidad tras la ingestion. Las capsulas
a base de pululano ofrecen la ventaja de tener un nivel ideal de sorcién-desorcion de
humedad, es decir, la capsula permanece intacta para un amplio rango de contenido
de humedad [30]. El recubrimiento protege de la absorcion de humedad a los
materiales higroscépicos (quitosano, almidén de patata, etilcelulosa, etc.) que se
encuentran en el interior de las capsulas. Las capsulas recubiertas de pululano
también se han utilizado como soporte para la estabilizacion a largo plazo de
enzimas [31] y sus sustratos por las propiedades impermeables al oxigeno que
ofrece el pululano [32].

Asi mismo, también es utilizado como recubrimiento de comprimidos donde también
enmascara el sabor desagradable de los farmacos, facilita ingesta y reduce la

influencia ambiental (aire/luz/humedad) sobre los principios activos del farmaco.

Figura 3: Capsulas duras de pululano para farmacos o complementos alimenticios [33].

Como se ha indicado, el pululano tiene capacidad para formar peliculas y, por ello, se utiliza
en la preparacién de peliculas de disolucién oral [34,35]. Estas se han utilizado para el
tratamiento de la gingivitis, el mal aliento y la placa dental. Al colocar la pelicula en el tejido
de la mucosa oral, se disuelve rapidamente en la saliva y luego se desintegra para liberar el

principio activo [36].
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Figura 4: Pelicula de facil disolucién de pululano [37].

e Aplicaciones médicas

- Enimplantes: el pululano presenta la propiedad de cicatrizacion tisular, ademas que
la solucién de pululano es estable y resistente al calor, la convierte en el material
ideal para implantes que pueden esterilizarse con calor.

- Hidrogeles basados en pululano ofrecen una mejor regeneracion tisular en
comparacion con los andamios basados en ceramica [38].

- Formacién de hueso mediante un andamio compuesto a base de pululano-
reparacion ésea (pequenos defectos).

- Vendaje de heridas para favorecer la cicatrizacion de heridas y efecto antibacteriano.

- Proliferacion celular y formacién de conglomerados celulares.

- Sustituto del plasma sanguineo

- Agente antiadherente para tejidos postoperatorios [39].

3.1.3.2. En cosmética

La piel es un 6rgano que constituye una barrera contra las infecciones y las lesiones fisicas
de los 6rganos internos. Tiene dos capas, la epidermis externa y la dermis interna. La capa
interior de la dermis es una estructura esponjosa que mantiene la piel hidratada y conserva
su brillo. La capa externa de la epidermis es quimicamente no reactiva, dura, impermeable
y elastica, lo que protege a la capa interna de cualquier dano causado por el contacto directo
con el medio ambiente. También impide el paso de cualquier material de cuidado personal
a las capas interiores de la piel. Un portador eficaz puede formular un producto cosmecéutico
innovador capaz de atravesar la barrera cutanea y liberar el activo en la capa adecuada de
la piel. La entrega de un ingrediente a la capa especifica reestablece la comunicacion
intercelular y ayuda a hidratar y renovar la estructura de la dermis envejecida o afectada.

El pululano es biodegradable, no irritante, no toxico por naturaleza y altamente

biocompatible. Es completamente no inmunogénico, no mutagénico y no cancerigeno por
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naturaleza. Tiene una alta absorcion de humedad, pegajosidad y es altamente soluble en
agua. Se puede utilizar como portador potencial de los ingredientes activos y su liberacion
especifica a las capas de la piel para aplicaciones cosméticas [40].

El pululano se ha utilizado en varios productos cosmecéuticos, como lociones corporales,
polvos compactos, champls para el cabello y productos para el cuidado dental.

Se han formulado mascarillas faciales a base de pululano que regeneran la estructura de la
piel y también poseen potentes aplicaciones cosmecéuticas [41]. Las microagujas
autodisolventes a base de pululano se han utilizado para la administracion transdérmica de
biomoléculas cosméticas pequenas y grandes. También, se ha descrito el uso de pululano
en envolturas faciales para blanquear la piel y tratar la hiperpigmentacion cutanea local o
sistémica, como quemaduras solares, pecas, etc. También se ha descrito la actividad
fotoprotectora, blanqueadora de la piel y antienvejecimiento del pululano, que puede
utilizarse en la preparacion de productos cosméticos para el cuidado facial, corporal y
capilar. La necesidad de utilizar biomateriales como el pululano, nanofibrillas de quitina,

nanolignina y sus derivados, es Util para reconstruir la piel en pacientes ancianos [42].

3.1.3.3. Enalimentacion
El pululano puede utilizarse eficazmente:

- en peliculas comestibles gracias a sus caracteristicas como ingrediente alimentario
y como formador de peliculas.

- como recubrimiento de alimentos y material de envasado [43]. La resistencia al
oxigeno de las peliculas de pululano es adecuada para la protecciéon de grasas y
vitaminas facilmente oxidables en los alimentos, por ello, pueden emplearse como
material de recubrimiento o envasado de alimentos secos, como frutos secos, fideos,
golosinas, verduras y carnes [44].

- como sustituto del almidén en formulas alimentarias bajas en calorias en la industria
alimentaria.

- como especia y saborizante. Se utiliza ampliamente en sopas, salsas y bebidas
gracias a sus propiedades intensificadoras.

- Se emplea para estabilizar la calidad y la textura de la mayonesa, en pastas
alimentarias y para adherir frutos secos a galletas.

La primera aplicacion masiva del pululano fue en el envasado de alimentos, mediante la
aplicacién de una capa relativamente fina formada directamente sobre la superficie del
producto alimenticio y que puede comerse junto con el producto.

Estos recubrimientos comestibles pueden ayudar a prevenir el deterioro de los alimentos
retrasando la deshidratacién, suprimiendo la respiracién, mejorando la calidad de la textura,

permitiendo la retencién de compuestos volatiles del sabor y reduciendo el crecimiento
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microbiano. Ademas, debido a su naturaleza hidréfila inherente, el pululano, como la mayoria
de los polisacaridos, puede utilizarse ventajosamente como recubrimiento para la

conservacion de la calidad de frutas y verduras y como barrera contra los gases [45].

3.2.PVA - Alcohol de polivinilo

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero semicristalino, hidréfilo y con buena estabilidad
quimica y térmica. Se ha estudiado intensamente porque tiene una gran hidrofilicidad,
procesabilidad, biocompatibilidad, buenas propiedades fisicas y mecanicas,
biodegradabilidad completa, excelente resistencia quimica y una capacidad favorable para
formar pelicula [46].

Se presenta en forma de granulos o polvo blanco. Comercialmente se encuentra disponible
en diferentes grados que difieren en peso molecular o en el contenido de acetato y tiene
color estable hasta 140 °C. El PVA forma un coloide reversible en agua caliente y es insoluble
en agua fria [47]. Estas propiedades hacen que sea un producto utilizado en una amplia
gama de aplicaciones en los sectores médico, cosmético, alimentacion, farmacéutico y de
envasado [48].

Las fibras de PVA pueden fabricarse mediante la técnica de electrospinning. Se pueden
fabricar fibras de tamano micro a nanométrico. El PVA también se utiliza para la fabricacién

de films, membranas, andamios, perlas, hidrogeles, etc. [49].

3.3.Técnica de electrospinning

La electrohilatura es una técnica sencilla y de bajo coste que permite producir nanofibras
continuas. Electrospinning o electrohilatura es un proceso que emplea un campo eléctrico
de alta intensidad para producir fibras ultrafinas a partir de una solucién polimérica
acelerada hacia un colector, que suele estar conectado a tierra para completar el circuito
eléctrico debido a la presencia de movimiento de portadores de carga en la solucion
polimérica. En esta técnica, la soluciéon de polimero se introduce en la jeringa y se coloca en
la bomba de la jeringa, la cual bombea la disolucion a través del capilar. Cuando aumenta la
intensidad de la alta tension, la tensién de la superficie de la gota se ve superada por la
fuerza electrostatica. Esto provoca la proyeccion de la gota de la solucién polimérica en
forma de chorro que es atraido hacia el colector metalico. Debido a este fenédmeno, la gota
se convierte en un cono, también conocido como cono de Taylor. La distancia entre el
colector y la gota puede variar. El chorro de polimeros experimenta un proceso de elongacion
que lo convierte en un chorro de fibras finas. Simultdneamente, el disolvente se evapora
[50], dejando en el colector una fibra no tejida, cargada y consolidada. En la figura 5, se
representa los elementos y equipos de un sistema de electrohilatura para obtener

nanofibras.

27



Bomba
Infusara

Plato colector

Fuente de Alte Valtaje

T |

Figura 5. Esquema del sistema de electrohilatura [51].
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La técnica de electrospinning [52]:

- produce nanofibras continuas de diametro entre 2 nm y varias micras a partir de diversos
polimeros, tanto naturales como sintéticos.

- es un proceso adecuado para compuestos sensibles al calor, ya que no hay calor
involucrado en este proceso.

-Las nanofibras obtenidas ofrecen una elevada relacion superficie-area-volumen, una alta
porosidad y un pequeno tamafno de poro, lo que resulta ideal para la administraciéon de

farmacos y para usos biomédicos.

3.3.1. Factores que influyen en el proceso de electrohilatura
Las propiedades de las nanofibras obtenidas pueden diferir en funcion de determinados
factores como [53]:
- las propiedades de la solucién, como la viscosidad, la tension superficial y la
conductividad de la solucién y la volatilidad del disolvente.
- los parametros de procesamiento, como son la placa colectora, la velocidad de flujo,
el calibre de la aguja, la humedad, el voltaje y la distancia entre la punta y el colector.
- factores ambientales como la temperatura y la humedad.
Todos estos factores afectan a la porosidad, el tamano y la forma de las nanofibras
producidas [54]. En la tabla 5, se indican los parametros y los efectos sobre la morfologia de

las nanofibras.
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PARAMETROS EFECTO SOBRE LA MORFOLOGIA DE LAS FIBRAS
PARAMETROS DE LA SOLUCION
VISCOSIDAD | Viscosidad alta se traduce en baja generacion de

CONCENTRACION DEL POLIMERO

PESO MOLECULAR DEL

POLIMERO

CONDUCTIVIDAD

TENSION SUPERFICIAL

PARAMETROS DE PROCESADO

VOLTAJE APLICADO

DISTANCIA ENTRE LA AGUJAYY EL
COLECTOR

FLUJO DE BOMBEO

TIPO DE COLECTOR

PARAMETROS AMBIENTALES
HUMEDAD

TEMPERATURA

microesferas, aumento del didmetro de las fibras vy
desaparicion de las microesferas.

Aumento del diametro de las fibras con el aumento de
la concentracion

Reduccion del nimero de microesferas y gotitas con el
aumento del peso molecular

Disminucién del diametro de la fibra con un aumento de
la conductividad

No hay relacion concluyente con la morfologia de la
fibra, la alta tension superficial provoca la inestabilidad

de los chorros

Disminucion del diametro de la fibra al aumentar la
tension
Generacion de cordones/perlas con distancia
demasiado pequena y demasiado grande, distancia
minima necesaria para fibras uniformes

Disminuciéon del diametro de las fibras con la
disminucién del caudal, generaciéon de microesferas con
un caudal demasiado elevado.

Influyen en la morfologia estructural de las fibras
electrohiladas. Un colector no conductor crea una
estructura porosa con poros circulares en las superficies

de las fibras

La humedad elevada produce poros circulares en las
fibras
El aumento de la temperatura provoca una disminucién

del didametro de las fibras

Tabla 5. Parametros del proceso de electrohilatura y los efectos sobre la morfologia de las

nanofibras [55].
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La seleccion del disolvente, también es determinante debido a que los disolventes son
responsables de disolver el polimero y transportarlo hacia el colector. Las propiedades que
se buscan son disolventes con bajo punto de ebullicion y volatilidad. Asi como, se tienen en
cuenta la tension superficial y la viscosidad [56].

Algunos de los disolventes mas utilizados son el agua, etanol, la dimetilformamida, el

diclorometano, el cloroformo y el &cido trifluoroacético.

3.3.2. Polimeros utilizados

La caracteristica mas atractiva de esta técnica es la posibilidad de producir fibras a partir de
biomateriales poliméricos. El electrospining se considera un proceso adecuado para la
fabricacion de nanofibras a base de polimeros naturales, como el PVA, pululano, alginato,
colageno, quitosano, fibroina de seda, gelatina, entre otros [7, 57]. Aunque también, se han
explorado las nanofibras de polimeros sintéticos como el poliuretano, polietileno-co-
vinilacetato, acido polilactico, poli e-caprolactona y poli-lactida-co-e-caprolactona.

No obstante, sintéticos o naturales, tienen sus ventajas e inconvenientes, presentando los
polimeros naturales la propiedad de ser biocompatibles; pero sin embargo, ofrecen
propiedades mecanicas y procesabilidad inferior a los polimeros sintéticos, que destacan
por su resistencia mecanica. Por el contrario, los polimeros sintéticos son poco hidrofilicos
haciendo su uso en aplicaciones médicas sea limitada por su baja adhesion celular [58].
Se puede producir una amplia gama de fibras de diferentes grosores, geometrias y
materiales mediante esta técnica de electrospinning que también ofrece la oportunidad de

controlar la morfologia, la composicion y la porosidad.

3.3.3. Tipologia de nanofibras
El electrospinning es una técnica que permite crear nanofibras con diferentes formas y
propiedades para diversas aplicaciones. En la tabla 6 se muestran las diferentes morfologias

de nanofibras que se pueden obtener.

TIPO NANOFIBRA FORMA DE OBTENCION

PLANAS - Evaporacion no homogénea del disolvente empleado.

- Por la presion atmosférica.

- Por utilizar un polimero de alto peso molecular o por elevada
concentracion de polimero [48, 59].

HELICOIDALES - Por el pandeo que sufren las fibras al impacto sobre la superficie
colectora,

- Se ve favorecida por el angulo de expulsion del chorro y por la alta

concentraciéon de polimero en la solucién; por extrusion syde by
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RAMIFICADAS

HUECAS

PERLADA

POROSAS

MEMBRANA-

NUCLEO

MULTICANAL

syde, donde se utilizan dos polimeros de distinta tipologia, uno de
ellos debe ser un elastémero termoplastico flexible y el otro rigido
[60].

Entre la tension superficial y las fuerzas electroestaticas, pues se
puede generar una extrusion del chorro inestable provocando
ramificaciones [61].

Utilizando un capilar coaxial, el polimero se extruye en la
membrana exterior de la nanofibra y en el interior se extruye otro
compuesto inmiscible con la membrana, pero de facil disolucion,
que suele tratarse de aceites [62].

La aparicion de perlas viene dada por la baja concentracién de
polimero en la solucién. Al aumentar la viscosidad de la solucion
también aumenta fuerza viscoelastica que se opone a las fuerzas
de Coulomb [61], por lo que se obtendran fibras lisas [63].
Presencia de una alta humedad durante el proceso de
electrohilado de las fibras.

Electrohilado de soluciones heterogéneas con separacion de
fases [64].

Electrohilado coaxial multifluidico de tres capas, de esta forma se
pueden utilizar dos compuestos incompatibles o miscibles entre
ellos separandolos con una capa intermedia que posteriormente
se puede eliminar [65].

Electrohilado multicanal donde se presenta un capilar con un
compuesto exterior que realiza la funcibn de membrana y en su
interior se introducen tres capilares de menor tamano que
extruyen otro material inmiscible con la membrana.
Posteriormente, mediante un proceso quimico se elimina el

compuesto interior [66].

Tabla 6. Morfologias de nanofibras y motivo de su obtencion.

3.3.4. Proceso de electrohilado

Como se ha indicado anteriormente. el proceso de electrohilatura consta principalmente de

una bomba de alimentacion de la solucion, una boquilla conductora conectada a un terminal

de alta tensién y un colector conectado al terminal de tierra. Los principales pasos de este

proceso son [67, 68]:

e Preparacion de la solucion polimérica: En primer lugar, se prepara una solucion del

polimero que se va a utilizar. Esta soluciéon puede contener el polimero disuelto en
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un solvente apropiado para obtener la viscosidad y la concentracion adecuadas para
el electrohilado.

Carga del material en la jeringa o recipiente: La solucién polimérica se carga en una
jeringa o un recipiente especial que esta conectado a una aguja o boquilla metalica
fina. Esta aguja actuara como el emisor de la solucién durante el proceso.
Generacion del campo eléctrico: Se aplica un alto voltaje entre la aguja (o boquilla) y
un colector situado a cierta distancia del emisor. El colector suele ser una placa
metalica o un tambor giratorio recubierto con un sustrato que recogera las
nanofibras.

Formacion del chorro liquido: Cuando se aplica el alto voltaje, se genera un campo
eléctrico intenso alrededor de la punta de la aguja. Esto provoca que la solucién
polimérica se vea sometida a fuerzas electrostaticas, lo que resulta en la formacion
de un fino chorro liquido que se proyecta hacia el colector.

Estiramiento y solidificacién de las nanofibras: A medida que el chorro liquido se
estira y adelgaza las fuerzas radiales de la carga pueden llegar a ser lo
suficientemente grandes como para superar las fuerzas de cohesién de las fibras y
éstas se dividen en dos 0 mas fragmentos. Las fibras se separan entre si debido a
las fuerzas de impulsion procedentes de los iones cargados en el interior del chorro
de electrohilado, lo que permite que las fibras se solidifiquen antes de llegar al
colector. Ademas, la rapida evaporacion del solvente conduce a la formacién de
nanofibras sélidas y continuas.

Deposicion y recoleccion de las nanofibras: Las nanofibras sélidas se depositan
sobre el colector, formando una malla o pelicula de nanofibras en la superficie. La
distancia entre la aguja y el colector, asi como la velocidad de rotacién del colector
(en el caso de un tambor giratorio), influyen en la morfologia y la distribucién de las

nanofibras.

3.3.5. Aditivos

En las disoluciones poliméricas se pueden emplear determinados compuestos para

modificar sus propiedades y, consecuentemente, tener efectos sobre las caracteristicas y

morfologia de las nanofibras producidas. Algunos de estos compuestos o aditivos utilizados
son [69,70]:

Tensioactivos: Los tensioactivos, también conocidos como surfactantes, son
compuestos quimicos que tienen la capacidad de reducir la tension superficial de un
liquido. En el caso del electrospinning, se agregan tensioactivos a la solucion
polimérica para modificar su viscosidad y tensién superficial, lo que puede afectar a

la formacion de las fibras durante el proceso de electrohilado.
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Algunos de los efectos que los tensioactivos pueden tener en el electrospinning

incluyen:

O

Mejora de la dispersion: Los tensioactivos pueden ayudar a dispersar el
polimero en el disolvente, mejorando asi la homogeneidad de la solucion, lo
que puede ayudar a la formacién de fibras uniformes.

Reduccion de la tension superficial: Los tensioactivos pueden disminuir la
tension superficial de la solucién, lo que facilita la formacion de gotas mas
pequenas durante el proceso de electrohilado, lo que se manifiesta
produciendo fibras mas delgadas.

Control de la viscosidad: Los tensioactivos pueden modificar la viscosidad de
la solucién polimérica, influyendo en la velocidad de extrusiéon y en la mejora
de formacion de fibras mas estables, previniendo la formacion de gotas

irregulares.

Sales: La adicién de sales en la disolucién polimérica a electrohilar puede tener

varios efectos en la formacion de las fibras:

@)

Modificacion de la conductividad: La adicion de sales aumenta la
conductividad de la solucién polimérica y la densidad de carga superficial del
chorro de solucién, lo que beneficia el proceso de electrohilado porque
mejora la estabilidad del proceso y previene la formacién de gotas
irregulares. Asi mismos, la adicidbn de sales puede ayudar a controlar la
formacion y el diametro de las fibras. Conforme a la bibliografia consultada,
la adicion de sales a las soluciones poliméricas reduce los defectos de los
cordones y disminuye el didmetro de las fibras.

Ademas, agregar algunos tipos sales en la disolucion puede producir un
aumento de la viscosidad lo que puede conllevar a la obtencion de fibras mas
gruesas. Es por ello, que la adicién de sales puede ser (til para ajustar la
viscosidad de la solucién y controlar el diametro de las fibras electrohiladas.
Por otro lado, la presencia de sales puede afectar la cristalinidad, la

morfologia o las propiedades mecéanicas de las fibras.

3.3.6. Aceite esencial de Salvia

La planta de la especie Salvia officinalis L. presenta en su composicion quimica abundantes
metabolitos, entre los cuales encontramos los aceites esenciales en una proporcién entre el
1,5y 2,0 %. Los aceites esenciales son compuestos naturales, liquidos volatiles, de
composicion compleja con agradable aroma, que provienen de plantas a las que aportan

olores particulares y que son obtenidos mediante multiples técnicas de extraccion.
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Al aceite esencial de salvia se le atribuye accion antibacteriana y antifingica. Es por estas
propiedades que es ampliamente utilizado en el sector farmacolégico, cosmético y
alimentario, con la finalidad de proteger frente a la contaminacion y crecimiento de bacterias
y hongos [71].

Los aceites esenciales son volatiles y altamente sensibles a la degradacion fisica y quimica,
es decir, se descomponen facilmente por la exposicion directa al calor, la humedad, la luz
y/0 el oxigeno, tanto durante su extraccion, manipulacién y uso, modificando su color y olor
o viendo degradadas sus propiedades [72].

Debido a la facil degradacion de los aceites esenciales, se buscan diferentes técnicas para
proteger y preservar al aceite esencial, aumentando asi la estabilidad de los activos e
impidiendo las reacciones de oxidacion que lo degrada y, por lo tanto, asegurar su actividad
biolégica [73].
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4. ANTECEDENTES

Estudios previos han utilizado el polimero PVA en una concentracion de 9% para su
electrohilado con el objetivo de implementar y desarrollar un protocolo de uso para la
maquinaria de electrohilado del Departamento de Ingenieria Textil y Papelera de la
Universitat Politécnica de Valéncia, Campus de Alcoy. Las muestras utilizadas en este
estudio, se depositaron sobre diferentes sustratos: aluminio y tejido de algodén para
determinar su capacidad de adhesion. Adicionalmente, se determinaron la solubilidad en
agua de los velos de nanofibras formados [74].

Los resultados de estos estudios se han tenido en cuenta para la valoracién y comparacién
de los resultados obtenidos con el pululano. No obstante, para reducir cualquier desviacion
provocada por parametros, aspectos o factores ambientales, se ha llevado a cabo el
electrohilado de disolucibn de 9% de PVA, asi como los ensayos de solubilidad,
transpirabilidad y adhesion de estas muestras de forma paralela a la presente investigacion
con el polimero pululano.

Con la intencién de igualar la concentracion del pululano a la concentracién de PVA del 9%,
se ha realizado la aditivacién de las soluciones de electrohilatura con diferentes sales,
basado en ensayos previos realizados por investigaciones del pululano con la adicion de
sales para aumentar la conductividad ante la disminucién de la concentracion del polimero
en la disolucién. En la investigacion de LI, Ran, et al. 2017, se utilizaron las sales de cloruro
sédico (NaCl) y citrato sodico (NasCeHs07) en disoluciones con menor concentracion de
pululano, alterando las propiedades como la viscosidad, la conductividad eléctrica y la
tension superficial, para obtener fibras planas con mayores tamanos de diametro y algunos

defectos en funcion de la concentracion de sales utilizada [70].
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5. INNOVACION DEL PROYECTO

Dadas las caracteristicas del pululano que lo hacen idéneo para su utilizacién en contacto
con el ser humano, ya sea como producto alimenticio, cosmético, médico o farmacéutico, es
necesario investigar y ampliar los conocimientos sobre el proceso de electrohilatura de este
polimero para obtener un no tejido de nanofibras que pueda contener activos con un alto
potencial de aplicacion en los sectores anteriormente citados.

Tras realizar el estado del arte se ha comprobado que el pululano tiene multitud de
aplicaciones y usos, pero son pocas las que emplea un velo sobre un sustrato textil. Este
sustrato textil, podria actuar como soporte del pululano, como por ejemplo en forma de
aposito o vendaje para uso médico o cosmético de aplicacion en heridas o sobre la piel
aportando propiedades o efectos curativos; o en el sector alimentario, como un no tejido
sobre el que se deposita el velo de pululano que contiene activos que ayudan a preservar
alimentos frescos.

La posibilidad de obtener una estructura textil con un velo de nanofibras funcionalizado, que
sumado a la biocompatibilidad, solubilidad y ausencia de toxicidad del polimero, hace a las
nanofibras de pululano una alternativa factible y eficaz para estas aplicaciones.

Tal y como se ha indicado en el objetivo, este estudio pretende determinar y optimizar las
condiciones de electrohilatura y comprobar la posibilidad de que el velo pueda actuar de
vehiculo y protecciéon de sustancias que puedan aplicarse al ser humano de forma sencilla e

inocua.

36



6. EXPERIMENTAL

En esta seccion se proporciona una descripcion exhaustiva de los materiales empleados en
el estudio, asi como de los métodos y protocolos utilizados para llevar a cabo el proyecto. Se
detalla el proceso de electrohilado de nanofibras, incluyendo los parametros empleados. Por
Ultimo, se llevan a cabo pruebas en las muestras obtenidas para su caracterizacion y para

lograr los objetivos expuestos en el proyecto.

6.1. Materiales

Para la realizacion de los estudios que se detallan en este trabajo se utiliz6 Pululano
fabricado por Tokyo Chemical Industry CO. Ltd. que presenta un peso molecular aproximado
de 200 kDa (kiloDalton) y alcohol de polivinilo (PVA) de peso molecular 61 kDa suministrado
por Sigma-Aldrich. Otras sustancias quimicas utilizadas han sido Cloruro sédico (NaCl),
citrato sodico (NasCsHs07) del proveedor Panreac AppliChem, Aceite esencial de Salvia del
proveedor Esencias Martinez Lozano y surfactante Tween 80 PS de Panreac. Se ha empleado
agua desionizada para preparar las disoluciones acuosas, obtenida por el sistema de
desionizacion Seta OSMO BL-6. Como sustratos colectores para las nanofibras se ha
utilizado film de aluminio y tejido de 100% algodén crudo con un ligamento tafetan, de
gramaje de 220 g/m2, una densidad de urdimbre de 16 hilos/cm y una densidad de trama

de 15 pasadas/cm.

6.2. Preparacion de disoluciones de electrohilatura

6.2.1. Disoluciones de pululano
Para la preparacion de las disoluciones de pululano a distintas concentraciones, se pesa la
cantidad de pululano necesaria y se mezcla con agua destilada o disolucion salina, segln
tipo de muestra. Se mantiene en agitaciéon a 900 r.p.m. al menos 4 horas utilizando un
agitador magnético para las disoluciones de pululano al 9% y un homogeneizador para las
de mayor concentracion. Posteriormente, se conserva al menos 24 horas en nevera para la
eliminacion de burbujas de aire.
Las disoluciones de sales, cloruro sédico o citrato sodico a diferentes concentraciones, se
preparan mezclando la cantidad conveniente de la sal y se disuelve en agua destilada.
Las disoluciones preparadas han sido:

-Concentracion de pululano: 9%, 15% y 20%

-Concentracién de cloruro sodico (NaCl): 0,1M, 0,2M, 0,5M, 1M
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-Concentracién de citrato sédico (NasCsHs07): 0,5M, 0,05M
En la tabla 7 se describen las muestras que han sido sometidas a los diferentes ensayos y

que se han utilizado en el proceso de electrohilado:

MUESTRA CONCENTRACION CINa [M] CITRATO SODICO [M]
PULULANO % W/V

MUESTRA 1 9

MUESTRA 2 20

MUESTRA 3 9 0,5

MUESTRA 4 9 0 0,1

MUESTRA 5 9 0,1 0

MUESTRA 6 9 0,2 0]

MUESTRA 7 9 1 0]

MUESTRA 8 9 0 0,05

MUESTRA 9 15 0,1 0

MUESTRA 10 15 0,2 0]

MUESTRA 11 15 1 0

MUESTRA 12 15 0 0]

MUESTRA 13 20 0 0

MUESTRA 14 20 0,1 0]

Tabla 7. Relacion de muestras preparadas con el polimero pululano, indicando concentracion del

polisacarido y de sales utilizadas.

6.2.2. Preparacion de disolucion de PVA
La disolucién del polimero PVA se prepara al 9% w/v, pesando el alcohol de polivinilo y
disolviéndolo en agua destilada. Se homogeneiza utilizando un agitador electromagnético a
900 r.p.m. y una temperatura de 80°C hasta completa disolucidén. Posteriormente, se deja

enfriar a temperatura ambiente.

CONCENTRACION
MUESTRA
PVA % W/V
MUESTRA 15 9

Tabla 8. Muestras preparadas con el polimero PVA, indicando concentracion.

6.2.3. Preparacion de la disolucion con aceite esencial
La disolucion de pululano con aceite esencial se prepara al 20% w/v del polimero, pesando
el pululano y disolviéndolo en agua destilada. Se anade aceite esencial y el tensioactivo y se
mezcla utilizando un homogeneizador a 3000 r.p.m. hasta obtener una emulsion

homogénea.

38



MUESTRA CONCENTRACION ACEITE ESENCIAL TWEEN 80

PULULANO % W/V SALVIA
MUESTRA 16 20 20% sobre peso 20% sobre peso
polimero Aceite

Tabla 9. Muestra preparada con el polimero pululano y aceite de salvia, indicando concentracion del

polisacarido, aceite y tensioactivo.

6.3.Métodos
6.3.1. Viscosidad

La viscosidad es una propiedad importante de los liquidos que describe la resistencia del
liquido al flujo y esta relacionada con la friccion interna en el liquido. En electrospinning, se
puede relacionar la concentracion del polimero con la viscosidad. Una mayor concentracion
supone una viscosidad mayor, es decir, un entrecruzamiento mayor entre las cadenas
poliméricas que supone una resistencia al alargamiento y un tamano de fibra superior [75].
La medicion de la viscosidad en centipoise (cP) se ha realizado con el viscosimetro ViscoElite-
R de Fungilab, se han utilizado los husillos R3, R5 y R6, en funcién de la concentracién de

polimero utilizado, y una velocidad de agitacién de 200 r.p.m.

Figura 6. Viscosimetro ViscoElite-R.

6.3.2. pH
El pH es el Potencial de Hidrégeno. Es una medida para determinar el grado de alcalinidad
o acidez de una disolucion. Con el pH determinamos la concentracion de hidrogeniones en
una disoluciéon. El pH puede influir en la viscosidad de la solucién polimérica. Algunos

polimeros son sensibles al pH y pueden experimentar cambios en su viscosidad en funcion
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del pH de la solucién por la ionizacién de grupos acidos o basicos del polimero alterando las
interacciones entre las cadenas poliméricas, lo que a su vez afecta la viscosidad.

Para conocer el valor del pH de la disolucion se ha empleado el pH-Metro GLP 22 de Crison.

Figura 7. pH metro GLP 22 Crison.

6.3.3. Conductividad
La conductividad eléctrica es un parametro importante en el proceso de electrohilatura
porque afecta la formacion y estiramiento de las fibras.
Una solucion con una conductividad adecuada permite una transferencia eficiente de carga
eléctrica desde la punta de la aguja o boquilla hacia la solucion. Esto es esencial para
generar un campo eléctrico suficientemente fuerte que pueda superar la tension superficial
de la solucién y producir la elongacion y estiramiento de las fibras.
La conductividad de la solucién polimérica se puede ajustar mediante diferentes métodos,
como la adicién de sales o compuestos idnicos a la solucion. Estos aditivos pueden aumentar
la concentracion de iones en la solucién y mejorar su conductividad eléctrica.
Para la mediciéon de la conductividad de las disoluciones (uScm-1 o mScm-) de las

disoluciones preparadas, se ha utilizado un Conductimetro Crison CM35 +.
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Figura 8. Conductimetro Crison CM35 +

6.3.4. Tension superficial
La tension superficial se refiere a la fuerza que actla en la superficie de un liquido y esta
relacionada con la cohesion de las moléculas en la interfaz liquido-aire.
La tension superficial de la soluciéon debe ser superada por la acciéon del campo eléctrico
aplicado para lograr la formacién de las fibras.
Para reducir la tension superficial de la solucién, se pueden anadir surfactantes o agentes
tensioactivos a la solucion, que disminuyen la cohesion de las moléculas en la interfaz
liquido-aire.
Para el control de la tensién superficial (mN-m-1) de cada una de las disoluciones se utiliza

un tensiémetro de fuerza Kriss.

Figura 9. Tensidmetro Kriss.
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6.3.5. Electrohilatura
El proceso de electrohilado se lleva a cabo con el sistema de electrohilado Spinbox de
Bioinicia, con una boquilla de calibre 22 y una superficie plana y vertical colectora, ambos
de acero inoxidable. Los parametros de electrohilado se ajustan en funcién de los
requerimientos de cada disolucion, controlando voltaje, caudal de bombeo, distancia entre
electrodos y tiempo de electrohilado. Los valores de los parametros empleados para cada

disolucién polimérica utilizada se indican en el apartado de resultados.

-«

Figura 10. Equipo de electrohilatura utilizado Spinbox.

6.3.6. Ensayo de Adhesion
El ensayo de adhesion evalla la fuerza de adhesion de las nanofibras al sustrato sobre la
cual se ha depositado. El objetivo principal del ensayo es medir la resistencia de las
nanofibras para mantenerse adherido al sustrato con la finalidad de determinar los sustratos
sobre los cuales tiene mayor o menor adhesién, lo cual puede influir en la aplicaciéon a al
cual vaya destinado las nanofibras electrohiladas.
Se utiliza un protocolo desarrollado en interno, debido a la débil interacciéon entre el velo de
nanofibras y el sustrato colector. EIl método consiste en situar una pequena lamina de
acetato transparente sobre el velo de nanofibras depositadas sobre el sustrato y se le aplica
una serie de fuerzas durante un tiempo determinado. Finalmente se comprueba si se ha
producido un traspaso de las nanofibras al acetato o se han mantenido adheridas al sustrato
colector.
Para realizar este test se utilizan tres pesas diferentes: 200g, 297gy 594¢

El tiempo del ensayo es de 2 minutos.
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6.3.7. Ensayo de transpirabilidad
Este ensayo esta basado en la norma UNE-EN 14683:2019+AC. Mascarillas quirirgicas.
Requisitos y métodos de ensayo. Anexo C. Método para determinacion de la respirabilidad
(presion diferencial) [76].
Se entiende por presién diferencial, la permeabilidad al aire de una probeta medida por la
determinacion de la diferencia de presién a través de la misma en condiciones especificas
de flujo, temperatura y humedad del aire. La presién diferencial es un indicador de la
transpirabilidad al aire de la probeta.
El equipo a utilizar mide directamente la diferencia de presion aplicada al material de ensayo,
expresada en Pascales (Pa).
El equipo consta de:
-una valvula que regula la entrada de aire para suministrar un flujo constante que es
medido por un caudalimetro en litros de aire por minuto (I/min).
-medidor de diferencial de presion (Airflow). El equipo muestra la diferencia de
presion entre ambos lados de la probeta en Pascales (Pa).
-soporte donde se coloca la muestra, con un area de ensayo de 4,9 cm?2.

En la figura 11 se muestra el equipo utilizado para este ensayo.

Figura 11. Equipo de transpirabilidad.

6.3.8. Ensayo de solubilidad
El ensayo de solubilidad se utiliza para evaluar la capacidad de disolucién de un velo de

nanofibras en diferentes solventes. Este ensayo proporciona informacion sobre la
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estabilidad y la resistencia del velo nanofibras a diferentes medios de disolucion. Para este
ensayo se selecciona como solvente el agua, aunque podria utilizarse diferentes solventes
para proporcionar informacién importante sobre la estabilidad quimica y la resistencia del
velo de nanofibras a diferentes medios de disolucion relacionados con la aplicacién a la que
vaya destinado, como por ejemplo al sudor acido o basico si se usa en contacto con la piel.
Esto puede ser relevante para la seleccion de solventes adecuados en aplicaciones
especificas, asi como para evaluar la degradacion o el deterioro de los materiales nanofibras
con el tiempo.

Para determinar la solubilidad del velo de nanofibras generado, se corta un trozo de velo en
una disolucion de agua destilada y permanece sumergido durante 2 minutos. Durante este
tiempo se evalla el grado de solubilidad, observando visualmente el comportamiento del
mismo cuando se sumerge con el agua y se evalla visualmente si hay cambios en la
apariencia del velo, como la disolucion completa, la formacién de aglomerados o cambios

en la morfologia de las fibras.

6.3.9. Microscopia optica
Se observa la emulsiéon del polimero con el aceite de salvia para verificar la correcta
homogeneizacion de la mezcla. Para se utiliza un microscopio 6ptico Kern, ocular de 10x y

objetivo de 40x (x400 aumentos).

Figura 12. Imagen microscopio Kern.

6.3.10.Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo (FESEM)
Para la observacion de imagenes y el analisis de la superficie, se han utilizado dos

microscopios electrénicos de barrido de emisiéon de campo, FIB de Zeiss y Phenom
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Microscope (FEI Company, Hillsboro, OR, USA ) con una tensién de aceleracion de 1kV, 1,5
KV y 2KV, junto con un aumento adecuado. Cada muestra se coloca en una superficie y se
recubre con una capa de oro o platino con la finalidad de transformarlas en conductoras
utilizando el Sputter Coater EMITECH mod. SC7620 (Quorum Technologies Ltd., EastSussex,
UK).

Figura 13. A la izquierda el Sputter Coater y a la derecha Microscopio Electrénico de Barrido de

Emision de Campo con Canon de lones Focalizados (FIB).

6.3.11.Analisis imagenes FESEM: Mediciones
De las imagenes obtenidas en el microscopio electronico se realiza mediciones de
nanofibras, microesferas y cordones de las diferentes muestras. Para ello, se utiliza el
software Imagel, que es un programa de analisis de imagenes utilizado en diversas
disciplinas cientificas y de investigacion. ImageJ proporciona una amplia gama de
herramientas y funciones para el procesamiento y analisis de imagenes digitales, entre las
cuales se encuentra la de medicion y analisis de imagenes. Image) permite realizar
mediciones precisas en las imagenes, como la longitud, el area, la densidad, la intensidad y
otros parametros cuantitativos. Para realizar las mediciones, se utiliza la escala aportada
por las imagenes de FESEM y, se efectlia directamente sobre estas imagenes las mediciones

de los elementos a medir.

6.3.12. ATR-FTIR - Reflectancia total atenuada - Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier

Se ha empleado la técnica del ATR-FTIR, para identificar y caracterizar los velos de pululano y

pululano con aceite esencial basandose en sus espectros infrarrojos. Mediante la interaccion de

la radiacion infrarroja con las moléculas, permite obtener informacién sobre los enlaces quimicos

presentes en una muestra. Con ello, se pretende determinar si el velo electrohilado a partir de la

disolucion polimérica pululano-aceite, contiene realmente aceite. Para ello, se ha utilizado el

equipo Jasco FTIR 4700 IRT 5200 que aparece en la figura 14.
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Figura 14. Imagen equipo ATR-FTIR
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan todos los resultados derivados de la investigacion, abarcando

desde los obtenidos en la preparacion de las disoluciones y el proceso de electrohilado hasta

los resultados obtenidos de las muestras ensayadas.

7.1.Caracterizacion de disoluciones poliméricas

Se determinaron los valores de pH, conductividad, tension superficial y viscosidad de las

disoluciones preparadas; porque, como se ha indicado anteriormente, son parametros que

influyen en el comportamiento de la disolucién durante el proceso de electrohilado.

Los resultados obtenidos para cada muestra, recogidos en la tabla 10, representan la media

de 3 mediciones realizadas de cada parametro:

N°Muestra Husillo  Viscosidad pH Conductividad Tension
(cP) (uS/cm) superficial
(mN/m)

Muestra 1 PUL 9% R-3 126 5,20 55,26 71,52
Muestra 2 PUL 20% R-5 1667 5,13 56,61 76,32
Muestra 3 PUL 9% 0,5M NaCl R-3 110 5,53 36070,00 69,03
Muestra 4 PUL 9% O0,5M R-3 149 5,06 14550,00 53,60
citratoNa
Muestra 5 PUL 9% 0,1M NaCl R-3 123 5,43 7550,00 65,30
Muestra 6 PUL 9% 0,2M NaCl R-3 131 5,36 13700,00 68,05
Muestra 7 PUL 9% 1M NaCl R-3 140 5,40 51000,00 70,10
Muestra 8 pul 9% 0,05M R-3 131 5,31 8160,00 67,50
citratoNa
Muestra 9 PUL 15% 0,1M R-5 689 5,39 6110,00 68,50
NaCl
Muestra 10 PUL 15% 0,2M R-5 745 5,22 12110,00 67,40

NaCl
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Muestra 11 PUL 15% 1M R-5 798 5,47 44500,00 68,90
NaCl

Muestra 12 PUL 15% R-5 783 5,40 32,30 69,30
Muestra 13 PUL 20% R-6 5008 5,44 38,10 70,13
Muestra 14 PUL 20% 0,1M R-6 2145 5,18 4600,00 83,06
NaCl

Muestra 15 PVA 9% R-5 1807 5,82 125,10 66,70
Muestra 16 PUL20% + Aceite R-6 10998 2,40 211,00 65,70
salvia

Tabla 10. Resultados obtenidos de las diferentes disoluciones

» Discusion de resultados obtenidas con la caracterizacion de las disoluciones
-Tal y como era de esperar, la viscosidad aumenta considerablemente con el aumento de la
concentracion del polimero. También se ha comprobado la importancia de realizar las
mediciones de la viscosidad en las mismas condiciones de temperatura, ya al dejar las
disoluciones preparadas durante al menos 24 horas en nevera para eliminar las burbujas
presentaban una viscosidad muy elevada, y al realizar las mediciones en frio (no reflejadas
en el presente trabajo), ésta no pudo ser medida con el equipo y husillos disponibles.
-La adicion de sales a las disoluciones aumenta considerablemente la conductividad,
pasando de 30-50 uScmt a mScm-t en las mediciones. Este aumento de la conductividad
es proporcional a la concentraciéon de la disolucién salina utilizada.
-El valor del pH de las diferentes disoluciones no se ha visto alterado por la adicion de sales
ni por el aumento de la concentracion del polimero. Sin embargo, la muestra 16 ha sufrido
una disminucion del valor con la adicién de tensioactivo y del aceite esencial.
-En lo que respecta a la tensién superficial de las muestras no se puede establecer ninguna
relacién con la concentracion del polimero y las sales, ya que éstas son similares en todas
las muestras. En el caso de la muestra 16, se ha utilizado un tensioactivo por lo que se
deberia de haber apreciado una reduccién de la tensiéon superficial, que no se refleja en el
resultado obtenido, probablemente debido a que las concentraciones empleadas no son

suficientes para generar un incremento sustancial.

7.2. Observacion al microscopio 6ptico de la disolucion polimérica
de pululano con aceite

La disolucién de pululano a la que se le ha adicionado aceite esencial de salvia ha sido

observada al microscopio 6ptico tras la homogeneizacion, para apreciar la formacion de la
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emulsion. En la figura 15 puede observarse las gotas de aceite distribuidas

homogéneamente en la disolucién de pululano.

E. 2

R A

Figura 15. Disolucion de pululano + aceite de salvia observada al microscopio éptico.

7.3.Electrohilado de las disoluciones

Las disoluciones se electrohilaron con el equipo Spinbox, ajustando los parametros que a
continuacion se detallan, para la correcta formacion del cono de Taylor y la obtencién de un
velo adecuado sobre los sustratos seleccionados de algodén crudo y film de aluminio. Los
parametros, con sus correspondientes unidades han sido:

-Voltaje (kilovoltios, kV)

-Velocidad de bombeo o caudal (litros/minuto, I/min)

-Tiempo de electrohilado (minutos, min)

-Distancia entre calibre y el colector (centimetros, cm)

-Calibre del capilar (Galga, G)

-Condiciones ambientales: Temperatura (grados, °C) y humedad (porcentaje, %).
En todas las muestras, se mantuvo constante:

-Tiempo electrohilado de 15 minutos.

-Calibre de la aguja de 22G.
Las condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa son registradas pero no
controlables.
En la tabla 11 se muestran los valores de los parametros de electrohilatura registrados que

difieren entre las distintas muestras:
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N° MUESTRA Voltaje (kV) Caudal Distancia T°Amb Hr (%)
(ml/h) (cm) (°C)
Muestra 1 PUL 9% 19,5 1,5 15 23,3 38
Muestra 2 PUL 20% 15,5 0,5 15 22,3 38
Muestra 3 PUL 9% 0,5M NaCl 21,0 0,5 12 22,3 38
Muestra 4 PUL 9% 0,5M citratoNa Nd* Nd* Nd* 22,3 38
Muestra 5 PUL 9% 0,1M NaCl 17,7 0,8 15 25,0 55
Muestra 6 PUL 9% 0,2M NaCl 15,7 0,8 15 25,0 55
Muestra 7 PUL 9% 1M NaCl 18,4-16.8** 0,8 15 25,0 55
Muestra 8 pul 9% 0,05M citratoNa 15,8 0,8 15 23,7 55
Muestra 9 PUL 15% 0,1M NaCl 16,6 0,3 12 23,7 57
Muestra 10 PUL 15% 0,2M NaCl 16,6 0,3 12 23,7 57
Muestra 11 PUL 15% 1M NaCl 17,1 0,3 12 23,7 57
Muestra 12 PUL 15% 20,0 0,5 15 25,3 46
Muestra 13 PUL 20% 16,0 0,5 15 24,1 52
Muestra 14 PUL 20% 0,1M NaCl 19,8 0,35 15 24,6 54
Muestra 15 PVA 9% 19,5 0,5 15 24,6 54
Muestra 16 PUL20% + Aceite 16,3 0,5 15 24,4 60

salvia

Tabla 11. Parametros de proceso de electrohilatura de las diferentes disoluciones
*Nd: No disponible. No pudo electrohilarse la disolucion

**E| valor del voltaje variaba durante el tiempo del proceso de electrohilatura

> Discusion de resultados obtenidas durante el proceso de electrohilado de las

diferentes disoluciones poliméricas

Sobre el proceso de electrohilatura de las muestras se aportan las siguientes

observaciones y discusiones:

v En las disoluciones de pululano, el cono de Taylor se forma a una cierta distancia

de la aguja. Es decir, primero se forma un chorro de polimero y a una distancia

de 1-1,5cm desde la aguja se forma el cono de Taylor. Comportamiento diferente

al mostrado por el PVA donde el cono de Taylor se forma a apenas unos

milimetros de la salida de la aguja.
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v/ Las disoluciones poliméricas con concentraciones altas de sales presentaban
desestabilizacion a altos potenciales y ocasionan ruido o presencia de chispas
en el equipo. Como aparece indicado en la tabla, no se ha podido realizar el
electrohilado de la disolucion de pululano al 9% con citrato sédico al 0,5M por
este motivo.

v' Las condiciones optimas de electrohilado son diferentes en funcion de la
concentracion del polimero, la conductividad y viscosidad presentada por la
disolucién polimérica, teniendo que ajustar los parametros para cada muestra.
Para la obtencién de un velo de nanofibras de pululano al 20% los valores
6ptimos han sido: voltaje 16-16,5kV; caudal 0,5ml/h y distancia del colector de
15cm.

v" Los velos formados cuando las disoluciones eran puras, sin aditivos afiadidos,
eran velos redondos, definidos y consistentes, Por el contrario, cuando la
disolucion contenia sales o surfactantes el velo no era completamente definido,
Si no que presentaba halo difuminado a su alrededor. Esto puede observarse en
las fotografias de los velos adjuntados a continuacion sobre los diferentes
soportes, aunque fundamentalmente sobre el sustrato de aluminio de las figuras
12, 13 y 15. que se trata de polimero pululano disuelto Gnicamente en agua,
frente a las figuras 14 y 16 que la disoluciéon contiene sal y tensioactivo,

respectivamente.
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Muestra Velo sobre soporte de aluminio Velo sobre soporte de algodon

Muestra 12 PUL 15%

Figura 16. Velo de PUL 15% sobre film Figura 17. Velo de PUL 15% sobre

de aluminio. film de aluminio.

Muestra 13 PUL 20%

Figura 18. Velo de PUL 20% sobre film  Figura 19. Velo de PUL 20% sobre

de aluminio. algodoén.

Muestra 14 PUL20%
0,1M NaCl

Figura 20. Velo de PUL 20% 0,1M Figura 21. Velo de PUL 20% 0,1M

NaCl sobre film de aluminio. NaCl sobre algodon.
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Muestra Velo sobre soporte de aluminio Velo sobre soporte de algodon
Muestra 15 PVA9% ‘ :

Figura 22. Velo de PVA 9% sobre film Figura 23. Velo de PVA 9% sobre

de aluminio. algodon.

Muestra 16 PUL20% +

Aceite Salvia

Figura 24. Velo de PUL 20% + aceite Figura 25. Velo de PUL 20% + aceite

sobre film de aluminio. sobre algodon.

7.4.Caracterizacion de los velos electrohilados

Tras la electrohilatura de las diferentes disoluciones se obtuvieron velos de nanofibras que
fueron observadas al microscopio electronico de barrido (FESEM), realizado prueba de
solubilidad, ensayo de adhesion y estudio de transpirabilidad.

Adicionalmente, a la disolucién de pululano con aceite esencial de salvia, se le ha realizado

un ATR-FTIR para comprobar la presencia de aceite esencial en el velo de nanofibras.

7.4.1. FESEM - Microscopia electronica de barrido de emision de campo
Con las condiciones indicadas en el punto 6.3.10., se observaron las muestras bajo
diferentes aumentos. Se adjuntan algunas de las imagenes mas significativas obtenidas por

microscopia electrénica de barrido:

e Muestra 1 PUL 9%

Se puede observar ,en las figuras 26 y 27, que se forma velo de nanofibras pero con una

elevada cantidad de microesferas y cordones en las nanofibras, que no dan continuidad al
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velo. Esto probablemente es debido a que la disolucién polimérica no dispone la suficiente
viscosidad.

Figura 26. Imagen FESEM a 1500x del velo de Figura 27. Imagen FESEM 5000x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 9%. nanofibras de la muestra de PUL 9%.

e Muestra 2 PUL 20%

A la concentracion del 20%, la disolucion ya dispone de suficiente viscosidad y forma
nanofibras homogéneas. Podemos ver en las figuras 28 y 29, elementos similares a

“globulos rojos” que se ha observado como elementos caracteristicos de las nanofibras de
pululano.

Figura 28. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 29. Imagen FESEM 2500x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 20%. nanofibras de la muestra de PUL 20%.

e Muestra 3 PUL 9% 0,5M NaCl

Se ha observado que al anadir concentracion elevada de sales, disminuye
considerablemente las microesferas por el aumento de la conductividad de la disolucion
polimérica, pero da lugar a crateres en la superficie del velo y a nanofibras aplanadas y no

homogéneas en grosor. Por el aspecto que muestra las nanofibras en las imagenes FESEM,
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en las figuras 30 y 31, parece que disolvente no se ha evaporado totalmente cuando llega

al colector

Figura 30. Imagen FESEM a 500x del velo de Figura 31. Imagen FESEM 5000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,5M nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,5M
NaCl. NaCl.

e Muestra 4 PUL 9% 0,5M Citrato

No se pudo electrohilar debido fundamentalmente a la variacién elevada del voltaje
establecido y, también, a la presencia de ruido y chispas en el equipo, por lo que no se

dispone muestra para observar en el FESEM.

e Muestra 5 PUL 9% 0,1M NaCl

En las figuras 32 y 33, mostradas a continuacién, se puede percibir como la adicién de sales
a una concentracion baja de 0,1M no ha mejorado el aspecto del velo, presentandose

multitud de microesferas y cordones en las nanofibras, asi como ramificaciones.

5 L % : 2 = W

Figura 32. Imagen FESEM a 5000x del velo de Figura 33. Imagen FESEM 6000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,1M nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,1M
NaCl. NaCl.
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e Muestra 6 PUL 9% 0,2M NaCl

A pesar del aumento de la concentraciéon de sales que aumenta la conductividad de la

disolucién polimérica, no es suficiente para contrarrestar la baja viscosidad y se siguen
observando fibras ramificadas, microesferas y cordones perlados, tal y como reflejan las

imagenes 34y 35.

Figura 34. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 35. Imagen FESEM 2700x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,2M nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,2M
NaCl. NaCl.

e Muestra 7 PUL 9% 1M NaCl

La elevada concentracion de sal provoca un elevado aumento de la conductividad que se ha

traducido en la ausencia completa de nanofibras. Si que se pueden observar pequenos
cristales de sal que se han depositados sobre el sustrato al evaporarse el disolvente durante
el proceso de electrohilatura, microesferas y lo que simulan ser nanofibras fundidas (Figuras
36y 37).
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Figura 36. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 37. Imagen FESEM 5000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 9% 1M NaCl. nanofibras de la muestra de PUL 9% 1M NaCl.
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e Muestra 8 PUL 9% 0,05M Citrato

La adicion de citrato sodico a la concentracion de 0,05M, ha permitido el electrohilado, pero

tampoco ha aportado la conductividad suficiente para mejorar el comportamiento de la
disolucién polimérica, ya que como se aprecia en las figuras 38 y 39, apenas hay velo

formado y domina la presencia de microesferas y nanofibras ramificadas con cordones.
. s 3 Do o ; e & ‘,‘

Figura 38. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 39. Imagen FESEM 10000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,05M nanofibras de la muestra de PUL 9% 0,05M

Citrato sodico. Citrato sodico.

e Muestra 9 PUL 15% 0,1M NaCl

El aumento de la concentracion del polimero de la disolucién al 15%w/v junto con la adicion

de sal a baja concentracion mejora considerablemente el velo formado, debido al aumento
de viscosidad y conductividad. En las figuras 40 y 41 se advierten nanofibras mas
homogéneas, la ausencia de microesferas quedando Gnicamente los elementos en forma

de glébulos caracteristicos del pululano electrohilado.

Figura 40. Imagen FESEM a 2500x del velo de Figura 41. Imagen FESEM 10000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 15% 0,1M nanofibras de la muestra de PUL 15% 0,1M
NaCl. NaCl.
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e Muestra 10 PUL 15% 0,2M NaCl

Al aumentar la concentraciéon de sal empeora el efecto sobre el velo, como se muestra en

las imagenes 42 y 43, con presencia de microesferas y cordones perlados.

Figura 42. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 43. Imagen FESEM 5000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 15% 0,2M nanofibras de la muestra de PUL 15% 0,2M
NaCl NaCl

e Muestra 11 PUL 15% 1M NaCl

El aumento de la cantidad de sal, contrarresta el efecto de la viscosidad y se obtiene un velo

de fibras planas y adheridas al sustrato, presentando un aspecto de fundido como muestran
las figuras 44 y 45.

Figura 44. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 45. Imagen FESEM 5000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 15% 1M NaCl. nanofibras de la muestra de PUL 15% 1M NaCl.
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e Muestra 12 PUL 15%

En la figura 46 se pueden observar que la disolucion de pululano al 15% electrohila

nanofibras uniformes, no presentando microesferas; pero, tal y como se puede observar en

la figura 47, se muestra globulos caracteristicos.
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Figura 46. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 47. Imagen FESEM 5000x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 15%. nanofibras de la muestra de PUL 15%.

e Muestra 13 PUL 20%

Con el aumento de la concentracion del polimero, se aprecia una disminucion de los glébulos

en el velo y una mejora de la homogeneidad de las nanofibras tanto en grosor como en

1A\
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%

Figura 48. Imagen FESEM a 500x del velo de Figura 49. Imagen FESEM 5000x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 20%. nanofibras de la muestra de PUL 20%.
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e Muestra 14 PUL 20% 0,1M NaCl

La combinacién de una alta concentracién de pululano, que conlleva un aumento de la

viscosidad de la disolucion, junto con la adiciébn de una baja concentracion de sal se ha
traducido en una reduccion completa de los glébulos en el velo y la obtencién de una red de

nanofibras regular y uniforme (figuras 50y 51).

4
FIB Ima SEM Pixel Avg. Fl DKV:5D pA

Figura 50. Imagen FESEM a 2500x del velo de Figura 51. Imagen FESEM 15000x del velo de
nanofibras de la muestra de PUL 20% 0,1M nanofibras de la muestra de PUL 20% 0,1M
NaCl. NaCl.

e Muestra 15 PVA 9%

El velo obtenido con la disolucion del polimero de PVA al 9%, como se muestra en las figuras

52y 53, contiene nanofibras homogéneas y sin la presencia de esferas o cordones de perlas.
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Figura 52. Imagen FESEM a 1000x del velo de Figura 53. Imagen FESEM 5000x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 9%. nanofibras de la muestra de PVA 9%.
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e Muestra 20 PUL 20% + ACEITE SALVIA

La disolucién de pululano con aceite de salvia se ha preparado con la adicion de un
tensioactivo para favorecer la emulsion. Es por ello, que el surfactante actlia sobre la tensién
superficial mejorando el proceso de electrohilado y con ello, se observan menor niimero de
elementos globulares que la muestra que contiene sélo el polimero. Sin embargo, los
glébulos observados (como se muestra en la figura 55), presenta poros que indica la
evaporacion del disolvente. Las fibras obtenidas tienen una apariencia homogénea, pero
cuando se observa a mayores aumentos, como se muestra en la figura 57, presenta
pequenos engrosamientos debido al aceite encapsulado y una superficie rugosa ocasionada

por la deposicion del aceite sobre la fibra,

Figura 54. Imagen FESEM a 500x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 20% + Aceite.  nanofibras de la muestra de PVA 20% + Aceite.
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Figura 56. Imagen FESEM 8000x del velo de Figura 57. Imagen FESEM 10000x del velo de

nanofibras de la muestra de PUL 20% + Aceite.  nanofibras de la muestra de PUL 20% + Aceite.
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» Discusion de resultados obtenidos con la caracterizaciéon con FESEM
-La disminucién de la concentracion del polimero pululano en la disolucién da lugar a la
presencia de un velo con presencia de microesferas y perlas, no formandose nanofibras
homogéneas. Esto es debido por la baja viscosidad de la solucion por lo que la fuerza
viscoelastica que opone las fuerzas de Coulomb no es suficiente para crear fibras lisas y dan
lugar a los elementos perlados [63].
-La adiciéon de diferentes sales a la disolucion polimérica de baja concentracion de pululano
(9% w/v), no compensa la baja viscosidad, manteniendo las mismas estructuras esféricas y
elementos perlados observados al FESEM; asi mismo, se obtienen nanofibras ramificadas
ocasionado probablemente porque no se ha generado un chorro estable durante la extrusion
debido a las fuerzas electroestaticas producidas por la elevada conductividad [61]. Incluso
en algunas de las muestras de las disoluciones el electrohilado ha sido deficiente o incluso
no llegandose a obtener el velo. En concentraciones superiores a los 0,5M se observa un
aspecto de las nanofibras planas y fundidas (como se observa en las figuras 31, 37 y 45).
Es por ello, que concentraciones altas de sales, aunque producen una mejora de la
conductividad, no mejoran el proceso de electrohilado.
-A partir de la concentracion de pululano del 15% ya se obtienen nanofibras bien formadas,
homogéneas y regulares. Destacar la presencia de elementos tipo glébulos, que son
caracteristicos de los velos de nanofibras compuestos solo por el disolvente y el polimero.
-El aumento de la concentracion de pululano mejora el aspecto de las nanofibras y reduce
los elementos globulares en el velo, debido al aumento de la viscosidad que conlleva.
-A la concentracion de 20% de pululano, si se le adicional una concentracion baja de cloruro
sédico (0,1M), optimiza el proceso de electrohilado al aumentar la conductividad de la
disolucién, desapareciendo los elementos globulares en el velo.
-La disolucién de PVA al 9%, tal y como se habia demostrados en estudios anteriores, da
lugar a la formacion de nanofibras uniformes, aunque también se observa microesferas en
el velo.
-En la muestra de pululano con el aceite de salvia se ha observado engrosamiento de las
fibras por la incorporacion en el interior de fibra del aceite, asi como la deposicion superficial.
Ademas, los elementos globulares presentan poros visibles que indican la evaporacion del

contenido durante el proceso de electrohilarura,

7.4.1. Analisis imagenes FESEM: Mediciones
Se ha escogido imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de las diferentes
muestras y se han realizado mediciones de las nanofibras y elementos caracteristicos

obtenidos. En las siguientes imagenes y tablas se indican los valores registrados:
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e Muestra 1 PUL 9%

Figura 58. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras
de la muestra PUL 9%.

e Muestra 2 PUL 20%

Figura 59. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras
de la muestra PUL 20%.

Punto Medida (micras)
1-Microesfera 3,765
2-Corddn 0,358
3-Nanofibra 0,139
4- Nanofibra 0,104
5- Nanofibra 0,105

Tabla 12. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 58.

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,291
2- Nanofibra 0,274
3- Nanofibra 0,235

Tabla 13. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 59.
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e Muestra 3 PUL 9% 0,5M NaCl

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,181
2- Nanofibra 0,181
3- Nanofibra 0,159
4- Nanofibra 0,131
Figura 60. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras Tabla 14. Valores en micras de los
de la muestra PUL 9% 0,5MNaCl. elementos medidos en la imagen 60.

e Muestra 4 PUL 9% 0,5M Citrato

Imagen no disponible, ya que la muestra no se ha podido electrohilar.

e Muestra 5 PUL 9% 0,1M NaCl

Punto Medida (micras)

1-Microesfera 1,110

2-Cordén 0,178

3-Nanofibra 0,022

4- Nanofibra 0,022

5- Nanofibra 0,019

Figura 61. Imagen FESEM 6000x del velo de nanofibras Tabla 15. Valores en micras de los
de la muestra PUL 9% 0,1MNaCl. elementos medidos en la imagen 61.
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e Muestra 6 PUL 9% 0,2M NaCl

Figura 62. Imagen FESEM 36000x del velo de
nanofibras de la muestra PUL 9% 0,2MNaCl.

Figura 63. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras
de la muestra PUL 9% 1MNaCl.

Punto Medida (micras)
1- Cord6n 0,074
2-Nanofibra 0,030
3-Nanofibra 0,032
4- Nanofibra 0,022

Tabla 16. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 62.

Punto Medida (micras)
1- Microesfera 3,219
2-Cristal sal 1,037
2-Cristal sal 0,826

Tabla 17. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 63.
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e Muestra 8 PUL 9% 0,05M Citrato

Figura 64. Imagen FESEM 20000x del velo de

nanofibras de la muestra PUL 9% 0,05MCitrato sodico.

e Muestra 9 PUL 15% 0,1M NaCl

Figura 65. Imagen FESEM 10000x del velo de
nanofibras de la muestra PUL 15% 0,1MNaCl.

Punto Medida (micras)
1- Nanofibra 0,020
2-Nanofibra 0,028
3-Nanofibra 0,021
4- Cordén 0,146

Tabla 18. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 64.

Punto Medida (micras)
1- Nanofibra 0,075
2-Nanofibra 0,076
3-Nanofibra 0,067

Tabla 19. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 65.
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e Muestra 10 PUL 15% 0,2M NaCl

Punto Medida (micras)
1- Nanofibra 0,045
2-Nanofibra 0,056
3-Nanofibra 0,035
4-Microesfera 0,679
5-Cordén 0,230
Figura 66. Imagen FESEM 10000x del velo de Tabla 20. Valores en micras de los
nanofibras de la muestra PUL 15% 0,2MNaCl. elementos medidos en la imagen 66.
e Muestra 11 PUL 15% 1M NaCl
Punto Medida (micras)
1- Nanofibra 0,166
2-Nanofibra 0,182
3-Nanofibra 0,206
Figura 67. Imagen FESEM 10000x del velo de Tabla 21. Valores en micras de los
nanofibras de la muestra PUL 15% 1MNaCl. elementos medidos en la imagen 67.
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e Muestra 12 PUL 15%
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Figura 68. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras
de la muestra PUL 15%.

e Muestra 13 PUL 20%
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Figura 69. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras
de la muestra PUL 20%.

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,318
2-Nanofibra 0,215
3-Nanofibra 0,210

Tabla 22. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 68.

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,320
2-Nanofibra 0,291
3-Nanofibra 0,294

Tabla 23. Valores en micras de los

elementos medidos en la imagen 69.
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e Muestra 14 PUL20% 0,1M NaCl

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,222
2-Nanofibra 0,117
3-Nanofibra 0,117
4-Nanofibra 0,222

Figura 70. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras Tabla 24. Valores en micras de los

de la muestra PUL 20% 0,1MNaCl. elementos medidos en la imagen 70.

e Muestra 15 PVA9%

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,235
2-Nanofibra 0,245
3-Nanofibra 0,215
Figura 71. Imagen FESEM 5000x del velo de nanofibras Tabla 25. Valores en micras de los
de la muestra PVA9%. elementos medidos en la imagen 71.
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e Muestra 16 PUL20% + Aceite Salvia

Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,390
2-Nanofibra 0,350
3-Nanofibra 0,324
4-Cordon 2,834
Figura 72. Imagen FESEM 4000x del velo de nanofibras Tabla 26. Valores en micras de los
de la muestra PUL 20% con Aceite de salvia. elementos medidos en la imagen 72.
Punto Medida (micras)
1-Nanofibra 0,453
2-Nanofibra 0,399
3-Nanofibra 0,477
4-Nanofibra 0,432
5-Nanofibra 0,289
Figura 73. Imagen FESEM 10000x del velo de Tabla 27. Valores en micras de los
nanofibras de la muestra PUL 20% con Aceite de salvia. elementos medidos en la imagen 73.
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Para realizar la comparativa, se resumen los valores obtenidos en la tabla 28:

Nanofibras | Nanofibras | Nanofibras | Microesfera| Corddn
Muestra 1 PUL 9% 0,139 0,104 0,105 3,765 0,358
Muestra 2 PUL 20% 0,291 0,274 0,235 - -
Muestra 3 PUL 9% 0,5M NaCl 0,181 0,159 0,131 - -
Muestra 4 PUL 9% 0,5M Citrato *Nd *Nd *Nd *Nd *Nd
Muestra 5 PUL 9% 0,1M NaCl 0,022 0,022 0,019 1,110 0,178
Muestra 6 PUL 9% 0,2M NaCl 0,030 0,032 0,022 - 0,074
Muestra 7 PUL 9% 1M NaCl wx *k xR 3,219
Muestra 8 PUL 9% 0,05M Citrato 0,020 0,028 0,021 - 0,146
Muestra 9 PUL 15% 0,1M NaCl 0,075 0,076 0,067 -
Muestra 10 PUL 15% 0,2M NaCl 0,045 0,056 0,035 0,679 0,230
Muestra 11 PUL 15% 1M NaCl 0,166 0,182 0,206 - -
Muestra 12 PUL 15% 0,318 0,215 0,210 - -
Muestra 13 PUL 20% 0,320 0,291 0,294 - -
Muestra 14 PUL20% 0,1M NaCl 0,222 0,117 0,117 - -
Muestra 15 PVA9% 0,235 0,245 0,215 - -
Muestra 16 PUL20% + Aceite Salvia 0,390 0,350 0,324 - 2,834

0,453 0,399 0,477

Tabla 28. Resultados de las mediciones de nanofibras y elementos de las diferentes muestras.

*Nd: Muestra no disponible porque no se pudo electrohilar.

**: No hay nanofibras formadas.

> Discusién de resultados obtenidos con analisis imagenes FESEM: Mediciones

-La adicién de sales produce una disminucion del diametro de las nanofibras, asi como de
las microesferas y cordones.

-En disoluciones en las que solo esta presente el PUL, hay una relacion de mayor
concentracién de polimero con la obtencién de nanofibras de mayor diametro.

-Los diametros de las nanofibras de disoluciéon polimérica de pululano al 20%, a las
condiciones de electrohilatura comentadas anteriormente, oscilan entre los 225-320nm.
-El diametro obtenido de las nanofibras de la disolucion polimérica de PVA al 9% son
similares a la obtenidas del PUL 15%.

-La muestra 16 con aceite de salvia, las fibras presentan un engrosamiento debido a la
deposicion superficial del aceite sobre las fibras, dando un didmetro medio de las muestras

analizadas de 400nm.

7.4.2. Prueba de solubilidad
La determinacion de la solubilidad de los velos de nanofibras obtenidos de pululano al 20%

(Muestra 13) y del PVA al 9% (muestra 15), se ha realizado utilizando como solvente el agua.
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Para ello, se ha cogido 3 velos de cada uno de los polimeros y se han sumergido en placas
con agua destilada a temperatura ambiente. Se ha determinado si los velos son solubles o
no; y, en el caso de ser solubles, se ha determinado el tiempo de solubilizacién en el
disolvente escogido.

En las figuras 74 y 75, puede ver los velos de cada polimero y el material utilizado para el

ensayo.

Figura 74. Muestras de Pululano 20% para el ensayo de solubilidad en agua.

Figura 75. Muestras de PVA 9% para el ensayo de solubilidad en agua.

En el caso del pululano, las 3 muestras se han disuelto de forma instantanea. Incluso por
capilaridad ascendia el agua y el velo se disolvia sin necesidad de introducirlo en la

disolucién (figuras 76 y 77).
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Figura 76. Solubilidad presentada por el velo Figura 77. Disolucion completa e inmediata del

de pululano en agua pululano en agua

Por otro lado, el PVA ha mostrado también un caracter soluble pero no de forma instantanea.
Como se puede observar en la figura 78, el velo se mantenia sin solubilizarse tras introducirlo
en el agua y, aproximadamente a los 30 segundos se ha disuelto. Pero una pequena lamina
transparente ha permanecido e incluso con agitacion con ayuda de una varilla para favorecer
su disolucién, quedando finalmente este pequeno resto insoluble tras los dos minutos del

ensayo (figura 79).

Figura 79. Resto insoluble de PVA que ha

Figura 78.Velo de PVA 9% durante la prueba de
solubilidad

permanecido tras dos minutos de inmersion en

el solvente
» Conclusiones parciales obtenidas del ensayo de solubilidad

-El velo de PVA 9% es soluble, pero no de forma inmediata y, tras el tiempo establecido en el

ensayo, ha quedado una pequeia porcion insoluble.
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-En contraste, el velo de pululano 20% electrohilado presenta una elevada solubilidad en
agua, siendo esta instantanea y no dejando restos, siendo por lo tanto, mas soluble que el

velo de PVA 9% con el que se ha comparado.

7.4.3. Prueba de adhesion

El ensayo de adhesion se ha efectuado sobre las muestras electrohiladas sobre sustrato de
papel de aluminio. La evaluacién de la adhesién del velo sobre sustrato textil de algodén no
se ha llevado a cabo debido a que el velo se desprende facilmente del tejido, lo cual hace
que dicha evaluacion carezca de coherencia.

Se han cortado pequenas probetas de aproximadamente 4cm?2 de cada una de las muestras
del sustrato textil electrohilado con cada polimero. Se ha colocado un trozo de lamina de
acetato con las dimensiones levemente superiores a la muestra, de tal forma que sobresale
de la misma. En las figuras 80 y 81 se puede observar imagenes del ensayo, cuando se han
colocado la lamina de acetato sobre cada trozo de muestra. El ensayo se ha realizado por

duplicado, utilizando tres trozos de sustrato de aluminio con nanofibras de cada polimero.

Figura 81. Muestras de ALU+PVA9% con la lamina de acetato

Tras colocar los pesos especificados durante 2 minutos, se han retirado y, con ayuda de unas
pinzas, se ha despegado la lamina de acetado del velo y se ha evaluado el grado de adhesion
de cada una de las muestras. En la figura 82 puede observarse los pesos utilizados sobre
las muestras durante el tiempo estipulado en el test.
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Figura 82. Pesas utilizadas en la prueba de adhesion sobre las muestras.

En la figura 83, se puede observar como se puede percibir de forma sencilla si se ha

desprendido velo durante la prueba y ha quedado adherida a la ldamina de acetato.

Figura 83. Lamina de acetato con resto de velo.

Para ello, se ha observado si la cara de la lamina de acetato en contacto con el velo,
presentaba trozos del velo que habia sido arrastrado una vez retirada. En las figuras 84 y 85

puede observarse los resultados obtenidos por duplicado para cada una de las muestras.

Figura 84. Laminas de acetato y muestras pululano 20% tras la prueba de adhesion
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Figura 85. Lamina de acetato y muestras PVA 9% tras la prueba de adhesion

Comparativa de ambos polimeros puede verse en la figura 86 donde se muestran todos los

resultados de todas las muestras ensayadas.

PULULANG 20%

Figura 86. Comparativa de los resultados de los dos polimeros, arriba el pululano 20% y abajo el PVA
9%.
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La evaluacion de los resultados se ha realizado de forma cualitativa, siguiendo el siguiente
método y observando la cantidad de velo depositada sobre la lamina de acetato tras retirar

el peso y separarla de la muestra:

Grado de Adhesion

Buena adhesiéon nanofibras-textil

Presencia de velo en la ldamina de acetato

No hay nanofibras sobre el acetato

Hay pocas nanofibras sobre el acetato Adhesion media nanofibras-textil

Todas las nanofibras se encuentran en Mala adhesién nanofibras-textil

el acetato

Tabla 29. Evaluacién cualitativa del grado de adhesion.

En base a este criterio, se obtiene las siguientes evaluaciones representadas en la tabla 30:

Pesa 200g

Pesa 297g

Pesa 594¢g

Velo pululano 20% - 1

Adhesion media

Adhesion media

Adhesion media

Velo pululano 20% - 2

Buena adhesion

Buena adhesion

Buena adhesion

Velo PVA9% -3

Adhesion media

Adhesion media

Adhesion media

Velo PVA9% -4

Adhesion media

Adhesion media

Adhesion media

Tabla 30. Grado de adhesion del velo de nanofibras de pululano 20% y PVA 9%, tras someterlos a

los diferentes pesos.

En 3 laminas de las muestras de pululano se observa restos de velo, todas ellas,
pertenecientes al mismo velo (Velo 2), pero diferentes pesos. Por el contrario, en las
muestras del velo 1 de pululano no se aprecia que haya restos de velo en ninguna de las
ldminas.

En cambio, en todas las laminas de las muestras de PVA presenta pequenos restos de velo.

> Discusién de resultados obtenidos con la caracterizacion del ensayo de adhesion.
Los velos de nanofibras del polimero pululano presenta una mayor adhesion al sustrato de

aluminio y mejor integridad tras someterlo a diferentes fuerzas que el polimero de PVA.

7.4.4. Prueba de transpirabilidad
Se ha cortado la probeta de cada una de las muestras de tejido de algod6n con el velo de
nanofibras de PVA al 9% y de pululano al 20% y se ha sometido a la prueba de
transpirabilidad.
Se ha medido inicialmente la muestra del sustrato textil sin electrohilar para determinar la

transpirabilidad que presenta el tejido de algoddn por si solo.
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Figura 87. Muestras de algodoén en el ensayo de transpirabilidad

Posteriormente, se ha realizado el ensayo con las muestras de algodon electrohiladas. Para
ello, se ha colocado sobre la superficie de ensayo con especial cuidado y comprobando que
el velo cubria por completo el area por dénde se hace pasar el flujo de aire. Las muestras se
han colocado con el velo en la parte superior, de tal forma que el velo es la primera capa que
entra en contacto con el flujo de aire y posteriormente esta el tejido de algodon. Puede

observarse como se ha colocado la muestra en la figura 89.

Figura 88. Montaje para el ensayo de Figura 89. Muestra electrohilada,

transpirabilidad de las muestras el velo queda en la parte superior

Por Gltimo, y aprovechando que el velo se despega con facilidad del sustrato textil ensayado,
se ha determinado la resistencia al paso del aire solo del velo. Puede observarse la muestra

del velo tras el ensayo en la figura 90.

78



Figura 90. Velo de PUL tras la prueba de transpirabilidad.

En las tablas 31 al 35 se detallan los resultados obtenidos, de la muestra de algodén crudo
(CO crudo), de las muestras de algodén electrohilada con PVA (CO + PVA9%), muestra de
algodén electrohilada con pululano (CO+pululano20%), asi como, la diferencia de presion
registrada de cada uno de los velos sin sustrato textil (Velo PVA9% y Velo pululano20%).
También se ha registrado el caudal de aire (litro/minuto) indicado por el equipo en cada una
de las mediciones. Cada una de las mediciones se han llevado a cabo sobre tres probetas

diferentes de cada una de las muestras.

Muestra Caudal aire (litro/minuto) | AP (Pa)
CO crudo 8,4 53,6
CO crudo 8,2 46,9
CO crudo 8,2 56,8
Media 52,4

Tabla 31. Resultados de AP (Pa) tejido sustrato de algodén crudo.

Muestra Caudal aire (litro/minuto) | AP (Pa)
CO+PVA9% 7,8 3730,2
CO+PVA9% 7,8 2858
CO+PVA9% 7,5 3830

Media 3472,73

Muestra Caudal aire (litro/minuto) | AP (Pa)
Velo PVA9% 7,8 3637,7
Velo PVA9% 7,8 2780

Tabla 32. Resultados de AP (Pa) tejido sustrato de algodén con el velo de nanofibras de PVA9%.
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Velo PVA9% 7,8 2980
Media 3132,57
Tabla 33. Resultados de AP (Pa) del velo de nanofibras de PVA 9%.

Muestra Caudal aire (litro/minuto) | AP (Pa)
CO+pululano20% 7,7 3480
CO+pululano20% 7,7 3504
CO+pululano20% 7,6 3497

Media 3493,67
Tabla 34. Resultados de AP (Pa) tejido sustrato de algod6n con el velo de nanofibras de Pululano
20%.

Muestra Caudal aire (litro/minuto) | AP (Pa)
Velo pululano20% 7,7 3373,4
Velo pululano20% 7,7 3410
Velo pululano20% 7,6 3384

Media 3389,13

Tabla 35. Resultados de AP (Pa) del velo de nanofibras de Pululano 20%.

La tabla 36, es un resumen y comparativa de los resultados de las muestras:

Muestra AP (Pa)
CO crudo 52,43

CO+PVA9% 3472,73
CO+pululano20% 3493,67
Velo PVA9% 3132,57
Velo pululano20% 3389,13

Tabla 36. Comparativa de los resultados de las diferentes muestras sometidas al ensayo de

transpirabilidad.

Ademas, en la medicién de transpirabilidad se observa una estabilidad en el mantenimiento
de la diferencia de presion registrada de las muestras de pululano, tanto la que contiene el
sustrato textil como la del velo solo. Sin embargo, las muestras con nanofibras de PVA
presenta un valor inicial de diferencia de presidén que progresivamente va descendiendo, no

manteniendo la impermeabilidad al aire inicialmente registrada.
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> Discusion de resultados obtenidos con la prueba de transpirabilidad.
Los velos de nanofibras del polimero pululano presenta una menor transpirabilidad v,
consecuentemente, una mayor impermeabilidad al aire. Ademas, esta impermeabilidad es

mas estable durante el ensayo, indicando que el velo de nanofibras es mas consistente.

7.4.5. ATR-FTIR
La muestra 16 del velo de pululano 20 % con aceite de salvia y muestra 13 del velo de
pululano al 20%, han sido analizada mediante ATR-FTIR.
La grafica 3 representa el espectro de infrarrojos del velo de pululano 20% (muestra 13),

donde se representa la absorbancia frente a nimero de onda:
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Grafica 3. Espectro IR del velo de pululano electrohilado al 20%

El espectro de la grafica 3 es caracteristica del pululano, conforme a la bibliografia
consultada [77], destacando los picos o bandas de absorcion:
- 3337 cm-t caracteristico de vibraciones de estiramiento de enlace -OH, tipica de las
estructuras de polisacaridos.
- 2928 cm1 que se corresponde con las vibraciones de enlace C-H de los grupos
metilo.
- 1639 cm-1 perteneciente a la vibracion de estiramiento de O-C-O en el pululano.
- 1354 cm1 del enlace C-OH
- 1149 cm1 del estiramiento del enlace C-O-C.
- 1078 cm-1 vibracion de C-O-H

-1021 cm? relacionados con la vibracion del enlace C-O.
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- Bandas de absorcién especifica de los enlaces o- a-(1,4) y a-(1,6)-D-glicosidicos a

742y 931 cmly el pico a 854 cm-! de las unidades a-D-glucopiranésido.

Ademas, se ha realizado el analisis ATR-FTIR del velo de la muestra 16 (Velo pululano 20%
con aceite de salvia). A continuacion, se adjunta el espectro (grafica 4) obtenido junto con

los espectros del pululano y el aceite de salvia.
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Grafica 4. Espectro IR comparativo del velo de pululano electrohilado al 20% con aceite de salvia
frente a los espectros individuales del pululano 20% y aceite de salvia

En la grafica 4 puede observarse que muchas de las bandas caracteristicas del aceite salvia
se solapan con las bandas infrarrojas del pululano, fundamentalmente entre los niimero de
onda 900y 1100 cm-1. No obstante, cabe destacar como en el espectro del velo de pululano
con aceite de salvia aparecen picos caracteristicos del aceite de salvia como es la banda de
absorcion a 1745 cm-! (banda caracteristica del grupo carbonilo), 1374 cm? (fragmento
estructural del tipo C(CH3)2, 1463 cm- (anillo aromatico), el pico 2965 cm-1 (especifico del
B-linalool puro), 1170 cm-t (una banda caracteristica para el enlace éter tipo CHz-CH-CHz) y

el pico 1260 cm-1 (enlace tipo éter C-O-C).

» Discusion de resultados obtenidos con el andlisis ATR-FTIR.
-Se ha obtenidos los espectros de los componentes independientes velo pululano 20% y
aceite de salvia, presentando las bandas de absorcién caracteristicas de los enlaces

quimicos de las moléculas que lo componeny, por lo tanto, corroborando su identificacion.
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-El espectro de la muestra 16 correspondiente al velo de pululano 20% + aceite, confirma la
presencia de aceite de salvia en las nanofibras de pululano, ya que aparecen bandas de
absorcion especificas del aceite de salvia.

-Se demuestra que el velo de nanofibras de pululano obtenido por electrospinning puede ser

vehiculo de activos y éstos quedan atrapados o depositados sobre la superficie del mismo.
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8. CONCLUSIONES

El pululano es un polimero natural obtenido principalmente del hongo Aureobasidium
pullulans. En los Ultimos anos ha despertado un gran interés en aplicaciones industriales y
biotecnolégicas debido a sus propiedades caracteristicas y su biodegradabilidad,
biocompatibilidad y no toxicidad. Esta evolucion al alza en estudios, patentes y productos a
base de este polisacarido ha estado vinculada a la investigacion y desarrollo de nuevas
técnicas para su produccion y numerosas aplicaciones.
Concretamente, la obtencion de nanofibras de pululano mediante la técnica de
electrospinning es objeto de investigaciones y estudios en los Ultimos anos, utilizandose los
velos obtenidos en la ingenieria de tejidos, liberacion controlada de farmacos,
recubrimientos y materiales compuestos, entre otras. Es por ello, que la técnica de
electrospinning del pululano esta en constante investigacion y desarrollo, con el objetivo de
mejorar la calidad de las nanofibras, controlar su tamano y morfologia, y ampliar adn mas
sus aplicaciones potenciales en diversos campos.
Con el presente estudio se ha pretendido fabricar velos no tejidos de nanofibras de pululano
mediante la técnica de electrohilatura, estableciendo los parametros que influyen y los
valores 6ptimos del proceso de electrohilatura de este polimero, comparandolo de forma
paralela con el polimero PVA, utilizado en estudios previos. Los resultados obtenidos han
permitido alcanzar las siguientes conclusiones:
-Para obtener un velo de nanofibras de pululano equiparable al obtenido con el PVA
al 9%, se necesita concentraciones de pululano superiores al 15%, siendo los
resultados 6ptimos obtenidos a la concentracion del 20% w/v del polisacarido en la
disolucién polimérica.
-Las condiciones 6ptimas para el electrohilado de una disolucién polimérica del 20%
de pululano es de un voltaje de 16-16,5kV, caudal de 0,5ml/h, distancia del capilar
al colector de 15 cm.
-Ademas se ha determinado que, a porcentajes del 15% y 20% de pululano, adicionar
sales a concentraciones de 0,1M mejora la conductividad de la disolucién, que se
refleja en la uniformidad de las nanofibras obtenidas y la ausencia en el velo de
microesferas, cordones o elementos globulares, Sin embargo, concentraciones mas
altas de sales, provoca nanofibras muy finas, con ramificaciones y elevada presencia
de microesferas y perlas o incluso impide el proceso de electrospinning dando lugar

a nanofibras planas y de apariencia de polimero fundido.
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-El velo no tejido de pululano obtenido, presenta mejores caracteristicas de
impermeabilidad al aire, adhesién al sustrato estudiado y solubilidad en el agua, que
el mostrado por el velo de PVA al 9%. Por ello, se presenta como una alternativa al
alcohol de polivinilo con la posibilidad de ampliar los campos de aplicacién, asi como
explotar estas propiedades, por ejemplo en su uso en contacto con la piel por su
mejor adhesion, mayor solubilidad y su impermeabilidad pudiendo mantener la piel
protegida mientras el velo de pululano ejerce su actividad.

-En lo que respecta a la encapsulacién o utilizacion del velo de pululano como
vehiculo de principios activos, se ha comprobado que es posible funcionalizar el velo
con aceite de salvia, y esto es ampliable a multitud de activos y, consecuentemente,
de las posibles aplicaciones en el campo cosmético, médico, alimentario, entre otros.
Al ser el velo de pululano impermeable al aire puede proteger al aceite de salvia de
su exposicion al oxigeno preservando sus propiedades; al mismo tiempo, que el
caracter soluble del velo permitird, cuando se requiera, la liberacién del aceite para

ejercer su funcion.

Con todo lo expuesto, podemos concluir que se ha conseguido cumplir el objetivo

principal y los secundarios marcados en el inicio del estudio.
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9. ACCIONES FUTURAS

Como lineas futuras, se propone:

- La funcionalizacion de los velos de nanofibras: solo se ha realizado la prueba con
un aceite esencial. Se puede utilizar el velo de nanofibra como posible vehiculo de
principios activos y poder destinar este velo a aplicaciones cosméticas, médicas o
alimentarias dada su biocompatibilidad, ausencia de toxicidad y biodegradabilidad.

- Hacer velos de pululano insolubles en agua y determinar sus propiedades y
caracteristicas, lo que puede ampliar las areas y/o funcionalidad de uso.

- El estudio de adhesion sobre otros sustratos textiles para su aplicacion, por ejemplo,
en el campo de textiles sanitarios que junto con la adicién de activos a los velos de
pululano puede obtenerse productos eficaces, funcionales y atractivos.

- Determinar si el velo pululano actla de barrera de protecciéon de los principios
activos que puede contener, protegiéndolo de la degradacion y manteniendo sus
propiedades y caracteristicas intactas,

- Ampliar el estudio de efectos de diferentes aditivos, con el objetivo de reducir la
concentracion del polimero utilizado, lo que reduciria el consumo de la materia prima
y, por lo tanto, su coste; asi como, la dificultad que conlleva el trabajar con

disoluciones con viscosidades tan elevadas.
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10. OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

Se pueden identificar vinculos entre el proceso de electrohilatura de biopolimeros y los
objetivos de desarrollo sostenible, como son:

- La utilizacién de biopolimeros como el pululano o el PVA para la obtencién de velos
mediante el proceso de electrohilado. Los biopolimeros son polimeros naturales o
sintéticos derivados de fuentes renovables, como plantas o microorganismos, y
ofrecen ventajas ambientales sobre los polimeros convencionales derivados del
petréleo. Concretamente, contribuyen a la consecucién de los objetivos:

o ODS 9 - Industria, Innovaciéon e Infraestructura: La electrohilatura de
biopolimeros puede promover la innovacion en la fabricacion de materiales
sostenibles. Al utilizar biopolimeros como materia prima, se fomenta el
desarrollo de industrias mas sostenibles y se reducen los impactos
ambientales asociados con los polimeros convencionales.

o ODS 12 - Produccion y Consumo Responsables: contribuyendo a la
promocion de una produccién y consumo mas sostenibles, ya que al fabricar
fibras nanométricas con biopolimeros, se pueden desarrollar materiales mas
respetuosos con el medio ambiente, con propiedades como la
biodegradabilidad, la compostabilidad o la reduccién de residuos.

- Por la aplicacién de los velos de nanofibras obtenidos. Como por ejemplo:

o ODS 6 (acceso a agua limpia y saneamiento), ODS 3 (salud y bienestar, ODS
12 (produccion y consumo responsables) y ODS 14 (Vida submarina), cuando
los velos de nanofibras se utilizan como filtros en la purificacién de agua, la
liberacion controlada de medicamentos, la fabricacion de materiales

biodegradables y la mejora de la eficiencia energética.
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