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Resumen

El proyecto consiste en la optimizacién de los parametros del proceso de produccién
por electroespray para obtener particulas de copolimeros de acrilato de etilo, metacrilato
de etilo y acido acrilico con forma esférica y didmetros comprendidos entre 1 y 10 micras.
La aplicacién en la que estan pensadas estas particulas es la fabricacién de microgeles para
cultivos celulares. Se emplearan herramientas de disefio de experiencias para optimizar la
distribucién de tamafios de particula, tomando como parametros de disefio la
concentracion de la disolucién de partida, la relacién entre los disolventes utilizados, el
campo eléctrico aplicado, la velocidad de flujo y la distancia entre la aguja y el colector. Se
caracterizard la morfologia de las particulas por microscopia electrénica.

Palabras clave: electroespray, acrilato de etilo, microesferas, microgel






Resum

El projecte consistix en I'optimitzacié dels parametres del procés de produccié per
electroespray per a obtindre particules de copolimers d’acrilat d’etil, metacrilat d’etil i acid
acrilic amb forma esférica i diametres compresos entre 1 i 10 microns. L’aplicacio en qué
estan pensades estes particules és la fabricacid de microgels per a cultius cel-lulars.
S’empraran ferramentes de disseny d’experiencies per a optimitzar la distribucié de
grandaries de particula, prenent com a parametres de disseny la concentracié de la
dissolucié de partida, la relacié entre els dissolvents utilitzats, el camp eléctric aplicat, la
velocitat de flux i la distancia entre I'agulla i el col-lector. Es caracteritzara la morfologia de
les particules per microscopia electronica.

Paraules clau: electroespray, acrilat d’etil, microesferes, microgel
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Abstract

The project consist in the optimization of the parameters of the production process
by electrospray to obtain particles of copolymers of ethyl acrylate, ethyl methacrylate and
acrylic acid with spherical shape and diameters between 1 and 10 microns. The application
in which these particles are intended is the manufacture of microgels for cell cultures.
Design of experiences tools will be employed to optimize the distribution of particle sizes,
using as design parameters the concentration of the starting solution, the ratio of the
solvents used, the applied electric field, the flow rate and the distance between the needle
and the collector. The particle morphology will be characterized by electron microscopy.

Keywords: electrospray, ethyl acrylate, microspheres, microgel
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1. OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Este Trabajo Final de Grado (TFG) formara parte de un proyecto de investigacion
realizado en conjunto por el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (Universitat
Politecnica de Valéncia) y el Hospital “La Fe” (Valencia).

El principal objetivo de este TFG es disefar el proceso de obtencidon de microesferas de
copolimeros basados en acrilato de etilo mediante electroespray, combinando los
parametros que influyen en el proceso para obtener la morfologia final deseada de las
particulas. Estos parametros son la distancia entre la aguja y el colector, la velocidad de
flujo, el campo eléctrico aplicado, la concentracion de la disolucion y los disolventes
empleados.

En segundo lugar, se pretende optimizar los pardmetros influyentes en dicho proceso
mediante técnicas de disefio de experiencias para obtener particulas esféricas del tamafio
deseado. En este caso, se utilizard el método de Disefio Ortogonal de Taguchi.
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2. INTRODUCCION AL PROBLEMA.

2.1. Antecedentes.

El grupo de investigacion del Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular de la UPV
colabora con el 1IS La Fe en el proyecto: “Desarrollo de entornos tridimensionales
biomiméticos para el cultivo de células de mieloma”, financiado dentro del programa
“Ayudas para el desarrollo de proyectos de innovacién coordinados entre investigadores
de la Universitat Politecnica de Valencia e investigadores del Hospital Universitari i
Politécnic/ Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe”. En el desarrollo de este proyecto se
han preparado microesferas de los materiales objetivo de este TFG por técnicas de
emulsion. En este trabajo pretendemos disminuir en tamafio de las particulas obtenidas
para que sean del orden de los tamanos moleculares, empleando para ello la técnica de
electroespray. Mediante esa técnica se han preparado con anterioridad en el CBIT
microesferas de otros polimeros que se han ensayado en cultivos de células
mesenquimales de médula dsea (Correia et al., 2014; Gémez Ribelles et al., 2016).
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2.2. Motivacion.

He escogido este Trabajo Final de Grado por mi interés hacia el amplio campo que
abarca la ciencia de los polimeros. Con el transcurso de los afos en los que he estado
estudiando el Grado en Ingenieria Quimica, he ido adquiriendo los conocimientos basicos
que han determinado mi interés por los polimeros.

Durante el segundo curso, realicé la asignatura de Quimica Orgdnica, la cual
despertd mi curiosidad. En este ultimo curso, he tenido la oportunidad de realizar dos
asignaturas que han determinado mis propdsitos futuros: Ingenieria de Polimeros y
Biopolimeros y Laboratorio Integrado de Polimeros y Biomateriales. Con ellas, he adquirido
los conceptos basicos de los polimeros asi como su aplicabilidad en el ambito de la medicina
y la industria, con lo que he aprendido que los polimeros son sustancias muy importantes
en nuestra vida cotidiana, debido a la gran diversidad de usos que tienen. Por otra parte,
he encontrado la motivacion necesaria para querer seguir perfeccionando mis
conocimientos sobre la ciencia de los polimeros.

Ademas, puedo decir que, desde un principio, mi principal fin ha sido realizar un
trabajo final de grado que aportase algun beneficio a la sociedad. En este caso, el TFG forma
parte de un proyecto de investigacion cuyo primordial objetivo es avanzar en las
investigaciones del cadncer que es, por desgracia, una enfermedad cada vez mas frecuente.
Mi principal motivacidon es que este proyecto tenga éxito y poder ayudar a todas aquellas
personas que sufren esta grave enfermedad.

Por estas razones, he puesto todo el empeno en adquirir los conocimientos
necesarios y obtener resultados eficientes para que mi trabajo pueda servir de ayuda a este
proyecto de investigacidon en un futuro préximo.
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2.3. Justificacion del TFG.

Este Trabajo Final de Grado forma parte de un proyecto de investigacion conjunta
realizado por el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (Universidad Politécnica de
Valencia) y el Hospital “La Fe” (Valencia).

El andlisis de ciertas células cancerosas suele presentar complicaciones debido a su
dificultad de proliferacion in vitro, como ocurre con las células plasmaticas malignas. Esto
pone de manifiesto la necesidad de crear un microambiente adecuado para que se
produzca la proliferacién in vitro de este tipo de células. De esta manera, se podria estudiar
in vitro el efecto de los farmacos disponibles sobre las células del propio paciente, y poder
predecir asi la eficacia que presentara el tratamiento que se pretende aplicar, empleando
el mas favorable y reduciendo los efectos secundarios adversos.

Este proyecto de investigacion se centra en el mieloma multiple, que es el cancer
de sangre mas frecuente. Se trata de un trastorno neopldsico que se caracteriza por la
proliferaciéon anormal de células plasmaticas en la médula ésea, produciendo dolor de
huesos y fracturas y, en algunos casos, otros sintomas en multiples érganos (Kyle et al.,
2003).

El objetivo de este trabajo es producir microesferas, formadas por un copolimero
basado en el acrilato de etilo. Las microesferas que se van a producir pueden ser
funcionalizadas, y formardn parte de un entorno tridimensional de cultivo de células
tumorales, que pretende asemejarse lo maximo posible al entorno real para facilitar la
proliferacidon celular de las células plasmaticas malignas, y asi poder llevar a cabo la practica
de la medicina personalizada.

Las particulas se producirdn mediante la técnica de electroespray (Guarino,
Altobelli, Cirillo, Cummaro, & Ambrosio, 2015), y deberan tener forma esférica y didmetros
comprendidos entre 1y 10 micras, ya que el tamafio ha de ser aproximado o menor que el
de las células plasmaticas cancerigenas, para que estas asi se adapten sin problema al
medio y proliferen.

Una vez que se hayan establecido las condiciones para producir microesferas del
tamafio adecuado, se procederd a determinar los pardmetros dptimos del proceso de
obtencién de dichas particulas utilizando el método de Disefio Ortogonal de Taguchi (Silva
et al., 2014), una herramienta de disefio de experiencias para optimizar la distribucién de
tamafios de particula, tomando como pardametros de disefio la concentracién de la
disolucién de partida y el disolvente utilizado, el campo eléctrico aplicado, la velocidad de
flujo y la distancia entre la aguja y el colector (Guarino et al., 2015).

Durante todo el proceso, se caracterizard la morfologia de las particulas que se han ido
obteniendo mediante microscopia dptica y electrdnica.
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3. INTRODUCCION. ESTADO DEL ARTE.

3.1. Microesferas. Aplicaciones y métodos.

Las microesferas proporcionan una amplia gama de aplicaciones en diversos
campos. Se pueden producir de diversos materiales como polimeros, ceramicas o metales,
e incluso se han fabricado microesferas compuestas con nucleo organico y cubierta
polimérica y viceversa (Ma, Gu, Ma, & Ma, 2002).

Si nos referimos a microparticulas poliméricas, muchas de sus aplicaciones se sitlan
en la ingenieria biomédica para sistemas de administracién controlada de farmacos y, cada
vez mds, como soportes para la expansion y diferenciacién celular. Se ha visto que los
soportes tridimensionales formados por microparticulas poliméricas promueven una
mayor proliferacion celular que los andamiajes tradicionales (Correia et al., 2014). Por
ejemplo, se han producido microesferas de gelatina, de un didmetro alrededor de 10
micras, que formaron parte de un soporte tridimensional para el cultivo de condrocitos
(Garcia Crugz, Sardinha, Escobar lvirico, Mano, & Gémez Ribelles, 2013).

Se han utilizado diversas técnicas para la produccién de microesferas de materiales
poliméricos. Entre las mas populares podemos encontrar las siguientes: emulsion vy
electroespray (Bock, Woodruff, Hutmacher, & Dargaville, 2011).

En cuanto a la emulsidn, se trata de una dispersion de dos o mas liquidos parcial o
totalmente inmiscibles (Aranberri, Binks, Clint, & Fletcher, 2006). Una disoluciéon de un
polimero o un monémero se emulsiona formando microgotas en un medio en el que es
insoluble. Posteriormente se aislan las microesferas obtenidas tras la eliminacion de los
disolventes (Bock et al., 2011). Este método presenta dos alternativas:

- Una primera opcién es polimerizar el copolimero in situ mediante emulsién. De este
modo, se obtendrian directamente microesferas. Sin embargo, este proceso
presenta como desventaja la presencia de residuos téxicos de mondmeros, lo cual
no se puede permitir ya que la aplicacién de las microesferas tiene caracter
bioldgico.

- La segunda alternativa seria también emulsidn, pero en este caso se utilizaria
directamente el copolimero, polimerizado previamente. La diferencia de este
método respecto al anterior es que, en este caso, no se obtienen residuos de
mondmeros.

La técnica de electroespray consiste en la formacion de particulas a partir de una
disolucién de polimero, que se hace pasar a través de una jeringuilla a cuya aguja se conecta
un electrodo con un alto voltaje. El liquido se dispersa en gotas debido a la fuerza del campo
eléctrico (Jaworek & Sobczyk, 2008). En la Figura 1 se observa un esquema del montaje
convencional. El dispositivo consta de una jeringuilla con una aguja de un didmetro
determinado a la que se conecta el electrodo positivo, y un colector al que se conecta el
electrodo negativo, creando de este modo una diferencia de potencial entre el colector y
la aguja. En el caso de la Figura 1, se utiliza una placa colectora vertical a la que se ha
conectado uno de los electrodos.
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(1)

: (2)
(3)

(1) Colector cubierto con
papel de aluminio

(2) Capilar

(3) Bomba impulsora

(4) Fuente de alto voltaje —_—

Figura 1. Esquema del montaje de electroespray con placa metdlica
como colector.

Durante el trayecto de la disolucién desde la aguja al colector, el disolvente se
evapora, siempre y cuando los pardametros de disefio sean los adecuados. De este modo,
se obtienen particulas secas y puras, sin necesidad de lavados posteriores u otros
tratamientos. Entre los pardmetros que hay que controlar para una correcta evaporacion
del disolvente encontramos la velocidad de flujo, que no puede ser demasiado elevada para
qgue el disolvente tenga tiempo suficiente para evaporarse. Por otro lado, también es
importante controlar la distancia entre la aguja y el colector, por la misma razéon que antes.
Si esta distancia es muy pequefia, el disolvente no se evaporara en su totalidad y esto
provocaria morfologias inadecuadas de las particulas, aglomeraciones de estas o tamanos
superiores, etc. (Guarino et al., 2015).

Conforme aumenta el potencial aplicado, las fuerzas electrostaticas producen una
modificacién de la forma esférica de la gota en la punta del capilar, produciendo una forma
conica denominada como cono de Taylor (Taylor, 1964). Cuando el potencial aplicado
alcanza un valor tal que supera la tensidon superficial del liquido, la superficie del liquido se
hace inestable y desde la punta del cono de Taylor, el liquido sale en forma de chorro, y
esto permite que el proceso de electroespray tenga lugar, ya que a partir de ese chorro se
formaran las gotas que posteriormente daran lugar a las particulas (Deitzel et al., 1999).

Hay que encontrar las condiciones del proceso adecuadas para obtener un cono de
Taylor estable. La formacién del chorro del cono asi como el proceso de electroespray en
general, son dificiles de controlar debido a los numerosos factores de los que dependen,
como los parametros del proceso (velocidad de flujo, campo eléctrico, diametro de la aguja,
distancia entre la aguja y el colector) y los propios de la disolucién (viscosidad,
conductividad, tensién superficial) (Yu, Ahn, & Lee, 2016). En la siguiente figura se observa
la formacién del cono de Taylor y el chorro en una disolucién en electroespray.
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aylor cone

v

/

Dropléts

Figura 2. Esquema electroespray con formacion del cono de Taylor (Xie
& Wang, 2007).

Rayleigh predijo un limite, el limite de Rayleigh (Lr), para determinar la ruptura de
la gotita, expresado en la ecuacidn (1). Este limite depende de g la carga eléctrica de la
superficie de la gota, € la permitividad del medio, y la tension superficial de liquido y R el
radio de la gota. La carga maxima de la superficie de la gota viene dada por la ecuacion (2),
donde g, es la permitividad del vacio (Bock et al., 2011; Rayleigh, 1882; Zeleny, 1914).

Lp = q64m?eyR3 (1)

q = 8m+/&yYR3 (2)

Es esencial hacer referencia al modo en que los entrelazamientos de cadenas
influyen sobre la morfologia final de las particulas. Los entrelazamientos son uniones fisicas
entre cadenas de polimeros producidas por solapamientos. El nimero de entrelazamientos
aumenta con el peso molecular del polimero. Los entrelazamientos se comportan de
manera similar a entrecruzamientos quimicos, aunque las cadenas se pueden desplazar
unas a otras afectando al comportamiento viscoelastico (Shenoy, Bates, Frisch, & Wnek,
2005).

La concentracion de la disolucion de polimero influye en el régimen de
entrelazamientos que establece la formacion de particulas o fibras. La concentracidn critica
de solapamiento de cadenas, Coy, indica el punto en que la concentracion de la disolucién
es igual a la concentracién dentro del radio de giro de cada cadena individual y, de acuerdo
con la ecuacion (3), es inversamente proporcional a la viscosidad intrinseca, n. Cuando la
concentracion no supera este valor, no hay cadenas entrelazadas, lo que se conoce como
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régimen diluido. El régimen semi-diluido se da cuando la concentracién es superior a Coy,
donde las cadenas se solapan pero solo se observa algin entrelazamiento. La técnica de
electroespray normalmente se lleva a cabo en un régimen semi-diluido donde se pueden
producir particulas sdlidas y densas (Bock, Dargaville, & Woodruff, 2012).

1
Cov X ; (3)

La técnica de electrohilado es un método similar al electroespray, que produce
fibras en lugar de microesferas. Se basa en los mismos principios que el electroespray, pero
en este caso a partir del cono de Taylor se forma un chorro de disolucién que se estira
formando fibras en lugar de gotitas como ocurria con el electroespray. Anteriormente se
ha definido la concentracion critica de solapamiento de cadenas, con la que se puede
establecer el proceso que va a tener lugar, es decir, electrohilado o electroespray. Si el
objetivo es producir fibras, la relacién C/Co, tiene que superarse, siendo C la concentraciéon
de polimero, mientras que para que se produzca electroespray, se requiere una baja
densidad de entrelazamientos de cadenas (Bock et al., 2011).

Es preferente optar por electroespray en lugar de emulsiéon para cumplir nuestro
objetivo, que es la produccidn de microesferas con el tamafio adecuado. Una de las razones
para la eleccién del electroespray como método, es la pureza de las microesferas finales.
En cuanto a la emulsién, en los dos casos que se han mencionado, se requiere una posterior
eliminacidn del disolvente y limpieza para obtener las microesferas libres del medio en el
gue se han suspendido, a diferencia del electroespray, donde las particulas se obtienen
puras, ya que el disolvente se evapora en el trayecto entre la aguja y la placa colectora.

Con el método de emulsién se pueden obtener nanoparticulas, pero al tener un
tamafio tan pequefio, los lavados y la purificacién de las microparticulas obtenidas es dificil
de realizar y, ademas, se puede perder material durante este procedimiento.

Por tanto, mientras que con emulsién el rendimiento del proceso resulta bajo, con
electroespray se puede alcanzar el objetivo que buscamos, producir microesferas del
tamafio adecuado con un mayor rendimiento.

3.2.  Acrilatos y materiales utilizados en electrohilado y electroespray.

En primer lugar, es fundamental sefialar que los poliacrilatos son muy usados en
aplicaciones médicas, por ejemplo en hidrogeles o lentes de contacto (Cortés, Diaz, &
Perilla, 2008), asi como para encapsular moléculas terapéuticas (Gémez-Gaete, 2014). Su
uso se debe a que son bioestables y no biodegradables.

En el trabajo de Pérez Olmedilla et al. (2006) se emplearon copolimeros formados
por acrilato de etilo y metracrilato de hidroxietilo como sustrato para la adhesién celular y
proliferacién de condrocitos humanos cultivados in vitro.

Por otra parte, los poliacrilatos han sido empleados numerosas ocasiones para la
produccién de sistemas tridimensionales o andamiajes. Un ejemplo de soportes formados
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por poliacrilatos, es el estudio realizado por Campillo-Fernandez et al. (2009), donde se han
desarrollado soportes de copolimero de acrilato de etilo y acrilato de hidroxietilo para
analizar la respuesta de células endoteliales y fibroblastos cultivados en dichos soportes. El
andamiaje resultante se obtuvo al polimerizar in situ los mondmeros de acrilato de etiloy
dimetacrilato de etilenglicol.

Generalmente, se han producido membranas electrohiladas utilizando copolimeros
de poliacrilatos en combinacién con otros materiales como, por ejemplo, poli (metracrilato
de metilo-co-acrilato de butilo) disuelto en dimetilformamida, empleado para producir
nanofibras de un didmetro de 390 + 30 nm (Avci & Sarac, 2013), Nylon 6 (disuelto en acido
férmico) mezclado con poli (etileno-n-butil acrilato-anhidrido maleico) (disuelto en xileno),
ambos en disolucidén con 2- propanol, para sintetizar también nanofibras, esta vez de un
didmetro entre 109 y 1200 nm (Biber, Glindiiz, Mavis, & Colak, 2010).

Ademas, se ha estudiado también la influencia de pardmetros en las caracteristicas
de membranas de fibras de poli (metacrilato de etilo), utilizando disoluciones de este
material en dimetilformamida y diclorometano, donde las fibras obtenidas tienen un
didmetro de entre 1.2 y 6 micras (Gomez Tejedor, Overberghe, Rico, & Gémez Ribelles,
2011).

Como hemos visto, la mayoria de trabajos en los que se utilizan poliacrilatos se han
realizado empleando electrohilado, ya que la técnica produccién de nanoparticulas
mediante electroespray todavia no esta muy estudiada en el campo de la ingenieria tisular,
a diferencia de las nanofibras de electrohilado.

3.3. Electroespray en distintos materiales.

Algunos de los materiales que se han empleado hasta ahora para producir
microesferas a partir de electroespray son poliésteres. Se han desarrollado técnicas para
encapsular farmacos en microesferas de poliésteres biodegradables, incluso proteinas, que
se librean conforme el polimero se degrada. Como ejemplo, se encuentra la
policaprolactona (PCL), con la que se fabricaron microesferas de un didmetro entre 10y 20
micras mediante electroespray, con disoluciones de este polimero en cloroformo (5-10%
en peso), velocidades entre 0.2 y 0.5 mL/h y una distancia al colector de 15-25 cm (Hossain,
Patel, & Ahmed, 2014).

Se ha utilizado fluoruro de polivinilideno disuelto en un codisolvente formado por
dimetilformamida (DMF) y tetrahidrofurano (THF), para producir microesferas. En este
caso, se observo que los diametros se situaban en un rango de 0.81 +0.34 a3 5.55 + 2.34 um
con concentraciones entre 2 y 7%, mientras que concentraciones mas altas promovian la
formacién de fibras (Correia et al., 2014).

Los materiales que se van a utilizar en este TFG para la sintesis del copolimero son
acrilato de etilo (EA, Figura 3), metacrilato de etilo (EMA, Figura 4) y acido acrilico (AA,
Figura 5). A continuacidn, se va a razonar la eleccion de cada uno de ellos.

En el caso del PEA, este tiene una temperatura de transicidon vitrea de -242C
(Brandrup, Immergut, Abe, & Bloch, 1999). Esto implica que a temperatura ambiente se
encuentra en estado gomoso, por lo que las microparticulas son muy adherentes y se
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aglomeran con facilidad y esto no seria Gtil para la aplicaciéon que queremos. Es por esto
por lo que se introduce el EMA.

H,C H

Q O—-\

CH,
Figura 3. Estructura quimica del acrilato de etilo.

En cuanto al PEMA, se trata de un polimero muy usado en cultivos celulares (Alid
del Barrio et al., 2015; Pérez Olmedilla et al., 2006). Este polimero tiene una temperatura
de transicion vitrea de 652C (Brandrup et al., 1999).

H,C CH,

Q O—\

CH,
Figura 4. Estructura quimica del metacrilato de etilo.

En la Figura 4 observamos el grupo metilo (-CHs) extra enlazado al carbono alfa, que
es la principal diferencia entre el EMA y el EA, que en su lugar tiene un dtomo de hidrégeno
(-H), como se puede apreciar en la Figura 3. Cuando se polimerizan estos mondémeros,
ambos grupos siguen siendo grupos laterales de la cadena principal. La mayor temperatura
de transicion vitrea se debe a este grupo metilo, ya que, en el caso de PEA, la ausencia de
este hace que las barreras de energia que se oponen a la rotacién en torno a los enlaces de
la cadena principal sean menores dotando de flexibilidad a la cadena y facilitando los
reordenamientos conformacionales y, por tanto, la temperatura de transicidn vitrea serd
menor. Por el contrario, el PEMA no tiene esa facilidad de movimiento, por lo que es mas
rigido, y su temperatura de transicién vitrea es mayor. Con la combinacién de EAy EMA en
un copolimero al azar se busca obtener una temperatura de transicion vitrea intermedia
entre la de ambos polimeros, mejorando asi su manipulacion.
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Por ultimo, se ha afadido acido acrilico al copolimero, ya que serd el que
proporcionara los grupos reactivos acidos (-COOH) al polimero, los cuales se pueden activar
para permitir la unién a este polimero de proteinas, mediante unidn covalente. En la Figura
5 se observa la estructura quimica de este compuesto.

H,C
TRy OH

Figura 5. Estructura quimica del dcido acrilico.

En cuanto a los disolventes utilizados para preparar las disoluciones, se ha optado
por distintas combinaciones de dimetilformamida (DMF) y diclorometano (DCM), que
permiten obtener la conductividad eléctrica adecuada para el proceso de electroespray.
Como hemos visto en el apartado 3.2., la dimetilformamida es frecuentemente usada para
disolver copolimeros de acrilato. Mas adelante, se verd con detalle qué proporciones se
han utilizado de cada disolvente, y qué concentraciones de copolimero se han empleado.
La intencién de este TFG es obtener microesferas con didmetros de entre 1y 10 um, por lo
gue se estudiara la influencia del acido acrilico en el tamarfio de las microesferas obtenidas,
haciendo pruebas con disoluciones de copolimero que no contiene acido acrilico, asi como
otras disoluciones con un 5% de acido acrilico.

3.4. Disefio Ortogonal de Taguchi.

El disefio ortogonal de Taguchi es una técnica de disefo de experiencias a partir de
unos parametros fijados. Para cada combinacién de pardmetros, se puede considerar un
modelo de disefio. Asi, el objetivo del disefio experimental es escoger los parametros que
mas influyen en una determinada caracteristica del producto final y determinar el conjunto
de parametros que optimizan el proceso (Brown, He, & Yeung, 2008).

Para reducir el nimero de pruebas de disefio factorial, se emplean matrices
ortogonales para seleccionar un subconjunto de diseno factorial completo. Por lo tanto, el
numero de experimentos de disefio se puede reducir en gran medida, mientras que la
informacién experimental clave se mantiene (Brown et al., 2008).

El disefio ortogonal de Taguchi se ha empleado en numerosas ocasiones en trabajos
de electrohilado, para determinar qué pardmetros son los mas influyentes en el tamafio
medio de la fibra y su homogeneidad de la fibra (Areias et al., 2012; Cui, Li, Zhou, & Weng,
2007; Silva et al., 2014). Segun el numero de pardmetros a analizar, y el nUmero de valores
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gue pueden adquirir estos pardmetros, se ha de seleccionar la matriz ortogonal de Taguchi
gue define el nimero de experimentos a realizar, y los valores que han de adquirir los
pardmetros de dichos experimentos (Ross, 1996).

La Tabla 1 representa la matriz de Taguchi, para un disefio mixto en el que uno de
los pardmetros tiene dos posibles valores (a y b), y el resto 3 valores (a, b y c). Esta matriz
permite evaluar la influencia de hasta un total de 8 pardmetros. En nuestro caso, vamos a
analizar cinco parametros, por lo que en esa tabla, debemos de quedarnos Unicamente con
las primeras 5 columnas correspondientes a esos 5 parametros. En el apartado 5.3., se
veran los parametros que se elegirdn y los distintos experimentos realizados. Con el disefio
ortogonal de Taguchi, se quiere optimizar el proceso de produccidn de microesferas a partir
de los parametros mas influyentes y obtener asi las condiciones éptimas para conseguir el
mejor resultado.

TABLA 1. Matriz genérica de 18 experiencias del Disefio Ortogonal de Taguchi.

Columns

Run
| 2 3 4 ] ) 7 ]
I 1 | | 1 I | | I
2 i i 2 2 2| 2 2 2
3 1 | 3 3 |3 3 3
4 I 2 | I 2| 2 3 3
5 1 2 2 2 3|3 I I
6 | 2 3 3 1 I 2 2
7 I 3 [ 2 [ 3 2 3
8 I 3 2 3 2 | 3 I
9 I 3 3 I 3|2 I 2
ol 2 I | 3 3|2 2 I
il 2 | 2 I I 3 3 2
121 2 [ 3 2 2 I I 3
131 2 2 I 2 3 I 3 2
141 2 2 2 3 I 2 I 3
151 2 2 3 I 21 3 2 I
6| 2 3 I i 2| 3 I 2
171 2 3 2 I 3 I 2 3
151 2 3 3 2 I 2 3 I
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Preparacion de P(EA-EMA-AA).

La copolimerizacién se ha realizado en los laboratorios del Centro de Biomateriales
e Ingenieria Tisular, con la ayuda de Carmen Maria Antolinos Turpin y Maria Noel Tamafio
Machiavello, ambas pertenecientes al personal del centro.

Se han preparado dos copolimeros diferentes, cuya composicién en peso se muestra
entre paréntesis:

- EA:EMA:AA (50:50:0) (como control)
- EA:EMA:AA (47,5:47,5:5)

La sintesis se lleva a cabo utilizando benzoina (0.5%) como iniciador, y realizando la
polimerizacién con acetona al 30% (en relacién a la masa total) como diluyente, para que
los polimeros obtenidos sean de bajo peso molecular.

Reactivos

En la siguiente tabla se relnen los reactivos utilizados en la sintesis, asi como los
proveedores que los proporcionaron y el nimero CAS correspondiente:

TABLA 1. Identificacion de reactivos utilizados en la sintesis del copolimero.

Reactivo Proveedor Numero CAS
Benzoina Scharlab 119-53-9
Acrilato de etilo Sigma Aldrich 140-88-5

(EA)
Metacrilato de Sigma Aldrich 97-63-2
etilo (EMA)

Acido Acrilico (AA) Sigma Aldrich 79-10-7
Acetona Scharlab 67-64-1

Procedimiento

En todo momento se han seguido los protocolos del CBIT de prevencion de riesgos en el
laboratorio relativos a los procesos de sintesis de polimeros.

En primer lugar, se preparan las disoluciones de acrilato de etilo, metacrilato de
etilo y acido acrilico, con las proporciones correspondientes, en un 30% de acetona y un
0,5% de benzoina.
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Para que tenga lugar la polimerizacién, hay que colocar las disoluciones en horno
UV durante uno o dos dias; se evapora la acetona durante 3-4 dias; se introduce en el horno
a 90 2C durante unas 24 horas para que se produzca la post- polimerizacién; se evapora el
resto de mondmeros durante uno o dos dias; se llevan las muestras al desecador en vacio
(60 2C) durante 3-4 dias; se lava el polimero en acetona (11 g/100 ml) unas dos o tres veces:
se lava en agua durante 24 horas y, por ultimo, se seca en horno a 60 2C.

4.2. Disoluciones.

Se han preparado disoluciones de P(EA-EMA-AA) de diferentes concentraciones (en
peso), utilizando como disolventes dimetilformamida (N2 CAS: 68-12-2) junto con
diclorometano (N2 CAS: 75-09-2), ambos adquiridos de Scharlab, en distintas proporciones:

- Proporcion de 20/80 (DMF/DCM): 4%, 6%, 12%, 14%, 15% y 20% de P(EA-EMA-AA).

- Proporcion de 40/60 (DMF/DCM): 0.5%, 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12%, 14%, 15%
y 20% de P(EA-EMA-AA).

- Proporcion de 60/40 (DMF/DCM): 4% y 6% de P(EA-EMA-AA).

4.3. Meétodos empleados.

El método que se ha utilizado para la produccién de microesferas ha sido la técnica
de electroespray con dos variantes, en cada una de las cuales se ha utilizado un colector
diferente.

En ambos casos, el equipo ha sido montado por nuestros propios medios en el
laboratorio del centro. La disolucién de polimero se situé en una jeringa de plastico con
una aguja de acero con un diametro de 0,6 mm. El equipo también consta de una fuente
de alimentacion PS/FC30P04 de Glassman para proporcionar el campo eléctrico y una
bomba Syringe-Pump NE-1000 para alimentar la disolucién. Como colector se utilizd una
placa metdlica, que en el primer caso se recubrid con una capa de papel de aluminio (Figura
1), mientras que en el segundo caso se incluyé una placa Petri con agua destilada (Figura
6).
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Figura 6. Esquema del montaje de electroespray con agua como
colector.

Las microesferas fueron caracterizadas a partir de un microscopio dptico NIKON y

un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL JSM 6300, usando como parametros 20
kVy 1l mm.

4.4.  SEGURIDAD.

Las fichas de seguridad de cada reactivo involucrado en la sintesis del polimero, asi

como de los disolventes empleados en las disoluciones, se consultaron el 15 de mayo de
2016 en la pagina web de Sigma Aldrich, https://www.sigmaaldrich.com/spain.html. A
continuacion se adjunta el enlace directo a cada una de las fichas de seguridad:

Benzoina:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&Ia
nguage=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A
%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26in
terface%3DAII%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%2
6region%3DES%26focus%3Dproduct

Acetona:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&la
nguage=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F
%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-
1%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

Acrilato de etilo:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&la
nguage=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A
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https://www.sigmaaldrich.com/spain.html
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26interface%3DAll%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26interface%3DAll%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26interface%3DAll%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26interface%3DAll%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=B8681&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3Dbenzoine%26interface%3DAll%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-1%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-1%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-1%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-1%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=650501&brand=SIAL&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D67-64-1%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-5%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-5%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-
5%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

- Metacrilato de etilo:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&Ia
nguage=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3
A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-
2%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

- Acido acrilico:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&Ia
nguage=es&productNumber=147230&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3
A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D79-10-
7%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

- Dimetilformamida:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language=
&country=ES&brand=SIAL&productNumber=PHR1553&PageToGoToURL=http%3A
%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D68-12-
2%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

- Diclorometano:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/PleaseWaitMSDSPage.do?language=
&country=ES&brand=SIAL&productNumber=439223&PageToGoToURL=http%3A%
2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D75-09-
2%26interface%3DCAS%2520N0.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialma
x%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct

En el Anexo I, se hace referencia a la seguridad eléctrica del equipo utilizado en el
proceso de electroespray.
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http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-5%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-5%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=E9706&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D140-88-5%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-2%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-2%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-2%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-2%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=234893&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D97-63-2%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=147230&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D79-10-7%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=147230&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D79-10-7%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=ES&language=es&productNumber=147230&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D79-10-7%26interface%3DCAS%2520No.%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26lang%3Des%26region%3DES%26focus%3Dproduct
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5. RESULTADOS.

5.1. Puesta a punto del dispositivo.

En primer lugar, se empezd a realizar la técnica del electroespray utilizando un
montaje similar al del esquema de la Figura 1. En la siguiente imagen se observa el montaje
real en el laboratorio donde se ha trabajado.

Figura 7. Montaje de electroespray con placa colectora con papel de
aluminio.

En un principio, se prepararon disoluciones de muy baja concentraciéon de
copolimero, partiendo de la base de que las microesferas se obtienen cuando la
concentracién de la disolucidn es lo suficientemente pequefia como para que dejen de
producirse fibras (Guarino et al., 2015).

En los primeros experimentos, los parametros del proceso se escogieron basandose
en los que se utilizaron en el trabajo de Gémez Tejedor et al. (2011). Se comenzd con
disoluciones de 1% y 2% de copolimero. En la siguiente tabla se reunen las primeras
experiencias realizadas:
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TABLA 2. Experiencias realizadas con electroespray (1).

Concentracidn Proporcién Distancia al Velocidad de Voltaje
copolimero disolventes colector flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

1% 40/60 20 0,4 15
1% 40/60 20 0,4 20
1% 40/60 20 0,4 10
1% 40/60 15 0,4 10
1% 40/60 15 0,4 15
1% 40/60 15 0,4 20
2% 40/60 15 0,4 20
2% 40/60 15 0,4 15
2% 40/60 15 0,4 10
2% 40/60 20 0,4 10
2% 40/60 20 0,4 15
2% 40/60 20 0,4 20

Se observaron muestras de todos los experimentos en el microscopio éptico, y en
todos los casos se observaban gotitas alargadas pero no microesferas. En base a esto, se
decidio repetir algunos experimentos de la disolucién de 1% de copolimero y preparar una
disolucién de 0,5% para repetir algunas condiciones. Se decidid aumentar la velocidad de
flujo a 1 ml/h. Los experimentos fueron los indicados en la Tabla 2.

TABLA 3. Experiencias realizadas con electroespray (2).

Concentracion Proporcién Distancia al Velocidad de Voltaje
copolimero disolventes colector flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

0,5% 40/60 15 1 15
1% 40/60 15 1 15

Se observaron los experimentos de la Tabla 2 en el microscopio éptico, donde se
apreciaban algunos puntos que podrian ser microesferas. Para asegurarse de ello, se
seleccionaron tres muestras para ver en el microscopio electrénico de barrido (SEM). Las
muestras escogidas y las condiciones con las que se realizaron se observan en la siguiente
tabla.
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TABLA 4. Muestras observadas en microscopio electronico de barrido (SEM).

Concentracidn Proporcién Distancia al Velocidad de Voltaje
copolimero disolventes colector flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

0,5% 40/60 15 1 15
1% 40/60 15 1 15
2% 40/60 15 0,4 15

No se observd nada en el microscopio electrénico, por lo que se decidié cambiar de
estrategia. En base al trabajo realizado por Gémez Tejedor et al. (2011), se decidié tomar
algunos de los parametros de dicho articulo y realizar pruebas con disoluciones de 4%, 6%,
8% y 10% de copolimero, con el fin de obtener fibras, para que, una vez obtenidas, se fuese

disminuyendo la concentracién de la disolucion hasta obtener microesferas.

Las condiciones de los proximos experimentos que se llevaron a cabo, se aprecian

enla Tabla 5.

TABLA 5. Experiencias realizadas con electroespray (3).

Concentracion Proporcién Distancia al Velocidad de Voltaje
copolimero disolventes colector flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

4% 40/60 15 5 15
6% 40/60 15 5 15
8% 40/60 15 5 15
10% 40/60 15 5 15

En el experimento de la disolucion del 4% de copolimero, se formaban gotas que no
se secaban. Esto pudo ser debido a la alta velocidad, que no dejaba tiempo suficiente para
gue se evapore el disolvente, y debido a la baja concentracion de la disolucion, ya que
durante el trayecto de la punta de la aguja al colector, viaja poco polimero y mucho
disolvente, por lo que este ultimo no llega a evaporarse antes de depositarse en el colector.
En la Figura 8 se aprecian las gotas que se formaron durante este experimento.
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Figura 8. Gotas formadas durante el proceso de electroespray con
disolucion de 4% utilizando las condiciones de la Tabla 5.

Las muestras de la Tabla 5 se observaron en el microscopio éptico. No se observé
nada ademads de gotas, excepto en la muestra de 10% de copolimero, donde se observaba
también alguna fibra entrecruzada. Se llevaron estas cuatro muestras al microscopio
electronico.

En la muestra de la disolucién de 4% no se apreciaban esferas. Sin embargo, en las
de disolucién de 6%, 8% y 10% se observaba un fondo poroso con esferas aplastadas y
ademas algunas fibras entre estas (Figuras 9y 10).
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10pm

Figura 9. Disolucion de 8% de copolimero con condiciones de la Tabla 5
observado en microscopio electrdnico de barrido (SEM).

100pm

Figura 10. Disolucion de 10% de copolimero con condiciones de la Tabla
5 observado en microscopio electrdnico de barrido (SEM).
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Al no obtener fibras, los siguientes experimentos se centraron en disoluciones mas
concentradas y, ademas, se probaron otras combinaciones de disolventes. Las condiciones
empleadas fueron las de la Tabla 5 de nuevo. En la siguiente tabla se observan los
experimentos realizados.

TABLA 6. Experiencias realizadas con electroespray (3).

Concentracidn Proporcién Distancia al Velocidad de Voltaje
copolimero disolventes colector flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

15% 40/60 15 5 15
15% 20/80 15 5 15
20% 40/60 15 5 15
20% 20/80 15 5 15

En estos cuatro experimentos se observaron fibras en el microscopio éptico, por lo
gue estas condiciones se podrian tomar como punto de partida para pasar de electrohilado
a electroespray. En la Figura 11, se observa una fotografia tomada en el microscopio del
experimento realizado con las condiciones de la Tabla 6 para la disoluciéon de 20% de
copolimero en 40/60 de DMF/DCM. Posteriormente, se experimentd con concentraciones
de 12% y 14%, y estos experimentos se muestran en el apartado 5.2.
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Figura 11. Muestra de experimento de disolucion de 20% (40/60 de
DMF/DCM) observado en microscopio dptico.
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En base a los resultados obtenidos con las diferentes pruebas, se llegd a la
conclusion de que las esferas aglomeradas se podian deber a la alta velocidad y al papel de
aluminio como colector, ya que al llegar podrian aplastarse. Por ello, se decidié utilizar un
colector horizontal y sobre este una placa Petri con agua destilada, con la idea de que las
esferas se mantengan en suspension y no se lleguen a aglomerar.

5.2. Ensayos previos para el Disefio Ortogonal de Taguchi.

Se realizaron una serie de ensayos utilizando un colector horizontal con una placa
Petri con agua destilada sobre este, para determinar las condiciones favorables para la
obtencién de microesferas. De este modo, se obtuvieron los pardmetros que se utilizaron
posteriormente para disefiar la matriz ortogonal de Taguchi. En la Tabla 7 se rednen todos
los experimentos realizados con el montaje que se observa en la Figura 12.

Figura 12. Montaje de electroespray utilizando placa Petri con agua
destilada sobre colector horizontal.
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TABLA 7. Experiencias realizadas con electroespray con colector horizontal y placa Petri
con agua destilada (1).

Ne Concentracién | Proporcién Distancia Velocidad Voltaje
Experimento | copolimero disolventes | al colector de flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (mi/h)

1 4% 40/60 20 0,5 20
2 6% 40/60 15 0,5 15
3 8% 40/60 15 0,5 15
4 10% 40/60 15 0,5 15
5 12% 40/60 15 0,5 15
6 12% 20/80 15 0,5 15
7 14% 40/60 15 0,5 15
8 14% 20/80 15 0,5 15

Respecto a las muestras de la Tabla 7, hay algunas en las que se formd un film
(muestras n?25, 6,7y 8) y otras en las que se quedd el material en suspensién (muestras n2
1, 2, 3 y 4). Estas ultimas se mantuvieron en un decantador durante 48 horas (Figura 13),
pero cuando se recogio lo decantado no se observé nada en el microscopio, por lo que este
método para recuperar microesferas no fue util.

Figura 13. Muestras en el decantador.
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Se decidid probar con otras combinaciones de parametros: velocidades de flujo de
2 y 8 ml/hr, distancias de 10 y 15 cm y voltajes de 5y 10 kV. Los experimentos se reiinen

en la Tabla 8.

En cuanto al experimento n? 10, es importante decir que no se formaba el espray al
dispersar la disolucidn, sino que la disolucion caia en forma de gotas, debido al bajo voltaje
(5 kV). Por ello, se descartd este valor en el resto de experimentos.

TABLA 8. Experiencias realizadas con electroespray con colector horizontal y placa Petri

con agua destilada (2).

Ne Concentracion | Proporcién Distancia | Velocidad Voltaje
Experimento | copolimero disolventes | al colector de flujo (kV)
(DMF/DCM) (cm) (ml/h)
9 4% 40/60 15 2 10
10 4% 40/60 15 2 5
11 4% 40/60 10 2 10
12 4% 40/60 10 8 10
13 4% 40/60 15 8 10
14 6% 40/60 10 2 10
15 6% 40/60 15 2 10
16 6% 40/60 10 8 10
17 6% 40/60 15 8 10
18 8% 40/60 10 2 10
19 8% 40/60 15 2 10
20 8% 40/60 10 8 10
21 8% 40/60 15 8 10

Se observaron todas las muestras en el microscopio éptico. En el caso de las muestras
n? 12, 13, 16 y 17, se observaron microesferas (Figuras 14, 15, 16 y 17). En el resto de
muestras, en la mayoria se observaban fibras (como en los experimentos 5, 6 y 8) o fibras
con esferas (Figura 18).
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Figura 15. Muestra n2 13 observada en microscopio dptico.
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Figura 16. Muestra n2 16 observada en microscopio dptico.

Figura 17. Muestra n2 17 observada en microscopio dptico.
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Figura 18. Muestra n? 20 observada en microscopio dptico.

En la Tabla 9, se incluyen los resultados de las muestras n? 12, 13, 16 y 17 de los
ensayos previos (Tabla 8). Estos valores se han obtenido mediante el programa ImageJ,
como se explica mdas adelante. ElI didmetro medio se representa como
X y la desviacion tipica es o.

TABLA 9. Diametros medios y desviacion tipica de particulas obtenidas en experimentos
de los ensayos previos.

Experimento X o
(um) (um)
12 10,1 2,8
13 9,4 2,2
16 10,9 3,4
17 10,6 3,0

La viscosidad y la tension superficial de las disoluciones son dos parametros que
influyen en el proceso de electroespray (Silva et al., 2014). Por ello, se han tomado medidas
de ambos pardmetros para tres disoluciones:

- Disolucion de 4% de copolimero con 40/60 de DMF/DCM.
- Disolucion de 6% de copolimero con 40/60 de DMF/DCM.
- Disolucion de 8% de copolimero con 40/60 de DMF/DCM.

Se eligieron estas tres disoluciones puesto que en las dos primeras se obtuvieron
esferas con las condiciones de la Tabla 8 mientras que en la dltima no.
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La viscosidad se midié mediante un reémetro HR 2 (TA. Instruments), y las medidas se
repitieron tres veces para cada disolucidn. Se calculd la media de cada disolucién y los
resultados obtenidos se adjuntan a continuacion en el Grdfico 1.
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Grdfico 1. Viscosidad en disoluciones de 4%, 6% y 8% de copolimero con
40/60 de DMF/DCM.

En cuanto a la viscosidad, se observa que conforme aumenta la concentracion,
también lo hace la viscosidad. Con viscosidades menores, los entrelazamientos entre
cadenas disminuyen, lo cual favorece la formacién de microesferas, como afirman Bock et
al. (2012).

La tensién superficial se ha medido empleado el método que se desarrolla en el
trabajo de Lee, Ravindra, & Chan (2009). El método ha consistido en dejar caer 10 gotitas
de una disolucion determinada desde una jeringuilla con agujas de diferentes didmetros a
un vial cuyo fondo estaba cubierto de la disolucidén en cuestion. Se han pesado las 10 gotas,
y este procedimiento se ha repetido tres veces. Después se ha calculado el peso promedio
por gota y la desviacion estandar. Esto se ha hecho para varias agujas de diferente
diametro. Finalmente se ha representado los pesos medios de las gotitas frente a los
didmetros de las agujas. Se ajusta la curva mediante regresién polindmica a la ecuacién (4).

m = C;(r?) + C,(r) (4)

Segun Lee et al. (2009), la tensidn superficial se calcula en base a la ecuacion (5),
siendo C; el coeficiente obtenido mediante la curva de regresion polindmica.

y=171.2-C, (5)
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Para

las disoluciones citadas previamente, se muestran los

continuacion:

resultados a
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Grdfico 2. Método de tension superficial en disolucion de 4% de
copolimero con 40/60 de DMF.
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Grdfico 3. Método de tension superficial en disolucion de 6% de

copolimero con 40/60 de DMF.

44



0,015

0,0125 | y =-0,8252x2 + 0,212x
R?=0,9718

0,01 |

0,0075 |

0,005 |

Drop weight (m), g

0,0025 |

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Tip radius (r), cm

Grdfico 4. Método de tension superficial en disolucion de 8% de
copolimero con 40/60 de DMF

Aplicando la ecuacion (5) a cada grafico, se han obtenido las tensiones superficiales
cada disolucidn, que se retnen en la Tabla 10.

TABLA 10. Tension superficial obtenida para las disoluciones a las gue se ha aplicado el

método.
Concentracion Y (mN/m)
4% 29,7
6% 34,2
8% 36,3

En base a la Tabla 10, se puede afirmar que la tensidén superficial aumenta
ligeramente conforme se incrementa la concentracién de polimero. Si la disolucidon esta
muy diluida, se forman gotas en lugar de fibras cuando el polimero llega al colector, debido
a la menor tensién superficial (Duque Sanchez, Rodriguez, & Lépez, 2014).

Como se observd en las muestras de estas tres disoluciones, con menor
concentracion de disolucién se formaron microesferas, mientras que con la disolucién mas
concentrada no. Aunque no hay grandes diferencias entre los valores de la viscosidad y la
tension superficial en dichas disoluciones, se ha comprobado su efecto sobre la morfologia
final de las esferas. Se ha podido observar que conforme estos pardametros disminuyen, se
han obtenido microesferas de menor tamano, es decir, con la disolucion de 4% se
obtuvieron esferas de menor didmetro medio que con la disolucién de 6% (Tabla 9).

Tras realizar los ensayos previos, se concluyé que los pardmetros mas influyentes
en la obtencién de microesferas eran la concentracién de la disolucién, la proporcion de
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los disolventes empleados, la velocidad de flujo, la distancia entre el colector y la aguja y el
campo eléctrico aplicado. Se selecciond una serie de valores de cada uno de estos
parametros para llevar a cabo el Disefio ortogonal de Taguchi, y crear la matriz ortogonal
de 18 experiencias. En el siguiente apartado se vera esto con detalle.

5.3. Disefio experimental.

Como se vio en laintroduccidn, el Disefio ortogonal de Taguchi se basa en la eleccidon
de una serie de parametros influyentes en el proceso que queremos optimizar. Dichos
pardmetros se variardn en varios valores, obteniendo asi una serie de experimentos a
realizar.

En nuestro caso, se ha comprobado que los cinco pardmetros mds influyentes en el
proceso de obtencion de microesferas son los siguientes: la concentraciéon de la disolucidn,
la proporcidn de los disolventes empleados, la velocidad de flujo, la distancia entre el
colector y la aguja y el campo eléctrico aplicado. El primero de ellos se ha variado en dos
valores, mientras que el resto se ha variado entre tres valores, obteniéndose asi una matriz
con dieciocho experimentos (Tabla 1).

Finalmente, se han escogido las disoluciones de concentraciones de 4% y 6% de
copolimero; la proporcion de disolventes (DMF/DCM) sera de 20/80, 40/60 y 60/40; las
velocidades de flujo que se empleardn son 2, 4 y 8 ml/h; se ha optado por distancias entre
el colector y la aguja de 10, 15 y 20 cm; y, por ultimo, el campo eléctrico tendra los valores
de 0,5, 1y 1,5 kV/cm. El voltaje se ha calculado multiplicando la distancia y el campo
eléctrico. En la Tabla 10, encontramos los 18 experimentos que se han llevado a cabo en el
laboratorio.

La matriz de los 18 experimentos de Taguchi se ha realizado para los dos copolimeros
gue se sintetizaron en el laboratorio:

- EA:EMA:AA (50:50:0)
- EA:EMA:AA (47,5:47,5:5)
De este modo, se pretende comprobar la influencia del 4cido acrilico en el proceso, ya

gue cuando el copolimero no tiene acido acrilico, se trata de una sustancia hidréfoba,
mientras que al incluir el acido acrilico, se anaden grupos polares.
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TABLA 10. Matriz de 18 experiencias realizadas en el laboratorio.

Exp. Concentracion Proporcién Velocidad Distancia al Campo Voltaje
no copolimero disolventes de flujo colector eléctrico (kV)
(BMF/DCM) | (i/h) (cm) (kV/cm)
1 4 20/80 2 10 0,5 5
2 4 20/80 4 15 1 15
3 4 20/80 8 20 1,5 30
4 4 40/60 2 10 1 10
5 4 40/60 4 15 1,5 22,5
6 4 40/60 8 20 0,5 10
7 4 60/40 2 15 0,5 7,5
8 4 60/40 4 20 1 20
9 4 60/40 8 10 1,5 15
10 6 20/80 2 20 1,5 30
11 6 20/80 4 10 0,5 5
12 6 20/80 8 15 1 15
13 6 40/60 2 15 1,5 22,5
14 6 40/60 4 20 0,5 10
15 6 40/60 8 10 1 10
16 6 60/40 2 20 1 20
17 6 60/40 4 10 1,5 15
18 6 60/40 8 15 0,5 7,5

Para el copolimero de 5% de acido acrilico, los ensayos de la Tabla 10 se realizaron
utilizando el montaje de la placa Petri con agua destilada (Figura 11), y para observarlos en
el microscopio SEM, la muestra se recogio con papel de aluminio y se dejé secar. Debido a
esto, en la mayoria de las muestras se aglomeraron las esferas, por lo que las fotografias
tomadas en el microscopio SEM no se utilizaron para llevar a cabo la medida de los
diametros. En las siguientes figuras se observan algunos ejemplos de lo que se obtuvo.
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100pm

Figura 19. Experimento n® 7 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio electronico de barrido (SEM).

100pm

Figura 20. Experimento n® 18 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio electrdnico de barrido (SEM).
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Debido a la dificultad de recuperacion de la muestra, se decidid realizar los
experimentos de Taguchi con el copolimero de 0% de acido acrilico utilizando un colector
cubierto de papel de aluminio, como el de la Figura 7. Cuando estas muestras se observaron
en el SEM, los resultados obtenidos fueron en su mayor parte aglomeraciones de esferas,
reafirmando lo que se concluyd en el apartado 5.1. El montaje de la Figura 7 no es adecuado
para nuestro material, ya que no se obtienen microesferas individuales, sino
aglomeraciones. Las Figuras 21 y 22 se corresponden con fotografias tomadas en el SEM
de algunas de las muestras de estos experimentos.

3 100pm ¢

Figura 21. Experimento n2 4 de la Tabla 10 (0% dcido acrilico) observado
en microscopio electronico de barrido (SEM).
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100pm

Figura 22. Experimento n® 9 de la Tabla 10 (0% dcido acrilico) observado
en microscopio electronico de barrido (SEM).
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

En el caso de los experimentos de Taguchi para el copolimero de 5% de acido acrilico,
no se obtuvieron esferas en todos los casos, por lo que, a continuacidn, se adjuntan
distintas fotografias donde se observan los resultados.

En el caso del experimento n2 1 y el n2 15, no se dispone de fotografias ya que la
disolucién caia en gotas. Para el experimento n2 16 no se pudo recuperar la muestra, por
lo que no se observo en el microscopio.

En el caso de los experimentosn2 2, 3,4,5,6, 7,8y 9, se obtuvieron particulas. Todos
ellos tienen en comun que fueron realizados con disoluciones de una concentracion de 4%
de copolimero. Para el experimento n? 2, se observan bastantes esferas pero con un fondo
de fibras (Figura 23).

Figura 23. Experimento n® 2 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio optico.

En el caso del experimento n2 3, se observan manchas oscuras en la Figura 24. Esto
es debido a que cada muestra se recogia en un portamuestras de vidrio, directamente
desde la placa Petri, por lo que se pudo quedar agua acumulada en algunos trozos de la
muestra (manchas oscuras). Se observan también esferas, y menos fibras que en el caso
anterior.
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Figura 24. Experimento n® 3 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio optico.

En el experimento n? 4, no se aprecia la formacién de fibras, a diferencia de los dos
anteriores. Ademas, se observan esferas de un tamafio menor (Figura 25).

Figura 25. Experimento n2 4 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio dptico.

Cuando se observé la muestra del experimento n2 5 en el microscopio 6ptico, no se
distinguian bien los limites entre unas esferas y otras (Figura 26). Sin embargo, en el
microscopio SEM se pudieron medir los didmetros, ya que se observaban esferas
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individuales (Figura 27). En el SEM se observaba alguna fibra en el fondo con formacién de
gotas. Esto ocurre en la transicion de electrohilado a electroespray (fibras a particulas).
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Figura 26. Experimento n® 5 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio optico.

100pm

Figura 27. Experimento n2 5 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio electronico de barrido (SEM).
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Enla Figura 28, se observa la muestra del experimento n2 6, donde no hay presencia
de fibras.

20:14:33 on 21/06/2016
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Figura 28. Experimento n2 6 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio optico.

En el experimento n? 7, se observan una considerable cantidad de esferas de
tamafio pequefio, como se puede apreciar en la Figura 29. En este caso, tampoco hay fibras.

Figura 29. Experimento n® 7 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio optico.
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En el experimento n? 8 se aprecian las esferas mas pequefias de todos los
experimentos realizados con el método de Taguchi (Figura 30).
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Figura 30. Experimento n® 8 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio dptico.

En el experimento n2 9, se observa que los limites de las particulas no estan bien
definidos y se aproximan bastante (Figura 31).

Figura 31. Experimento n2 9 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico) observado
en microscopio dptico.
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En el caso de los experimentos n? 10 y 11, se observaban fibras con gotas, como se

aprecia en las Figuras 32 y 33.
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Figura 32. Experimento n® 10 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)

observado en microscopio dptico.
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Figura 33. Experimento n? 11 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio dptico.
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En la muestra del experimento n2 12, sélo se observaban fibras (Figura 34).
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Figura 34. Experimento n 12 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio optico.

Para el experimento n? 13 se observaron particulas en el microscopio dptico,
aunque no del todo esféricas, como se puede apreciar en la Figura 35.

Figura 35. Experimento n? 13 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio dptico.
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En el experimento n? 14 se observa mayoritariamente fibras con gotas, como se
aprecia en la Figura 36.
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Figura 36. Experimento n® 14 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio dptico.

En cuanto al experimento n2 17, ocurre lo mismo que para el experimento n2 8. Se
observan muchas esferas y muy pequefias (Figura 37).
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Figura 37. Experimento n® 17 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)
observado en microscopio dptico.
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Por ultimo, en el experimento n2 18 también se han observado esferas de distintos

tamanfios, sin formacidn de fibras ni fibras con gotas.
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Figura 38. Experimento n® 18 de la Tabla 10 (5% dcido acrilico)

observado en microscopio dptico.

Como se ha visto en el apartado 5.3., los resultados de los experimentos realizados
con el copolimero de 0% de acido acrilico no han podido ser analizados. Por tanto, se han
medido los diametros de las esferas en todas las muestras de copolimero de 5% de acido
acrilico que las produjeron, por medio del programa Imagel. En la Tabla 11 se incluyen los
resultados de los experimentos del método de Taguchi con el copolimero de 5% de acido

acrilico que dieron lugar a esferas.
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TABLA 11. Diametros medios y desviacion tipica de particulas obtenidas en

experimentos de Taguchi para el copolimero de 5% de acido acrilico.

Exp. X o
ne (km) (Lm)
2 11,4 2,7
3 9,1 2,8
4 3,9 1,2
5 6,6 2,8
6 4,1 1,6
7 3,9 1,1
8 1,9 0,5
9 3,5 1,2
13 6,3 1,6
17 2,7 0,7
18 4,2 1,9

A continuacidn, se va a realizar un analisis del Disefio Ortogonal de Taguchi, para
determinar el efecto que cada variable tiene sobre la morfologia de las particulas
obtenidas. Cada parametro tiene diferentes niveles (los valores en los que se varia). Se ha
calculado el didmetro medio y la desviacién estandar media para los niveles de cada
parametro. Hay que evaluar el efecto de los diferentes niveles de cada parametro sobre el
diametro de las particulas, para lo cual se calcula el rango, la diferencia entre el valor
maximo y el minimo de cada nivel. Cuanto mayor es el rango, mas importante es el
parametro. Los niveles se han escogido en funcién a la Tabla 12.

TABLA 12. Identificacion de niveles para posterior analisis del método de Taguchi.

Concentracion | Proporcién Velocidad Distancia al Campo

copolimero disolventes de flujo colector eléctrico

(DMF/DCM) (mL/h) (cm) (kV/cm)
Nivel 1 4% 20/80 2 10 0,5
Nivel 2 6% 40/60 4 15 1
Nivel 3 - 60/40 8 20 1,5
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En la Tabla 13, se presenta el desarrollo del analisis sobre los valores que se han
obtenido experimentalmente.

TABLA 13. Analisis del método de Taguchi para los experimentos realizados con
copolimero de 5% de acido acrilico.

Concentracion | Proporcion | Velocidad | Distancia al Campo
copolimero disolventes | de flujo colector eléctrico
(DMF/DCM)
Diametro Nivel 1 5,6 10,3 4,7 3,4 4,1
de Nivel 2 4,4 5,2 5,7 6,5 5,7
particula
5 Nivel 3 - 3,2 5,3 5,0 5,6
Rango 1,2 7,1 1,0 3,1 1,6
(nm)
Importancia 4 1 5 2 3
Desviacidn Nivel 1 1,7 2,8 1,3 1,0 1,5
tipica Nivel 2 1,4 1,8 1,7 2,0 1,5
d Nivel 3 - 1,1 1,9 1,6 1,8
(um)
Rango 0,3 1,7 0,6 1,0 0,3
Importancia 4 1 3 2 4
Mejor nivel 6% 60/40 2 mL/h 10 cm 0,5 kV/cm

A partir de estos resultados, se observa que la proporcién de disolventes
(DMF/DCM) y la distancia al colector tienen la mayor influencia tanto en el diametro de las
particulas como en la desviacion tipica. Con una proporcion de disolventes del 60/40 de
DMF/DCM, se obtienen las particulas mas pequefias. En cuanto al efecto de la distancia
entre la aguja y el colector, con una distancia de 10 cm se han conseguido los menores
diametros. Con respecto a la concentracién, también se ha visto que con un 6% se han
obtenido particulas menores que con un 4%. Sin embargo, este pardmetro, junto con el
campo aplicado, es el que menos influye en la desviacion tipica. En cuanto a la velocidad
de flujo, practicamente no se muestra una influencia importante en el diametro de
particula, mientras que por el contrario es de los factores mas influyentes en la desviacién
tipica. Por ultimo, el efecto del campo eléctrico no ha estado claro, ya que el menor
didmetro se obtiene con un campo eléctrico de 0,5 kV/cm, mientras que la menor
desviacidn tipica se obtiene con 1 kV/cm.

El mejor nivel se ha escogido en base a los didmetros medios mas pequenos. Por lo
tanto, se seleccionan como valores dptimos una concentracion del 6%, 60/40 (DMF/DCM)
como proporcion de disolventes, una velocidad de flujo de 2 mL/h, una distancia entre la
agujay el colector de 10 cm y, por ultimo, un campo eléctrico de 0,5 kV/cm.
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/7. NORMATIVA.

7.1. Reactivos quimicos y equipos de proteccién individual

En cuanto a los reactivos quimicos empleados, se han clasificado y etiquetado de
acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008 sobre clasificacion, etiquetado y envasado de
sustancias y mezclas, y por el que se modifican y derogan las Directivas 67/548/CEE vy
1999/45/CE y se modifica el Reglamento (CE) n2 1907/2006.

Los equipos de proteccion para ojos utilizados son los testados y aprobados segun la
norma UNE-EN 166 (UE). Esta norma europea especifica los requisitos funcionales para
diferentes tipos de protectores individuales de los ojos e incorpora consideraciones
generales tales como:

- Designacion;

- Clasificacion;

- Requisitos basicos aplicables a todos los protectores de ojos;
- Diversos requisitos particulares y opcionales;

- Atribucién de los requisitos, ensayos y aplicaciones;

- Marcado;

- Informacion para los usuarios.

Los guantes de proteccidon seleccionados deben cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE, sobre aproximacion de las legislaciones de los Estados
Miembros relativas a los equipos de proteccidn individual.

Con respecto a la proteccidn respiratoria, se deben usar equipos testados y aprobados
bajo el Comité Europeo de Normalizacién, CEN (UE).

7.2.  Gestion de residuos.

La gestion de residuos peligrosos se ha llevado a cabo siguiendo los protocolos del
CBIT:

- Todo residuo generado en los laboratorios tiene su correspondiente contenedor.

- Antes de tirar un residuo hay que fijarse si hay un biddn ya etiquetado para el
residuo.

- En caso de que no haya bidén, hay que etiquetarlo correctamente antes de tirar el
residuo.

- Todos los bidones vacios para residuos se encuentran en el almacén.

- Las etiquetas que identifican los residuos estan clasificadas en grupos por la oficina
del Area de Medio Ambiente (AMA).

Gestidn de residuos solidos

- Papel no contaminado: se tira en la papelera azul.
- Plastico no contaminado: en la papelera amarilla.
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- Guantes no contaminados: en la papelera negra.

- El material de vidrio roto, contaminado o limpio, nunca se tira a la papelera negra
normal, siempre al contenedor de residuos para vidrio (Grupo 19) que hay en
Sintesis 1y 2.

- Para tirar solidos contaminados con mondmeros hay que ponerlos en bolsas Zip
bien cerradas, antes de tirarlos a los cubos de residuos de polimerizacidn.

- Para el caso de otros sélidos contaminados con disolventes, primero hay que
dejarlos un tiempo bajo la vitrina, hasta que se evapore el disolvente, y después se
introducen en bolsas Zip bien cerradas antes de tirarlos.

Gestion de residuos liquidos

- Contenedores para liquidos:
o Disolventes no halogenados (acetona, etanol, tolueno, dimetilformamida,
etc.).
o Disolventes halogenados (todos los que contienen fluor, cloro, bromo o
yodo).
Acidos inorganicos e inorganicos.
Soluciones de sales orgdnicas e inorganicas.
Aceites, grasas e hidrocarburos.
Residuos bioldgicos liquidos.
Etc.

O O O O O

Todo residuo generado en los laboratorios tiene su correspondiente contenedor,
no se tira nada por las pilas de lavado.

La normativa autondmica aplicable se cita a continuacién:

- Ley 2/2006, de 5 de mayo, de prevencién de la contaminacion y calidad ambiental
(DOGV n2 5256, de 11/05/06).

- Ley 10/2000, de 12 de diciembre de Residuos de la Comunidad Valenciana (DOGV
n2 3898, de 15/12/00).

- ORDEN de 14 de julio de 1997, de la Conselleria de Medio Ambiente de la
Comunidad Valenciana, por la que se desarrolla el Decreto 240/1994, de 22 de
noviembre, del Gobierno Valenciano, por el que se aprueba el Reglamento
Regulador de la Gestién de Residuos Sanitarios.

- Decreto 240/1994, de 22 de noviembre, del Gobierno Valenciano, por el que se
aprueba el Reglamento Regulador de la Gestién de Residuos Sanitarios (DOGV n?
2401, de 5/12/94).

- Resolucién de 24 de mayo de 2004, del Director General de Calidad Ambiental, por
la que se regula el procedimiento para la comunicacidon telematica de las
Notificaciones Previas a los Traslados (NPT) y Documentos de Control y Seguimiento
(DCS) de residuos peligrosos por parte de los productores y gestores de residuos, y
se aprueba la aplicacion en virtud de la que se gestiona el procedimiento (DOGV n2
4772, de 10/06/04) (modificada por la Resolucidn de 18 de febrero de 2005, DOGV
n2 4959, de 04/03/05).
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8. PRESUPUESTO.

El presupuesto se calculara en funcién al coste de produccién de 1 gramo de
microesferas, utilizando los valores éptimos del proceso que se obtuvieron mediante el
método de Taguchi, los cuales se indican al final del apartado 6. El copolimero sera el de
composicion 47.5:47.5:5 (EA:EMA:AA),ya que es con el que se analizé el método de
Taguchi.

Coste de materiales

En primer lugar hay que obtener el coste de la polimerizacién. Para ello, se debe calcular
la cantidad necesaria de cada sustancia quimica. En todos los casos, se supone que la
densidad de los compuestos quimicos es de 1g/ml, por lo que las masas calculadas
coinciden con los volumenes.

- Acetona (30%):

Macetona = Mfinal * 0,3=1g-0,3=0,3g

Vacetona = 0,3ml
- Benzoina (5%):
Mpenzoina = (Mfinat = Macetona) - 0,005 = (1g — 0,3g) - 0,005 = 0,0035g
- Acrilato de etilo (47,5 %):

Mgy = (mfinal — Mgcetona — mbenzoina) 0,475
Mgy = (1g - 0,39 — 0,0035g) -0,475) = 0,3308g
Vega = 0,3308ml

- Metacrilato de etilo (47,5%):

Meya = (mfinal — Mgcetona — mbenzoina) : 0'475
mgya = (1g — 0,39 —0,0035g) - 0,475 = 0,3308g
VEMA = 0,3308ml

65



- Acido Acrilico (5%):

Myp = (mfinal — Mgcetona — mbenzoina) - 0,05
mua = (1g — 0,3g — 0,0035g) - 0,05 = 0,0348¢g
VAA = 0,0348ml

Una vez calculado el precio de 1 gramo de copolimero, se tiene que obtener la cantidad
de disolventes que se necesita para preparar una disolucién del 4% de este material.
Sabiendo que para preparar 10 ml de disolucién se necesitan 0,4 gramos de copolimero,
con 1 gramo podremos preparar 25 ml de disolucion, de los cuales 24 ml serdn de
disolventes.

- Dimetilformamida:
Vpmur = 24ml - 0,6 = 14,4ml
- Diclorometano:
Vpem = 24ml - 0,4 = 9,6ml

A continuacidn, se incluye una tabla con el presupuesto referido a los materiales.
En este se ha tenido en cuenta el volumen total de las botellas de cada reactivo, y se ha
calculado el precio proporcionalmente al volumen que hemos utilizado para producir 1
gramo de microesferas.

TABLA 14. Presupuesto referido a materiales empleados para produccion de 1 gramo de
microesferas.

Reactivo Precio (€/L o €/kg) | Volumen requerido (mL o g) | Precio total (€)
Acetona 33,29 0,3000 0,0099
Benzoina 75,88 0,0035 0,0003
Acrilato de etilo 53,90 0,3308 0,0178
Metracrilato de etilo 57,90 0,3308 0,0192
Acido acrilico 53,70 0,0348 0,0019
Dimetilformamida 70,75 14,4000 1,0188
Diclorometano 45,09 9,6000 0,4328
1,50
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Sesiones en microscopio electrénico de barrido

Se incluird una estimacidon de las horas que serian necesarias para analizar la
muestra en el Servicio de Microscopia de la Universitat Politecnica de Valencia (UPV). El
precio para usuarios de la UPV, como es nuestro caso, es de 13 €/h. Para analizar tan sélo
una muestra de microesferas, seria suficiente utilizar una hora el equipo, por lo que en este
caso se considera un gasto total de 13 €.

TABLA 15. Presupuesto referido a sesiones en microscopio electrdnico.

Horas de reserva en SEM | Precio (€/h) | Precio total (€)

1 13 13

Horas de trabajo

En funcién de las condiciones del proceso de electroespray, se tendra en cuenta el coste
eléctrico, y el coste de amortizacidn de los equipos. Si la velocidad de flujo es de 2ml/h, los
25 ml de disolucién se habran dispensado en 12,5 horas. También se incluye 1 hora
empleada en el analisis de la muestra en el servicio de microscopia.

El sueldo de un trabajador que realiza una tesis doctoral se puede estimar en 2000
euros al mes. Considerando 37,5 horas de trabajo a la semana, el precio por hora seria de
13,33 €, por lo que el total seria de 179,96 €.

TABLA 16. Presupuesto referido a horas de trabajo de ingeniero quimico.

Horas de trabajo | Precio (€/h) Precio total (€)
13,5 13,33 179,96

Costes indirectos

Hay que incluir los costes indirectos en el presupuesto total. Con ellos, nos referimos
a los gastos de luz, agua, teléfono, entre otros. Estos costes suponen un 25% de los costes
directos.

TABLA 17. Presupuesto total sin costes indirectos para la produccion de 1 gramo de
microesferas.

Descripcion Precio (€)
Reactivos 1,51
Servicio de microscopia 13,00
Sueldo del trabajador 179,96
194,47
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Los costes indirectos suponen un valor de 48,62 €. Por lo tanto, el presupuesto total
para producir 1 gramo de microesferas con las condiciones 6ptimas es de 243,09 €,
teniendo en cuenta tanto costes directos como indirectos, como se aprecia en la tabla
siguiente.

TABLA 18. Presupuesto total para la produccidon de 1 gramo de microesferas.

Descripcion Precio (€)

Costes directos 194,47

Costes indirectos 48,62
243,09
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9. CONCLUSIONES.

Como bien se ha dicho anteriormente, el objetivo de este trabajo es disefiar un
proceso optimo para la produccion de microesferas mediante electroespray. La
optimizacién se ha llevado a cabo a través del método de Taguchi. Para ello, se han
realizado pruebas iniciales utilizando papel de aluminio como colector. Debido a las
aglomeraciones de esferas que se observaron en el microscopio electrénico, se ha decidido
realizar el proceso empleando agua como colector.

Los ensayos previos al Disefio Ortogonal de Taguchi se han realizado utilizando el
nuevo montaje con el agua como colector. Se han obtenido esferas de unos didmetros
medios de entre 9,4 y 10,9 micras. Se ha determinado la viscosidad y la tensidn superficial
para disoluciones de concentraciones de 4%, 6% y 8% de copolimero con proporcidn de
disolventes de 40/60 de DMF/DCM en los tres casos. En base a los resultados obtenidos, se
ha concluido que estos pardmetros no tienen una importante influencia en el material
empleado.

En cuanto al método de Taguchi, se han realizado 18 experimentos con los
pardmetros mas influyentes y se ha concluido que el proceso dptimo se da con una
concentraciéon de disolucion del 6%, proporcion de disolventes de DMF/DCM del 60/40,
una velocidad de flujo de 2 mL/h, distancia entre la aguja y el colector de 10 cm y campo
eléctrico de 0.5 kV/cm.

En los experimentos realizados mediante el Disefio Ortogonal de Taguchi, se obtuvo
un didametro medio minimo de microesferas de 1.9 + 0.5 um, con las condiciones del
experimento n2 8 que se indican en la Tabla 10. Por tanto, con los pardmetros 6ptimos se
espera obtener esferas de un didmetro del mismo orden.

Por tanto, se puede decir que se ha cumplido el objetivo de este TFG, optimizando
el proceso de produccion de microesferas de copolimero basado en acrilato de etilo
mediante electroespray, para obtener microesferas de un tamano comprendido entre 1y
10 micras.
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11.  ANEXOS.

ANEXO |. SEGURIDAD ELECTRICA DEL EQUIPO DE ELECTROESPRAY.

Este equipo presenta riesgos de lesiones graves por electrocucidén. Hay que evitar
en todo momento tocar el borne positivo de la fuente de tensién.

Siempre comprobar antes de manipular cualquier elemento del montaje que la
fuente de tensidén esta apagada.

Durante la utilizacion de este equipo se trabaja con voltajes muy elevados, y aunque
el amperaje sea bajo, es necesario trabajar con un cuidado especial.

La bomba de jeringa se conectara por defecto en un enchufe convencional. En caso
de dar problemas de chispazos, o arcos eléctricos entre la aguja y la bomba, se pasara a
conectarla a la fuente de corriente continua (bateria de coche).

Si durante el funcionamiento, se hace imprescindible limpiar la aguja, hacerlo con
sumo cuidado y con ayuda de una barra de cristal (no conductora); y prestando atencion a
no tocar ningun elemento mas del montaje.

Una vez encendida la fuente de tensién, mantener en la medida de lo posible la
guillotina bajada.

Utilizar los EPIs adecuados y consultar la informacidn sobre PRL. Importante utilizar
gafas de proteccion, ya que el electrohilado puede saltar hacia el usuario. Utilizar bata de
laboratorio, mdscara y guantes.

Preparacion del montaje

- Proteger los ojos (gafas), cara (mascara de gases), manos (guantes) del contacto con
la disolucidn.

- Asegurarse que la ventilacion del laboratorio esta funcionando.

- Sino lo estuviera no se debe utilizar el equipo.

- Comprobar que los bornes (+) y (-) no estan en contacto ni podran llegar a estarlo
con facilidad.

- En caso de deterioro o averia no manipular el equipo.

Durante el funcionamiento del equipo

- Asegurarse que la ventilacion del laboratorio es adecuada

- Mantener en la medida de lo posible la guillotina bajada

- No tocar los elementos conductores cuando la fuente de tensién esté encendida, y
en la medida de lo posible, evitar manipular el resto del equipo y tocar la campana.

- No manipular sustancias inflamables en las cercanias del equipo.

- Antes de cambiar el colector comprobar que la fuente de tensidén esta apagada.
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