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Titulo Trabajo Fin de Grado

Hidrogel nanoreforzado para la liberacién de proteinas en la regeneracion de piel.

Resumen Trabajo Fin de Grado

El objetivo del proyecto es el desarrollo de membranas de hidrogel (polialcohol vinilico, PVA)
producidas por electrohilado desde las que se pueda liberar un fdrmaco. De cara a dotar al gel
de consistencia mecdanica y para modular la cinética de liberacidén, se introducira un refuerzo
por nanoarcillas que se exfolian en la disolucién del polimero. El proyecto en el que estd
involucrado nuestro grupo de investigacion pretende la liberacién local de la proteina LL37. Sin
embargo debido a su alto costo, en la puesta a punto de la membrana se van a utilizar otras
proteinas modelo. Se preparara una suspensiéon de nanoparticulas en la disolucidon del
polimero en un disolvente adecuado conteniendo la proteina que se pretende liberar. Esta
suspensidon se someterd a un proceso de electrohilado para producir la membrana de
nanofibras. Se analizard la influencia de los pardmetros del proceso sobre la formacién de las
nanofibras. Por otra parte se caracterizara la cinética de liberacién en medio acuoso.

The aim of this project is to produce electrospun hydrogel membranes (polyvinyl alcohol, PVA)
for drug delivery. To provide mechanical consistency to the gel and to modulate the delivery
kinetics, a reinforcement of exfoliated nanoclays will be introduced in the polymer matrix. The
project in which our research group is involved, intend the local delivery of the protein LL37.
Nevertheless, owing to its high cost, other model proteins will be used in the tuning of the
membrane. A suspension of nanoparticles in the polymer solution will be prepared in an
adequate solvent containing the protein that is expected to be delivered. This suspension will
be subjected to an electrospinning process to produce the nanofiber mat. The influence of the

process parameters over the nanofibers microstructure will be analyzed. On the other hand,
the delivery kinetics in an aqueous medium will be characterized.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general e hipodtesis

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado es la obtencién de un hidrogel nanoreforzado a partir
de membranas electrohiladas que pueda contener un farmaco y liberarlo de forma controlada,
con aplicaciones en regeneracion de tejidos epiteliales.

La hipdtesis principal que se plantea en este trabajo es que las nanoparticulas que se afiaden a
la disolucién polimérica se encuentran dispersas en la matriz del hidrogel, creando un camino
tortuoso para el movimiento de la proteina a través de esta matriz, con lo que se espera
modular la cinética de liberacién de la proteina.

1.2. Objetivos especificos

Del objetivo general anterior derivan una serie de objetivos especificos a realizar en dicho
Trabajo Fin de Grado:

— Determinar las condiciones para producir una membrana de PVA por electrohilado.

— Relacionar el didmetro de las microfibras obtenidas y su homogeneidad con los
parametros de electrohilado.

— Una vez elegidos los pardmetros del proceso de electrohilado, preparar con ellos
membranas de nanocompuestos conteniendo un 0, 2, 10 y 40% de nanoarcilla.

— Caracterizar mediante microscopia electronica de barrido (SEM) el cambio en la
morfologia de las fibrillas debido a la presencia de la nanoarcilla.

— Definir el protocolo de entrecruzamiento quimico de las cadenas de PVA para formar
el gel utilizando para ello peliculas finas o films de PVA y de los nanocompuestos y
determinar el grado de entrecruzamiento mediante la capacidad de absorcion de agua.

— Entrecruzar las membranas electrohiladas de PVA siguiendo el protocolo obtenido.

— Determinar la densidad y tensién superficial de las disoluciones.

— Medir la capacidad de carga de una proteina modelo, la albumina de suero bovino
(BSA).

— Medir la cinética de liberacién en tampdn fosfato salino (PBS).

1.3. Justificacion y antecedentes

El Trabajo Fin de Grado se enmarca en la linea de investigacién que investigadores del CBIT
llevan adelante en colaboracion con el grupo de la Dra. Marcela del Rio de la Universidad
Carlos Ill de Madrid para la regeneracion de piel en el caso de quemados y en ciertas
enfermedades raras que implican dificultades para la cicatrizacién. En esta linea se han
realizado previamente trabajos de liberacion de proteinas desde diferentes sistemas
poliméricos biodegradables. El proceso de regeneracién implica no sélo la liberacion del
farmaco sino que se pueden emplear técnicas de ingenieria tisular con el trasplante de células
madre de piel o queratinocitos que pueden tener un efecto paracrino o directamente migrar a
la zona dafiada. Estas células se trasplantarian sembradas en un vehiculo sintético adecuado.
En este trabajo abordamos el estudio de la liberacién de una proteina desde una membrana
constituida por un gel bioestable que se aplicaria como un apédsito sobre la zona dafada.



2. INTRODUCCION

2.1. Ingenieria tisular

La ingenieria tisular es un area de investigacion multidisciplinar que aplica conocimientos de
medicina, biologia e ingenieria para reemplazar, reparar o regenerar tejidos. En concreto, la
ingenieria tisular emplea una combinacién de células vivas, materiales biodegradables y
herramientas de la ingenieria para desarrollar nuevas estructuras y soportes biocompatibles y
biodegradables para conseguir estos objetivos (CIBER-BBN, 2016; NIBIB, 2013).

Para regenerar tejidos pueden emplearse diferentes tipos de células, destacando el uso de
células madre tanto multipotenciales como pluripotenciales. Del mismo modo, estas células
pueden ser autélogas, extraidas del propio paciente, procesadas de manera controlada y
reimplantadas de nuevo en el propio paciente, o alégenicas, lo que hace referencia a células
extraidas de un paciente, procesadas de nuevo, y reimplantadas en otro paciente diferente.

En el organismo existen algunos tejidos con una capacidad de regeneracién muy elevada y
continua, como es el caso de la sangre o la piel, mientras que muchos otros tejidos como el
tejido articular, no presentan regeneracidon espontdnea. Esto provoca que tras un dafio en un
tejido u érgano a causa de una enfermedad, un defecto congénito o un suceso traumatico,
exista la necesidad de reparar o sustituir determinados drganos o tejidos. Por todo esto, la
ingenieria de tejidos es un drea de investigacion muy activa y en constante evolucion.

Para conseguir estos objetivos, la ingenieria tisular dispone de diversas estrategias que buscan
desencadenar la regeneracion por parte del propio tejido. Una de estas estrategias consiste en
el implante de células solas, es decir, colocar células en el lugar del dafo de modo que a estas
les lleguen los factores de crecimiento del entorno, permitiéndoles producir su propia matriz
extracelular y desencadenando la regeneracion del tejido. Esta misma técnica presenta una
variante, y es el implante de las células en un soporte biodegradable o scaffold en cuyo interior
se siembran las células, implantandose posteriormente en el lugar del dafio. En este caso, se
busca que el scaffold sirva de andamio para las células, permitiendo que éstas se adhieran y
proliferen, fabricando su matriz extracelular y regenerando el tejido a medida que el scaffold
va desapareciendo progresivamente. Otra de las estrategias consiste en el implante de
soportes que liberan factores de crecimiento de manera controlada, de modo que éstos
induzcan la regeneracién de las propias células que hay en el tejido.

Estos scaffolds pueden estar fabricados a partir de diferentes materiales, los cuales deben ser
biocompatibles y en general deben ser biodegradables, aunque en ciertas aplicaciones, como
la que nos interesa en este trabajo pueden ser bioestables, pudiendo presentar diferentes
arquitecturas de poro, o estar formados por microparticulas o membranas de nanofibras,
presentando también diferentes propiedades quimicas, fisicas y superficiales. Algunos
scaffolds se producen con materiales de origen natural como el coldgeno o el acido
hialurdnico, componentes de la piel, o el quitosano, polisacarido presente en el caparazén de
los crustaceos. Otros pueden presentar materiales de origen sintético derivados de polimeros
como el acido polilactico o el polialcohol vinilico.

Una de las aplicaciones de la ingenieria tisular consiste en el desarrollo de hidrogeles capaces
de absorber grandes cantidades de agua, ya que se trata de una red de polimero reticulada y
tridimensional. Uno de los polimeros mas empleados para el desarrollo de estos hidrogeles es
el PVA, el cual, tras ser sometido a un proceso de entrecruzamiento, puede aplicarse como
apositos para heridas o para la liberacidn de proteinas (Guo et al., 2014; Rojas et al., 2008).



2.2. Polialcohol vinilico

El polialcohol vinilico (PVA) es un polimero de férmula quimica general (C,H;0), (Figura 2.1)
que, a diferencia de muchos polimeros vinilicos, no se obtiene por polimerizacidon del
mondmero correspondiente, si no que se obtiene por alcohdlisis parcial o completa del
poliacetato de vinilo, al cual se le eliminan los grupos acetato empleando etanol o metanol y
un acido o base como catalizador, tal y como se muestra en la Figura 2.2 (Billmeyer, 1975).

OH

Figura 2.1: Estructura quimica del PVA. Fuente: http://1.bp.blogspot.com/-a6V7Q6DdpcU/T2xy_RpOcgl
JAAAAAAAABVS/rWmXW3d5buw/s1600/pvoh.jpg. Consulta: 5 de enero de 2016.

FCH;—CHE  ——» —CH;—CH-
| - metanol | .
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poli (vinil acetato) poli (vinil alcohol)

Figura 2.2: Reaccion de alcohdlisis. Fuente: http://1.bp.blogspot.com/-TFn_n_CGx3I/T2xzNmw-
DCI/AAAAAAAABWE/yriHxo680Y0/s1600/pva02.jpg. Consulta: 5 de enero de 2016.

Se trata de un polimero sintético, semicristalino, hidrofilico, soluble en agua, no téxico,
biocompatible y biodegradable. Se disuelve rapidamente en agua tras aplicar temperaturas de
80 °C o superiores. Estas caracteristicas junto con sus propiedades térmicas y mecdnicas y su
estabilidad quimica, permiten su uso en diversos campos, destacando su empleo en el dmbito
biomédico aplicando la técnica de electrospinning o electrohilado para generar membranas y
desarrollar, por ejemplo, sistemas de liberacidn transdérmica de farmacos. (Lee et al., 2016;
Nugroho et al., 2013; Pathan et al., 2015). Ademas, se trata de un polimero que se comercializa
en un amplio rango de pesos moleculares y a bajo coste, lo que contribuye a su utilizacidn en
films o membranas de fibras (Ji et al., 2009).

2.3. Electrohilado

El proceso de electrohilado consiste en la formacion de fibras de escala micro o nanométrica a
partir de una disolucion de polimero en un disolvente adecuado y a una determinada
concentracién, por efecto de un campo eléctrico. Se trata de método de bajo coste en el que el
equipamiento es sencillo y esta constituido fundamentalmente de tres partes:

— Bomba de inyeccidn: impulsa una determinada cantidad de disolucién de polimero
contenida en una jeringuilla por unidad de tiempo. Esta parte del equipo permite
configurar la velocidad de flujo a la que se suministra de la disolucidn.

— Colector: placa metdlica conductora de la electricidad sobre la que se depositaran las
fibras, la cual, se recubre con papel de aluminio para recuperar la membrana formada
mayor facilidad para poder realizar la caracterizacion de las fibras obtenidas.

— Fuente de tensidn: proporciona el voltaje necesario para generar una diferencia de
potencial entre la punta de la aguja y el colector, sobre los cuales estaran situados dos
electrodos, permitiendo asi la formacion de las fibras. Ademds, también permite
limitar el valor maximo de intensidad que proporciona la fuente. La fuente de tension



dispone de 2 bornes: el borne (+) que se conecta a la aguja de la jeringuilla, y el borne
(-) que se conectara al colector (Wendordd et al., 2012).

En funcién de la disposicidn del colector existen dos montajes diferentes de este equipo, tal y
como se observa en la Figura 2.3: vertical (a) y horizontal (b). En la orientacion vertical la aguja
se coloca en vertical encima del colector. Esta orientacion presenta la ventaja de que la
deposicién de las fibras en el colector es facilitada por la fuerza de la gravedad; sin embargo
presenta un inconveniente, y es que al estar la jeringuilla colocada sobre el colector pueden
caer gotas de la disolucién sobre éste, dafiando la membrana de fibras que se ha formado. En
el caso de la orientacidon horizontal, la aguja se coloca horizontalmente y enfrente del colector,
gue se encuentra en posicién vertical. En este trabajo se va a emplear la disposicion horizontal,
evitando asi el problema comentado en la orientacién vertical.
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Figura 2.3: Diagrama esquemdtico del montaje del equipo de electrohilado con colector en vertical (a) y
en horizontal (b) (Bhardwaj y Kundu, 2010).

El funcionamiento del equipo se basa en la aplicacidon de un alto voltaje de modo que a medida
que la disolucién avanza por la aguja, ésta se va cargando y las gotas de disoluciéon que
alcanzan el extremo de la aguja quedan cargadas. En este momento, la repulsién electrostatica
contrarresta a la tension superficial de la disolucién y la gota comenzara a estirarse hasta un
punto critico en el que un chorro de liquido sale de la superficie de la gota, generando lo que
se conoce como cono de Taylor (Figura 2.4).

o ale

vi

Figura 2.4: Formacion del cono de Taylor (Di et al., 2011).

Si la cohesién molecular del liquido es suficientemente alta, se forma un flujo continuo o jet de
disolucién. A medida que el jet se dirige hacia el colector, el disolvente se va evaporando de
manera mas o menos rdpida segun su volatilidad, de modo que se formardn fibras que se
depositaran en el colector formando una membrana. Para asegurar que dicha membrana no
contiene restos de disolvente que no se han evaporado, es posible introducirla en una estufa o
secarla al aire. El objetivo de este procedimiento es obtener una membrana de fibras de un
diametro lo mas homogéneo posible y sin impurezas. Sin embargo, uno de los defectos mas
comunes es la formacion de cuentas que consisten en engrosamientos de las fibras a modo de
pequefias gotas. Estos defectos se observan en la Figura 2.5.

Figura 2.5: Cuentas formadas durante el electrohilado (Huang et al., 2003).



Debido a que algunos polimeros o disolventes pueden emitir olores desagradables o vapores
téxicos, es imprescindible la consulta de las fichas de seguridad de cada reactivo a utilizar y, en
caso de que fuera necesario, se empleardn gafas de proteccién o mascara de gases.

Existen diferentes parametros que pueden influir en la formacién de las fibras durante el
proceso de electrohilado, tanto en su tamafio, cantidad y didmetro (Bhardwaj y Kundu, 2010;
Doshi y Reneker, 1995):

— Propiedades de la disolucién: viscosidad, elasticidad, conductividad y tension
superficial, asi como la naturaleza, peso molecular y concentracion del polimero y el
disolvente empleado.

— Parametros del proceso de electrohilado: didmetro interno de la aguja, distancia desde
la punta de la aguja hasta el colector, voltaje, velocidad de flujo, etc.

— Parametros ambientales: flujo de aire, humedad y temperatura del ambiente.

De todos estos pardmetros, en este trabajo en concreto se controlaran algunos de ellos, como
el polimero con el que se trabaja, el disolvente empleado, la concentracién de la disolucion, el
voltaje aplicado, la distancia entre la aguja y el colector, el didmetro interno de la aguja y la
velocidad de flujo de la disolucién. Sin embargo, otros parametros como la temperatura del
ambiente, la presion atmosférica o la humedad relativa no podran ser controlados.

Para el proceso del electrohilado son muy importantes dos parametros bdsicos de la
disolucion: el tipo de disolvente y la concentracion de PVA en la disolucién. Basandonos en la
busqueda bibliografica, se ha determinado que uno de los disolventes mas empleados para los
procesos de electrohilado es el agua desionizada, tal y como se emplea en el trabajo de Lee et
al. (2016), en el que realizaron una membrana de PVA entrecruzada con glutaraldehido (GA) y
reforzada con nanotubos de halloysita a partir de una disolucidon de PVA en agua destilada al
10% p/v. Esta disolucion también se emplea como disoluciéon de partida en otros trabajos
como el de Pathan et al. (2015) con la finalidad de evaluar su citotoxicidad. Por otro lado,
también se han empleado mezclas de disolventes como es el caso del agua destilada y el acido
acético glacial o anhidro en el estudio realizado por Koosha et al. (2015) para evaluar
diferentes aplicaciones biomédicas de membranas de quitosano y PVA reforzadas con
nanoarcillas de montmorillonita (MMT). En este caso, la disolucidn contenia un 7% p/p y una
relacion de disolvente de acido acético glacial/agua destilada 70/30 (v/v). Durante la busqueda
bibliografica, no se han encontrado referencias en las que se emplee una concentracion mayor
del 10% de PVA.

En cuanto al peso molecular que debe tener el PVA para realizar el electrohilado, es necesario
superar un cierto umbral que permita a las cadenas de polimero enmarafnarse o entrelazarse,
de modo que puedan formarse las fibras. En los trabajos consultados se emplean diferentes
pesos moleculares de PVA, que varian desde 66.000 g/mol (Lee et al., 2016) hasta los 146.000
g/mol (Pathan et al., 2015). En este trabajo, se va a emplear un PVA de elevado peso molecular
disponible en el laboratorio de 130.000 g/mol. Un alto peso molecular provoca que la
disolucién de polimero sea mas viscosa, permitiendo que la membrana electrohilada esté
compuesta por fibras mds largas y en general de mayor diametro, evitando con ello la
formacidon de gotas o grumos en la membrana. Que la membrana esté formada por fibras mas
largas permite ademas que éstas formen un entramado, que se entrelacen y que no se
separen con facilidad, manteniendo la estructura de la membrana. Sin embargo, las fibras de la
membrana no estan unidas de manera quimica y el PVA es soluble en agua, de modo que al
entrar en contacto con una disolucién acuosa, la membrana tiende a disolverse rdpidamente
debido a la composicidon quimica del PVA, que presenta una gran cantidad de grupos hidroxilo
activos en sus cadenas carbonadas, que interaccionan con el agua durante su inmersién en una



disolucién acuosa. En determinadas aplicaciones, como el uso de membranas electrohiladas
para liberacion de farmacos, el uso de PVA como polimero estd limitado debido a esta
propiedad del polimero. Por lo tanto, para mantener la integridad de la membrana y para
mejorar su resistencia al agua y aportar estabilidad a su estructura, es necesario realizar un
entrecruzamiento de las cadenas (Lee et al., 2016; Nugroho et al., 2013).

2.4. Entrecruzamiento

El entrecruzamiento permite unir las cadenas de PVA entre si, de modo que al introducir un
film o una membrana electrohilada en una disolucién acuosa, la muestra no se disuelva y se
forme un hidrogel con capacidad de absorcidn de agua. El entrecruzamiento puede ocurrir de
manera fisica o quimica.

El entrecruzamiento fisico se realiza mediante ciclos de congelacién-descongelacion en los que
la disolucion de partida se congela y descongela introduciéndose regiones cristalinas que
actian como entrecruzadores, juntando las cadenas de PVA vy cristalizdndolas. Sin embargo,
este tipo de entrecruzamiento no es permanente y Unicamente produce una cristalizacidn
parcial de las cadenas, de modo que presenta el inconveniente de que las cadenas acabardn
disolviéndose, y esto limita su uso en aplicaciones que requieren insolubilidad o aplicaciones a
largo plazo. Por otro lado, el entrecruzamiento quimico se realiza mediante la adicién de un
agente que reaccionard quimicamente con los grupos hidroxilo de las cadenas,
entrecruzandolas. De este modo, al introducir una membrana de PVA en agua, ésta absorbera
el agua actuando como un hidrogel pero no se disolverd. Sin embargo, en su aplicacién para
electrohilado, se debe tener la precaucidn de que los entrecruzadores quimicos pueden
provocar la gelificacién del polimero antes o después del electrohilado debido a su elevada
reactividad (Nugroho et al., 2013).

Existen diferentes formas de realizar un entrecruzamiento quimico. Es posible afiadir el
entrecruzador directamente en la disolucién de partida como se realiza en el trabajo de
Nugroho et al. (2013) en el que emplean como entrecruzador persulfato potasico al 0,5% p/v.
Otro método para entrecruzar quimicamente consiste en aplicar luz ultravioleta a la
membrana electrohilada (Zhang et al., 2016). Por otro lado, es posible entrecruzar un film o
una membrana de electrohilado sumergiéndola en una disolucidon de entrecruzador, como es
el caso del trabajo de Kim et al. (1993) en el que utilizan una solucién de entrecruzamiento que
contiene GA, acido sulfurico y sulfato sdédico. Otro método empleado con bastante frecuencia
es el entrecruzamiento en fase de vapor. Para ello, uno de los agentes quimicos mds utilizados
en la literatura como entrecruzador de PVA es el GA, un compuesto quimico perteneciente ala
familia de los aldehidos, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 2.6. Por cada
extremo, esta molécula reacciona con una cadena de PVA, de modo que se une a dos OH
consecutivos de cada cadena formando enlaces acetal, tal y como se ilustra en la Figura 2.6.

(a)
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Figura 2.6: Reaccion quimica entre el PVA y el GA en condiciones dcidas (Mansur et al., 2008).



En el estudio realizado por Lee et al. (2016), la membrana electrohilada se expuso a GA al 25%
v/v en fase vapor en un desecador junto con una solucion del 35-37% de acido clorhidrico (HCI)
durante 1 dia, el cual, actia como catalizador creando un ambiente acido necesario para la
catalisis. Tras esto, la membrana fue lavada con agua destilada para eliminar el GA residual y
secada en una estufa. En otros trabajos, como el realizado por Destaye et al. (2013), la
membrana de PVA se puso en contacto con la fase vapor Unicamente de GA al 25% v/v en el
interior de un recipiente sellado. Se prepararon 4 condiciones diferentes de GA (0,5, 1,2y 2,56
M) y se expusieron las membranas durante 4 tiempos diferentes (6, 12, 24 y 48 h) para cada
concentracién, a temperatura ambiente. Al igual que en el caso anterior, es necesario crear
unas condiciones acidas para que ocurra la catalisis, por lo que la disolucidn se ajustd a pH 3
anadiendo a la disolucion de polimero HCI en solucidn acuosa. En el caso del estudio realizado
por Tsai et al. (2014), también se empled GA como entrecruzador a diferentes tiempos (0, 6,
12 y 24 h) y tras esto, se enjuagaron las membranas con una disolucion de glicina para eliminar
los grupos aldehido que no hubieran reaccionado durante el entrecruzamiento y que pudieran
ser toxicos para las células al reaccionar con grupos amina. En todos estos trabajos se
observaba que, conforme se aumenta el tiempo de exposicion al GA, aumentaba la estabilidad
de las membranas en disolucion.

2.5. Montmorillonita

La montmorillonita (MMT) es un tipo de nanoarcilla muy empleado en la actualidad como
refuerzo de membranas electrohiladas. Este nanocompuesto permite mejorar de manera
notable las propiedades térmicas, mecdnicas o de barrera de las nanofibras. Estas mejoras en
las propiedades de los materiales se deben a la dimensidn nanométrica de estas arcillas, lo que
les aporta un alto nivel de refuerzo incluso con un contenido bajo de las mimas, de en torno al
1-10% p/p. Por otro lado, las ldminas de nanoarcilla individuales son muy parecidas entre si, asi
como su morfologia, de modo que les permiten exfoliarse y dispersarse bien en la matriz de
polimero (Ji et al., 2009; Rosales et al., 2009).

Las nanoarcillas se encuentran en forma de capas o ldminas unas sobre otras, las cuales
pueden exfoliarse total o parcialmente y separarse, distribuyéndose de manera uniforme en la
matriz de polimero. No obstante, es posible que estas nanoldminas formen agregados mas o
menos grandes, o se encuentren intercaladas en la matriz polimérica, tal y como se representa
esquemadticamente en la Figura 2.7:
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Figura 2.7: Representacion esquemdtica de las distintas formas que puede presentar la nanoarcilla en la

matriz de polimero. (a) Matriz polimérica, (b) capas de nanoarcilla, (c) agregados, (d) nanoarcilla
intercalada, (e) exfoliacion parcial (f) exfoliacion completa (Islam et al., 2012).

Se han encontrado varios trabajos en los que se realizan membranas electrohiladas a partir de
una disolucién de PVA y nanoarcilla.

En el trabajo de Ji et al. (2009) se preparan membranas electrohiladas a partir de una
disolucién acuosa que contiene una mezcla de PVA de alto y medio peso molecular, junto con



MMT. Para dispersar la MMT, la disuelven en agua destilada con agitacién durante 1 h y a
temperatura ambiente, tras lo que afiaden ambos tipos de PVA a la disolucion, calentando a 80
9C con agitacion para su completa disolucidon durante 2 h, enfridndola posteriormente a
temperatura ambiente. Esta disolucion se prepard con una concentracion del 7,5% p/p,
empleando diferentes proporciones en masa de PVA de alto y medio peso molecular
respectivamente (10/0, 9/1, 7/3 y 5/5) y diferentes concentraciones de MMT (1%, 3%, 5% y
10%). Para evaluar si la nanoarcilla se ha exfoliado, es decir, si se ha separado en nanolaminas
y se encuentran distribuidas en la matriz de polimero emplean el microscopio electrénico de
transmisién (TEM), con el que demuestran que en la mayoria de los casos, las laminas de MMT
se han exfoliado y estdn bien distribuidas en las nanofibras.

Por otro lado, en el trabajo de Islam et al. (2012) realizan electrohilado de pululano/PVA/MMT.
El pululano es un polisacarido extracelular microbiano producido por hongos con excelentes
propiedades que le permiten ser usado como agente gelificante, revestimiento de alimentos o
lentes de contacto. En este caso dispersan la MMT en agua doblemente destilada empleando
agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Después afiaden el PVA a la solucidn, calentado
a 80 °C durante 2 h con agitacién, enfriando posteriormente a temperatura ambiente. El
pululano lo disuelven en agua doblemente destilada con agitacién magnética durante 2 h, de
nuevo a temperatura ambiente. Tras esto mezclan ambas disoluciones, empleando una
concentracion de sélido total del 14% p/p con unas proporciones en masa de pululano/PVA de
100/0, 90/10, 80/20 y 60/40, y un 5% p/p de MMT. Al igual que en el caso anterior, para
confirmar si las nanoldminas se han exfoliado emplean el TEM.

Un caso en el que emplean un método diferente para observar si la nanoarcilla se ha exfoliado
es el trabajo de Koosha et al. (2015), en el que emplean electrohilado para preparar
membranas de quitosano, PVA y nanoarcilla para aplicaciones biomédicas. Para ello, disuelven
1.400 mg de quitosano en 20 cm® de disolvente, para lo que emplean una relacién 30/70 en
volumen de agua destilada/acido acético. Esta mezcla se mantiene en agitacién durante una
noche para preparar una disolucion al 7% p/p. Se realizé esta misma disolucion pero con PVA
en vez de con quitosano, agitando durante 2 h a 80 °C. Se mezclaron ambas disoluciones para
preparar 20 cm® de disolucién con un ratio en volumen de quitosano/PVA de 30/70. Para
incorporar la MMT, se preparé una solucion con 1 g de MMT dispersa en 100 mL de acido
acético al 70%, agitando durante 72 h a 50 °C para exfoliar las nanoldminas. De esta disolucidn,
se afiadié una cantidad a la mezcla de PVA/quitosano para conseguir un 1% y 3% de
nanoarcilla sobre el total de polimero sélido, agitado durante una noche para su correcta
homogeneizacién. Tras esto, se realizé electrohilado para obtener una membrana de
nanofibras. A diferencia de los anteriores casos, confirman que la nanoarcilla estd
completamente exfoliada en la estructura de nanofibras empleando difracciéon de rayos X de
angulo bajo (SAXRD).

Ademas de los métodos descritos en los articulos anteriores para exfoliar las nanoarcillas en la
disolucién de polimero, existen otros métodos para este fin entre los que destaca el uso de
ultrasonidos. El mecanismo principal para la dispersién de las nanoparticulas por ultrasonidos
es la cavitacion, es decir, la formacidn, crecimiento y rapido colapso de burbujas en la
suspension. Durante la cavitacion pueden alcanzarse altos valores de temperatura hasta 5000
Ky de presidn, hasta 1000 atm (Kahraman et al., 2013).

En el trabajo de Kahraman et al. (2013) emplean para la exfoliacién un sonicador a una
frecuencia de 20 kHz y 108 W, durante 30 min. Durante este proceso se colocé la muestra en
un recipiente por el que circulaba agua a 21 °C para evitar un alto aumento de la temperatura.
Kaboorani et al. (2013) estudian en su articulo la eficiencia de la técnica de ultrasonidos para
dispersar la nanoarcilla en PVA. Para ello, dispersaron la nanoarcilla empleando ultrasonidos



de alta intensidad aplicando 60 kHz durante 3-5 min. La temperatura se mantuvo por debajo
de 50 °C empleando un bafio con recirculacion de etilenglicol para que las altas temperaturas
que se alcanzan no afecten a los resultados.

2.6. Liberacion de proteinas

Existen multiples aplicaciones de las membranas electrohiladas, por ejemplo como sistemas de
filtracién, biosensores, inmovilizacién de enzimas o incluso en el dmbito de los cosméticos. En
el campo de la ingenieria tisular en concreto, cabe destacar su uso como sistemas de liberacién
de farmacos (Bhardwaj y Kundu, 2010).

En el trabajo de Najafi-Tajer et al. (2015) emplean electrohilado coaxial para generar un
sistema de liberacién transdérmico. Esta variante de electrohilado permite obtener fibras en
las que la parte externa esta formada por un determinado compuesto, y el relleno interno es
otro diferente, los cuales no influyen ni se afectan entre si. En concreto, generan una
membrana de PVA y quitosano que contiene acido ascdrbico en el interior, una molécula
antioxidante que protege a la piel de las especies reactivas de oxigeno producidas por la
radiacidn ultravioleta o la contaminacidn, entre otros, lo que puede derivar en cancer de piel.
Para producir estas membranas, realizaron en primer lugar dos disoluciones por separado, una
de PVA y quitosano, y otra de acido ascdrbico. Tras esto cargaron las disoluciones en dos
jeringuillas diferentes de 5 mL conectadas por dos agujas situadas concéntricamente de calibre
17 y 24 para generar el relleno y la parte externa respectivamente. En este trabajo, la
liberacién del 4cido ascérbico se realiza en PBS.

Por otro lado, Ngawhirunpat et al. (2009) desarrollaron unas membranas electrohilada de PVA
gue contenia un agente terapéutico, generando asi un sistema de liberacion transdérmica de
farmacos. El agente terapéutico empleado es el meloxicam, un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo empleado para controlar la inflamacién y el dolor causados por enfermedades
reumadticas. Para ello, disolvieron una cantidad de PVA en agua destilada a 80 °C durante 3 h
para producir una disolucién al 10% p/v. Tras enfriar a temperatura ambiente, afiadieron el
meloxicam a 4 concentraciones distintas en base al peso seco del PVA: 2,5, 5, 10 y 20%. Por
ultimo agitaron durante 4 h para su completa disolucién.

Otro ejemplo de utilizacién de membranas electrohiladas para la liberacion de farmacos es el
trabajo de Phromviyo et al. (2015), en el que realizaron por electrohilado una membrana de
PVA y polioxalato (POX) para liberar localmente rodamina B (RB) empleando peréxido de
hidrégeno, el cual rompe los enlaces de la matriz polimérica en la que la RB estd encapsulada,
permitiendo su liberacidén. En primer lugar prepararon una disolucion de POX (5% p/p) y RB
(1% p/p) en diclorometano a la que afiadieron una disolucion acuosa de PVA para generar
diferentes ratios en masa de PVA/POX (10/0, 9/1, 8/2, 7/3, 6/4, 5/5), lo que les permitid
evaluar la influencia del contenido en POX en la regulacién de la liberacién del material
encapsulado. Agitaron durante 5 h a temperatura ambiente para la completa disoluciéon de la
RB y para obtener una disolucion homogénea de polimero para realizar el electrohilado. Una
vez preparadas las membranas evaluaron la liberacion de la RB en PBS, con y sin perdxido de
hidrégeno para realizar una comparativa de la influencia de dicha molécula en la liberacién.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

El polimero empleado es polialcohol vinilico (PVA) con un peso molecular de 130.000 g/mol,
99+% hidrolizado de Sigma-Aldrich Quimica, S.L. Dicho polimero se disolvié en agua destilada y
en acido acético glacial de Scharlau Chemie, S.A., con un peso molecular de 60,05 g/mol. Para
el resto de ensayos, el agua empleada es agua desionizada. La membrana se refuerza con
nanoparticulas de arcilla, en concreto de bentonita hidrofilica o montmorillonita (MMT) de
Sigma-Aldrich Quimica, S.L., con un peso molecular de 180,1 g/mol. Para el entrecruzamiento
se emplea glutaraldehido (GA) al 25% v/v como entrecruzador de Scharlau Chemie, S.A., con
un peso molecular de 100,12 g/mol. Por un lado, el GA se combina con una solucién acuosa de
acido clorhidrico (HCI) al 37% de Sigma-Aldrich Quimica, S.L. con un peso molecular de 36,46
g/mol para crear las condiciones acidas necesarias para la catalisis y, por otro lado, se emplea
en una disolucién de entrecruzamiento compuesta ademas por acido sulfurico (H,SO,), 95 —
97%, para sintesis de Scharlau Chemie, S.A., con un peso molecular de 98,08 g/mol, y sulfato
sédico decahidratado (Na,SO,4 - 10H,0) de Sigma-Aldrich Quimica, S.L., con un peso molecular
de 322,20 g/mol. Para el ensayo de liberacion de proteinas, la proteina empleada es la
albimina de suero bovino (BSA), cold etanol fraction, pH 5,2, 296% de Sigma-Aldrich Quimica,
S.L.,, con un peso molecular de 66.430 Da. La absorcidon y liberacion de BSA se realizd
empleando tampdn fosfato salino (PBS).

3.2. Preparacion de la disolucion de PVA

El primer paso a realizar es determinar la concentracién de la disolucidn de PVA y el disolvente
adecuado con el que se trabajard. Tras consultar la bibliografia, se realizé en primer lugar una
disolucion de PVA en agua desionizada al 10% p/p (Destaye et al., 2013). La disolucidon
obtenida era muy viscosa y por ello, se decidié diluir al 6% p/p para realizar el electrohilado.
Dicha disolucién se introdujo en una jeringuilla para electrohilar con las condiciones que
diferentes articulos empleaban (Barzegar et al., 2015; Koosha et al., 2015; Nugroho et al.,
2013; Pathan et al., 2015) pero no se consiguid la formacién del cono de Taylor y en
consecuencia, de la membrana. Esto puede ocurrir porque el polimero con el que se trabaja en
los articulos tiene un peso molecular diferente al empleado en este trabajo, ademas de que el
agua desionizada, al no contener iones, no presenta la conductividad necesaria que permite
que al aplicar un voltaje determinado, la disolucién se cargue, se forme el cono de Taylor y se
obtenga una membrana.

Debido a esto, a la disolucion del 6% p/p en agua desionizada se le afiadié un 1% p/v de
cloruro sddico (Arayanarakul et al.,, 2006) con la finalidad de que, al afiadir iones a la
disolucién, ésta se cargara al aplicar el campo eléctrico y se pudiera formar la membrana. Sin
embargo, al realizar el electrohilado no se consiguié tampoco la formacion de membrana,
posiblemente debido a que todavia la conductividad no era la necesaria.

Tras esto se realizé una disolucion al 8% p/p de PVA en agua destilada, que contiene mas iones
qgue el agua desionizada, pero debido a que tampoco se encontraron condiciones adecuadas
para el electrohilado con esta disolucidn, se optd por cambiar el disolvente. En este caso, se
empled una mezcla de acido acético glacial y agua destilada, en un ratio de 70/30 en volumen
(Koosha et al., 2015), de nuevo al 8% p/p de PVA. Con esta disolucidn si que funcionaron
correctamente los parametros en el electrohilado.
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3.3. Técnica de electrohilado

El equipo de electrohilado utilizado consiste en un equipo de fabricacidn propia que se
muestra en la Figura 3.1. Dicho equipo consta de tres partes fundamentales comentadas en el
apartado 2.3. Electrohilado: fuente de tensién, bomba de inyeccion y colector.

L Bomba de inyeccién
Jeringuilla con

aguja y borne (+)

8 Colector con bornes ()

Fuente de tension

Figura 3.1: Equipo de electrohilado de fabricacion propia.

3.3.1. Determinacion de las condiciones optimas del proceso

Con el fin de determinar las condiciones mas adecuadas para realizar las membranas de
electrohilado y para determinar posteriormente el efecto de la variacion de los pardmetros del
proceso sobre las fibras, se realizaron varias pruebas manteniendo fijo el valor del didametro
interno de la aguja, 0,6 mm, y variando la distancia desde la punta de la aguja al colector, el
voltaje aplicado y la velocidad de flujo.

En primer lugar, se fijaron los pardmetros de voltaje a 20 kV y velocidad de flujo a 0,5 mL/h
para variar la distancia a 10 cm, 15 cm, 20 cm y 25 cm. A continuacidn, se fijaron los
parametros de distancia a 10 cm y velocidad de flujo a 0,5 mL/h, y se varid el voltaje a 10 kV,
15 kV, 20 kV y 25 kV. Tras esto, se observaron las membranas obtenidas al microscopio dptico
modelo Nikon Eclipse E600 para confirmar la presencia de fibras, visualizando las muestras con
un objetivo 20X (200 aumentos). Debido a que en todos los casos se observaron fibras, se
determinaron como condiciones para el electrohilado las condiciones centrales, es decir, una
distancia de 20 cm y un voltaje de 20 kV. Con estos dos pardmetros decididos, se probaron
diferentes velocidades de flujo hasta alcanzar la maxima velocidad de flujo, resultando esta de
4 mL/h. El hecho de determinar la maxima velocidad de flujo posible se debe a la ventaja que
esto conlleva, y es que a mayor velocidad de flujo, menor es el tiempo requerido para la
formacioén de las membranas.

3.3.2. Proceso de formacion de las membranas electrohiladas

Para realizar las membranas electrohiladas (Figura 3.2), se introdujeron 6-8 mL de cada
disolucién en una jeringuilla de 12 mL. La jeringuilla que contiene la disolucién tiene un
diametro interno de 15,5 mm. Se coloca en la bomba y se le ajusta una aguja de electrohilado
con un didmetro interno de 0,6 mm. Se emplea una velocidad de flujo de 4 mL/h, y la distancia
entre el colector y la punta de la aguja es de 20 cm, aplicando un voltaje de 20 kV. El proceso
se llevé a cabo a humedad y temperatura ambiente. Una vez depositadas las fibras sobre el
colector, se comprueba de nuevo la presencia de fibras en el microscopio éptico para
posteriormente, visualizar las muestras al microscopio electrénico de barrido para evaluar el
efecto de la variacién de los pardmetros del proceso sobre las fibras. Una vez realizado el
electrohilado, las muestras se secan a temperatura ambiente para eliminar los restos de
disolvente que puedan quedar y se guardan para su posterior uso.
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Figura 3.2: Membrana electrohilada.

3.4. Visualizacion de las membranas electrohiladas al microscopio
electronico

Todas las membranas obtenidas por electrohilado se visualizaron al microscopio electrénico de
barrido JEOL JSM-6300 para posteriormente, evaluar el efecto de la variacion de los diferentes
parametros sobre la morfologia de las muestras y sobre el diametro de las fibras. Las
condiciones de adquisicidn de la imagen fueron un voltaje de 20 kV y una distancia de trabajo
de 10 mm. El software utilizado para la adquisicion de la imagen fue el programa INCA,
generado por Oxford Instruments.

Antes de proceder a la visualizacidon de las muestras, se requiere una preparacion de las
mismas. Para ello, se emplea un porta metdlico sobre el cual se colocard un trozo de cinta
adhesiva de doble cara sobre la que se pegara un trozo de membrana, preferiblemente de la
zona de mayor espesor. Es muy importante que en este paso el porta quede bien identificado
con la muestra que contiene. A pesar de que el trozo de membrana estd sobre el papel de
aluminio, y éste sobre un porta metalico conductor de electricidad, es conveniente colocar un
poco de disolucién puente sobre la membrana y el porta para asegurar la conductividad
eléctrica y que la muestra no se queme. Para finalizar con la preparacién de las muestras, éstas
reciben un bafo de oro.

Una vez preparadas las muestras, se procede a la visualizaciéon de las mismas. Para ello, se
colocan los portas sobre un soporte que se introducira en el equipo de microscopia. Tras
enfocar la imagen y ajustar el brillo y contraste se procede a la toma de las fotografias.

3.5. Medida del diametro de las fibras

Para estudiar el efecto de la variacién del voltaje, la velocidad de flujo y la distancia sobre las
fibras y para caracterizar las muestras, se empled el programa Imagel, el cual permite medir
los didmetros de diferentes fibras y obtener un valor medio de dichos didmetros y la
desviacion estandar.

Para obtener estos resultados, se realizaron 100 medidas de diametro en total para cada una
de las muestras, empleando 3 imagenes tomadas por el microscopio electrénico de cada una
de las condiciones. Sobre cada fibra, se toman 3 medidas en diferentes posiciones, midiendo
aproximadamente 33-34 fibras por imagen hasta alcanzar un total de 100 medidas. Una vez
realizadas estas medidas, se obtiene un valor medio de dicho didmetro y la desviacion
estandar de la medida.
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3.6. Preparacion de la suspension de nanoarcilla

Con el fin de reforzar las membranas de electrohilado para evitar la liberaciéon inmediata de la
proteina de su interior cuando se coloquen en una disolucidn acuosa, se adiciond a la
disolucién de partida nanoparticulas de arcilla del tipo montmorillonita, la bentonita.

Para la preparacién de la suspensién de nanoarcilla es necesario seguir un protocolo de carga
de nanoparticulas en soluciones para su uso en el laboratorio, el cual se basa en el peso de la
nanoparticula en la cantidad deseada y su adicidon a volimenes previamente medidos del
disolvente, en este caso, agua desionizada. Todo esto, se realiza en el interior de una cabina
hermética de metacrilato para evitar el contacto de la nanoarcilla con el ambiente exterior.

De manera previa a la preparacién de la cabina de trabajo, se prepararon todos los materiales
necesarios para el procedimiento. Dichos materiales fueron el vial que contiene la bentonita,
una espatula metalica para trabajar con bentonita, un vidrio de reloj para el pesado de Ia
nanoarcilla, la cantidad de agua destilada donde se dispersara la nanoarcilla, un pulverizador
con agua para la limpieza, papel secante, la cabina de trabajo, bridas, guantes, una balanza
analitica y varias bolsas grandes de cierre zip para la limpieza.

En primer lugar se prepard la cabina de trabajo. Para ello, se cubrid toda la superficie de la
vitrina de trabajo con papel de filtro y se colocd la cabina sobre la balanza y su fuente de
alimentacién de manera que ambas queden situadas en el interior de la cabina. Tras esto, se
introdujo todo el material necesario en el interior de la cabina.

A continuacion, se procedid al pesado de la cantidad necesaria de nanoparticula. Antes de
abrir el vial, se rocié el interior de la cabina con el pulverizador de agua con la finalidad de que
las particulas volatiles queden atrapadas por el liquido, siendo conveniente repetir este paso
cada cierto tiempo durante todo el proceso de preparacién. Una vez pesada la nanoarcilla, se
cerrd el bote para evitar la contaminacién del mismo por la humedad. Las suspensiones
preparadas en este trabajo contenian un 5% y un 23% de nanoarcilla.

Tras esto, se realizd la limpieza de la cabina y de todo el material de su interior. Durante esta
parte del proceso es muy importante que todo esté hiumedo ya que el nanocompuesto estara
al descubierto, realizdndose este paso con la maxima celeridad posible. Se rocié todo el
interior de la cabina con agua y se limpid con papel secante para retener la mayor parte de las
nanoparticulas que se hubieran podido volatilizar. Se comprobd que todos los botes estuvieran
cerrados y se abrid la puerta de la cabina para sacar todo el material, previamente
humedecido y secado. Se limpid tanto el exterior como el interior de la cabina con agua y se
guardd. Se recogio todo el papel de filtro de la bancada, empapandolo previamente y se
guardd en una bolsa de cierre zip, considerandose como residuo sélido de nanoparticula.

Por ultimo, para terminar con la preparacion de la suspensién de la nanoparticula en agua, se
introdujo la suspensidon en un sonicador de BANDELIN, modelo SONOPULS HD 3200, el cual,
exfolia las nanoparticulas para que éstas se separen en nanolaminas y se homogenice la
muestra. Durante este paso, se colocd la muestra en un bafio de hielo debido a que el
sonicador aumenta la temperatura de la muestra, a fin de evitar que este aumento de
temperatura interfiera en los resultados posteriores. Los pardmetros empleados en el
sonicador fueron un tiempo de 30 min y una potencia de 100 W, siguiendo el trabajo realizado
por Kahraman et al. (2013). La temperatura final que alcanzé el agua fue de 5 °C.

Antes de proceder a la carga de cualquier nanoparticula, es imprescindible familiarizarse con
los riesgos que estas pueden suponer para la salud de la persona que las manipula, y de
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aquellas que estan alrededor. En general y con independencia del tipo de nanocompuesto, los
gue se encuentran en forma disgregada y seca suponen un grave riesgo para la salud ya que
presentan una alta volatilidad, lo que provoca que sea muy facil inhalarlos si no se emplean las
medidas de proteccidon adecuadas. Ademas, debido a su pequeino tamafo, pueden causar
irritacion pulmonar e inflamacién, y exposiciones prolongadas a estos compuestos pueden
llevar a la cronificacion de estos procesos. Ademas, si no se emplean los equipos de proteccidn
necesarios, es posible que la nanoparticula penetre por contacto con la piel descubierta. Por
todo esto, hay que proceder con la maxima seguridad posible.

El equipo basico de proteccién personal para trabajar con nanoparticulas se basa en cubrir
toda la piel, sellando bien todas las juntas de la bata con cinta aislante, y cubrir la parte abierta
de los guantes, que seran de un tipo u otro segun los disolventes que se empleen. Del mismo
modo, debe cubrirse el pelo con un plastico y no con una tela, ya que las nanoparticulas
pueden penetrar facilmente a través de ella. Por ultimo, es necesario emplear una mascara
integral, que protege de gases, vapores y particulas. Tal y como se ha comentado antes, otro
punto importante a tener en cuenta en la seguridad es que antes de empezar a trabajar con la
nanoparticula, es imprescindible asegurarse de haber preparado todas las disoluciones y
materiales que se necesiten durante el trabajo en la cabina, ya que una vez que se han
expuesto los nanocompuestos al aire dentro de la cabina, ésta no se puede volver a abrir hasta
realizar la limpieza. Una vez que la nanoparticula esté disuelta en agua, ya es posible
manipularla fuera de la cabina.

Una vez preparada la suspensién de nanoarcilla se afiadié a la disolucién de polimero para
actuar como refuerzo de la membrana electrohilada, haciendo que la liberacién de la proteina
tenga que seguir caminos mas tortuosos y con ello, que se libere mas lentamente.
Concretamente, se realizaron 4 disoluciones con 4 contenidos diferentes de nanoarcilla en
peso con respecto al peso total del polimero: 0, 2, 10 y 40%. Tras esto, se realizd un
entrecruzamiento de las membranas con el fin de que las cadenas se entrecrucen unas con
otras, permitiendo que la membrana al introducirse en agua se convierta en un hidrogel,
absorba agua y no se degrade.

3.7. Determinacion de la densidad y la tension superficial de las
disoluciones

La tensién superficial es un parametro fisico que participa en el proceso de formacién de gotas
y en el tamafio de las mismas, dependiendo de la naturaleza del liquido, del medio que le
rodea y de la temperatura. Este fendmeno es causado por las fuerzas de cohesidn entre las
moléculas de un liquido (Atkins y Jones, 2006; Esteban et al., 2012). Cuando un liquido esta en
contacto con un gas se distinguen dos tipos de moléculas. Por un lado estan las moléculas
internas del liquido, las cuales estdn completamente rodeadas de otras moléculas del liquido,
de modo que las fuerzas cohesivas que se forman entre ellas estan equilibradas. Por otro lado,
estan las moléculas de la superficie, localizadas en la interfase entre el liquido y el gas. Debido
a que estas moléculas no estdn completamente rodeadas por moléculas del liquido,
establecen fuerzas cohesivas mas fuertes con las otras moléculas de la interfase, de modo que
cada molécula de la superficie es atraida ademas por las moléculas internas hacia el centro del
liquido. De este modo, se forma en la superficie una especie de membrana tensa elastica (Butt
et al, 2003; Lee et al.,, 2009). Este comportamiento se muestra en la Figura 3.3. Aquellos
liquidos que tengan fuerzas cohesivas mas fuertes tendran una tension superficial mayor.
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Figura 3.3: Representacion de las fuerzas cohesivas establecidas entre las moléculas internas y las de la

superficie de un liquido en contacto con el aire (Riba y Esteban, 2014).

Debido a que la tensién superficial es una de las propiedades de la disolucién que influyen en
el proceso de electrohilado, y a modo de evaluacién de la influencia del contenido en
nanoarcilla en este parametro, se determind la tensidén superficial para cada una de las
disoluciones empleadas en este trabajo. Existen diversos métodos para medir la tensidn
superficial de los liquidos, empledndose en este trabajo un método basado en el pesado de
gotas de disolucion. En concreto, se han empleado dos variantes de este método, una de las
cuales emplea ademas la densidad de las disoluciones.

En primer lugar se realizé el método llevado a cabo en su trabajo por Lee at al. (2009), en el
cual tratan de verificar la validez de los métodos de pesado de gotas para determinar la
tension superficial de varios liquidos mediante el uso de liquidos de tensién superficial
conocida, de modo que comparando ambos datos, determinaron la validez del método. Se
trata de un método barato y sencillo que se basa en pesar gotas de cada disolucidn, las cuales
se dispensan a través de agujas de diferentes diametros externos. Para este método se empled
una balanza de precisién de METTLER TOLEDO, XS105 DualRange con una precisiéon de 0,01
mg/0,1 mg. Para ello, se prepard un pequefio recipiente en el que se dispensé un poco de
disolucién en la base para evitar que al dispensar las gotas, estas evaporen el disolvente
rapidamente. Tras tarar la balanza, se dispensaron 10 gotas de la disolucién y se anotd el peso
en miligramos de esas 10 gotas. Este paso se realizd 3 veces para obtener 3 réplicas de pesos
con cada una de las agujas. Las agujas empleadas tienen un didmetro externo de 1,849, 1,662,
1,286, 0,926, 0,523 y 0,421 mm (Figura 3.4). Este procedimiento se realizé para cada una de las
disoluciones empleadas: 0, 2, 10 y 40% de nanoarcilla.

Figura 3.4: Agujas empleadas para determinar la tensién superficial, ordenadas de mayor a menor
didmetro externo.

Una vez obtenidos los datos, se determiné el peso de 1 gota y se realizé un promedio. A
continuacién, se representd en una grafica la masa de una gota (en gramos) en funciéon del
radio externo de las agujas. Para determinar la tensién superficial, se ajustaron los puntos
experimentales obtenidos a una linea de tendencia polindmica de orden 2 (Ecuacién 1):

Ecuacion 1: m=—C,(r?) + C,(r)

En el trabajo consultado, a partir del coeficiente C, de este ajuste, proponen una ecuacién
semiempirica lineal (Ecuacién 2) para determinar la tensién superficial de las disoluciones:
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Ecuacion 2:  y=171.2C,

En la Ecuacion 2, y es la tension superficial (mN/m) y C, es el coeficiente que multiplica a la x
en la ecuacion cuadrética de la linea de tendencia obtenida.

Tras evaluar los datos, se observd que no existia una tendencia en la tensién superficial con
respecto al contenido en nanoarcilla, de modo que se empled otro método para verificar estos
resultados. Dicho método es empleado por Riba y Esteban (2014) en su articulo, en el que se
empleaba ademds del peso de 1 gota, la densidad de las disoluciones. Para la determinacidn
de la densidad de cada una de las disoluciones se empled un pequefio vial del cual se
determiné el peso. A continuacién se rellend con agua destilada y se anoté el peso. Mediante
la diferencia de ambos valores se obtuvo el peso del agua afadida, y empleando la densidad
del agua destilada a temperatura ambiente, 997 kg/m3, se determind el volumen de agua
afiadido al vial, que corresponde con la capacidad del mismo. A continuacién se rellend el vial
con las diferentes disoluciones y mediante el peso de la cantidad afadida y el volumen
calculado, se determiné la densidad de cada una de las disoluciones. Una vez obtenidos estos
valores, para determinar la tensién superficial empleaban la Ecuaciéon 3, que contiene las
fuerzas que actuan en la formacion de la gota segun la ley de Tate (Figura 3.5):

Ecuacion 3: m-g=F-y-2-m-r

En la Ecuacion 3, m es la masa de la gota (kg), g es la aceleracion de la gravedad, y es la tension
superficial (mN/m), 2-1r es el perimetro de mojado, siendo r el radio mojado por la gota, que
se corresponde con el didmetro interno o externo del capilar dependiendo de la disolucién. En
nuestro caso, como la disolucidn moja la aguja empleada para dispensar las gotas, este radio
se corresponde con el radio externo de la aguja. F es un factor de correccién, que viene dado
por la Ecuacion 4:

2 3 4
Ecuacién 4:  F (%) =1.000 — 0.9121 - (%) —2.109 - <l1> +13.38- <L1) —27.29- (il) +
V3 V3 V3 V3 V3

5 6 7
27.53-(%) —13.58-(%) +2.593-<l1)
V3 V3, V3,

En la Ecuacién 4, r es de nuevo el radio externo de la aguja (mm) y V corresponde con el
volumen de la gota (m?), calculado empleando el peso de la gota y la densidad de la disolucién.
Una vez que se obtienen los datos, se aplican las ecuaciones y se obtiene un valor de tensién
superficial promedio de las tensiones superficiales determinadas para cada una de las agujas,
en cada una de las disoluciones.

|

!

Figura 3.5: Formacion de la gota y fuerzas que actuan en ello segun la ley de Tate (Riba y Esteban, 2014).

3.8. Preparacion de films de PVA y nanoarcilla
Para determinar las condiciones de entrecruzamiento adecuadas se trabajo con films en vez de

con la membrana de electrohilado ya que en el caso del film la densidad de entrecruzamiento
se puede determinar con facilidad a partir de la capacidad de absorcion de agua de la muestra
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medida por pesada. Una vez se determinaron las condiciones, se realizé el entrecruzamiento
de las membranas con los diferentes contenidos de nanoarcilla.

Para la realizacién de los films (Figura 3.6), se partié de la disolucion de PVA en agua
destilada/acido acético glacial (30/70 v/v) al 8% p/p. Con esta disolucion, se prepararon los
films del 0% de nanoarcilla. Una determinada cantidad de esta disolucidn se afiadié en un
recipiente junto con suspensién de nanoarcilla en agua desionizada al 5% para realizar los films
con un contenido del 2 y 10% de nanoarcilla, y suspension de nanoarcilla al 23% para realizar
los films con un contenido en nanoarcilla del 40%. Los recipientes que contienen las mezclas se
colocaron en agitacion con aspas para evaporar el disolvente y obtener una mezcla mas
espesa. Este proceso se llevd a cabo a una temperatura de entre 70-80 °C y a una velocidad de
350 rpm. Tras esto, se colocaron las muestras en un desecador a vacio para eliminar todo el
aire y evitar la formacién de burbujas en el film y la formaciéon de espuma en las placas. A
continuacién, se vertid una determinada cantidad de la mezcla en una placa Petri hasta
conseguir una capa lo mas fina posible, lo cual, permitird que el proceso de entrecruzamiento
ocurra adecuadamente. Por Ultimo, se dejaron secar las placas para eliminar por completo el
disolvente y obtener el film seco de PVA y nanoarcilla.

0% 2%

Figura 3.6: Films realizados con los diferentes contenidos de nanoarcilla.

3.9. Ensayo de entrecruzamiento

Para los ensayos de entrecruzamiento se emplearon en primer lugar films de PVA y nanoarcilla
con el objetivo de determinar las condiciones de entrecruzamiento mas adecuadas para
realizar posteriormente el entrecruzamiento de las membranas electrohiladas. Para ello, se
cortaron rectangulos de 0,5x3 cm de cada film con un contenido de nanoarcilla, realizando 6
réplicas de cada contenido en nanoarcilla: 3 controles y 3 pruebas. Cada una de estas réplicas
se pesaron para obtener su masa antes del inicio del ensayo (t = 0 h). Para realizar el
entrecruzamiento se probaron varios métodos diferentes.

Se realizé en primer lugar un entrecruzamiento en fase vapor de GA y acido clorhidrico. El GA,
gue es el agente entrecruzante, requiere un ambiente acido para que la reaccion se lleve a
cabo. Para aportar este ambiente acido (pH = 2) se empled el acido clorhidrico. Se colocaron
los films en el interior de un desecador de plastico junto con un vaso con GA al 25% y otro vaso
de 4cido clorhidrico al 37% (Lee et al., 2016). Se dejé entrecruzar durante 6, 12 y 24 h. Tras
realizar el ensayo de hinchado se observéd que los films no habian entrecruzado mediante este
método.

A continuacién, se determiné el pH de las disoluciones empleadas mediante tiras reactivas de
pH. Dado que el pH de todas las disoluciones era de 2, se procedid a realizar un nuevo ensayo
de entrecruzamiento pero esta vez sélo con GA, ya que el ambiente acido lo proporcionaba el
acido acético glacial de la disolucidn. Se colocaron de nuevo muestras en el desecador junto
con un vaso de GA y se entrecruzo durante 6, 12, 24 y 48 h (Destaye et al., 2013). De nuevo,
tras realizar los ensayos de hinchado pertinentes, se determiné que con este método tampoco
se consiguid entrecruzamiento.
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Durante estos ensayos, se observd que el vaso que contenia el GA, el cual era un liquido
amarillento antes del entrecruzamiento, se volvia de un color marrén oscuro, por lo que se
pensd que era posible que el GA se saturara por el ambiente dcido y llegara un momento en el
gue ya no realizaba su funcion. Por eso, se realizdé de nuevo un entrecruzamiento en fase vapor
en dos etapas. En primer lugar, las muestras se colocaron en el desecador junto con un vaso de
acido clorhidrico para que este formara la fase de vapor y penetrara en las muestras durante
24 h y tras ese tiempo, se cambié el vaso por uno con GA, para que éste penetrara
posteriormente en las muestras donde ya habia penetrado el acido clorhidrico, durante 72 h. A
pesar de esta variacion, tampoco se consiguidé realizar el entrecruzamiento, por lo que se
decidié cambiar el método de entrecruzamiento.

Se valoraron otras dos posibilidades alternativas al entrecruzamiento en fase vapor: introducir
el entrecruzador en la disoluciéon polimérica antes de realizar los films y las membranas
electrohiladas, o una vez formadas estas, introducirlas en una disolucién que contuviera el
agente entrecruzante.

En el primer caso, se introdujo una determinada cantidad de GA en la disolucidn polimérica de
manera previa a la formacién del film. En el articulo de Mansur et al. (2008) realizaron mezclas
de 1, 2,3y 5 mLde GA al 25% en solucidn acuosa con 20 mL de disolucion de PVA al 5y 10%
p/p. Tomando como referencias 5 mL de GA y una concentracion de PVA del 5%, se realizaron
los cdlculos pertinentes para ajustar dicha cantidad de GA a las diferentes disoluciones de
PVA/nanoarcilla con las que se trabajo, de modo que existiera la misma relacion en moles de
GA/PVA que la empleada en el articulo. Segun esta bibliografia, la cinética de la reaccién de
entrecruzamiento en este caso era lenta, sin embargo, la mezcla entrecruzé rdpidamente y se
formd un gel antes de poder verter una cantidad en una placa Petri para formar los films, por
lo que se descartd este método rapidamente. En la Figura 3.7 se muestran los geles formados
con este método de entrecruzamiento, con los distintos contenidos de nanoarcilla. Por
supuesto, este método es también inviable para la realizacién del electrohilado, puesto que si
la disolucidon entrecruza tan rapidamente, no es posible hacerla pasar por la aguja de
electrohilado antes de que gelifique.

Figura 3.7: Geles obtenidos tras afiadir el entrecruzador en la disolucion polimérica (0, 2, 10 y 40% de
nanoarcilla, respectivamente).

A continuacién, se probd el ultimo método comentado en el que los films, una vez cortados y
pesados, se introdujeron en una disolucién acuosa que contenia GA como agente
entrecruzante, acido sulfurico como regulador del pH y sulfato sddico decahidratado para
asegurar que los films, al introducirse en la disolucién no se disolvieran. Estos reactivos se
afiadieron en las concentraciones mostradas en la Tabla 3.1 hasta conseguir un volumen de
400 mL (Kim et al., 1993). El agua afiadida a esta disolucion hasta alcanzar el volumen deseado
fue agua desionizada.

Tabla 3.1.: Composicidn de la disolucién acuosa de entrecruzamiento (Kim et al., 1993).

Componente Concentracién (mol/L)
Glutaraldehido 0,03
Acido sulfurico 0,15
Sulfato sddico decahidratado 0,96
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Con este método los films si que entrecruzaron de modo que se eligié para entrecruzar las
membranas de electrohilado y continuar con los ensayos. En el caso de los films, no se pudo
trabajar con las muestras del 0% de nanoarcilla debido a que se rompieron en varias ocasiones
durante su manipulacidn.

3.10. Ensayo de hinchado

Una vez realizado el entrecruzamiento, el siguiente paso es comprobar que éste ha ocurrido de
manera correcta. Para ello, se realizé un ensayo de hinchado. Con este método, no sélo se
confirma que el entrecruzamiento ha ocurrido, sino que ademads, permite evaluar la capacidad
de absorcidn de agua de los hidrogeles mediante la variacién de peso que ocurre en ellos.

En este ensayo los films o membranas electrohiladas tras el entrecruzamiento se sumergieron
en placas Petri con agua desionizada, correctamente etiquetadas para cada una de las
muestras y sus correspondientes réplicas. Tras cada hora, las muestras se sacaron del agua, se
secaron en papel absorbente para eliminar el agua superficial y se tomé una medida del peso
en una balanza analitica de METTLER TOLEDO modelo AX205 con una precisidon de 0,01 mg.
Tras esto, se volvieron a introducir en el agua hasta la siguiente medida. Este proceso se
realizd hasta que se observd que la masa de agua absorbida en una gréfica se mantenia
estable, realizandose este procedimiento durante 5 h. Durante este procedimiento, el agua se
cambié cada 2 h. Una vez finalizado el ensayo de hinchado, las muestras se secaron al aire y a
vacio y se pesaron para obtener el peso de las muestras sin agua.

3.11. Ensayo de absorcion y liberacion de proteina

Una vez entrecruzados los films y las membranas electrohiladas, el siguiente paso es introducir
la proteina en su interior por absorcidn y realizar su liberacién para cuantificar la cantidad de
proteina liberada y la cinética de liberacion.

Para absorber la proteina en el interior de los films y de las membranas electrohiladas, se
prepard una disolucién al 20% de BSA en PBS. Las réplicas de los controles no absorbieron
proteina, mientras que las réplicas de las pruebas se sumergieron en 2 mL de dicha disolucién
para absorber la proteina durante 24 h. Durante ese periodo de tiempo, las réplicas de
pruebas se pesaron a los 15, 30, 45 min, 1, 2, 3, 4, 5 y 24 h. Tras esto se secaron al aire y a
vacio. En un primer momento, se determind la cantidad tedrica de proteina absorbida por
diferencia de peso entre las muestras secas tras la absorcién de BSA y las muestras secas antes
de la absorcién. Sin embargo, tras realizar la cuantificacion, el valor real de proteina liberada
fue superior al tedrico estimado. Por ello, se planted la hipdtesis de que el 20% del peso total
de disolucién que las muestras habian absorbido (t = 24 h), corresponde a la cantidad tedrica
de BSA absorbida por las muestras, y esto permitird posteriormente calcular la cantidad de
proteina liberada con el tiempo.

El ensayo de liberacidn de proteinas se realizé tanto con las réplicas de pruebas como de los
controles, ya que el propio material puede dar valores de absorbancia en la longitud de onda
gue estamos analizando, y que deben tenerse en cuenta a la hora de cuantificar la cantidad
real de proteina que se ha liberado. Para la liberacién, las pruebas y los controles se
sumergieron en 1 mL de PBS y se tomaron muestras del sobrenadante cada cierto tiempo
durante 5 h. Concretamente, se extrajeron 500 uL a los 30 min, 1, 2, 3, 4 y 5 h. Tras cada
extraccion, se afiadieron otros 500 pL de PBS para mantener el volumen total de 1 mL. La
cuantificacion de proteina se realizd Unicamente con una de las réplicas (con sus
correspondientes controles y pruebas), la cual se conservd en nevera hasta su preparacion
para la cuantificacidn, y las otras dos se congelaron por si fuera necesario realizar otra medida.
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3.12. Cuantificacion de proteina liberada

Para la cuantificacidon se empled el kit Micro BCA Protein Assay de Thermo. Se trata de un
método colorimétrico para la deteccion y cuantificacion de proteinas, compatible con
detergentes mediante acido bicinconinico (BCA), que se basa en la reduccién de Cu*® a Cu*™ por
las proteinas en un medio alcalino (reaccion de Biuret). Este método tiene una alta sensibilidad
y selectividad colorimétrica para la deteccion de los cationes cuprosos (Cu*') empleando un
reactivo que contiene BCA. El color morado que se observa tras la reaccién se produce por la
qguelacién de dos moléculas de BCA con un ién de cobre. Se forma un complejo soluble en agua
gue presenta una absorbancia a 562 nm y tiene una relacion proporcional con el incremento
de la concentracion de proteinas en un rango que va desde 20-2000 pg/mL (0,5-20 ug con el
kit MicroBCA). Debido a que la reaccién de coloracidon no se detiene, este método no es
definitivo. Sin embargo debido a que el proceso es lento, es posible medir muchas muestras a
la vez.

El primer paso para realizar la cuantificacion de la proteina es la preparacion de los estandares
y la solucién de trabajo. Para los estdndares, se prepararon disoluciones de BSA en PBS de
concentraciones crecientes y conocidas que permitirdn obtener una recta patrén a partir de la
cual, se obtendra una ecuacién para el cdlculo de la concentracién de proteina de las
muestras. Para los films, las concentraciones empleadas para los estandares fueron 0, 60, 90,
120, 180, 240 y 312 pg/mL ya que se estimd en un primer momento por diferencia de peso la
cantidad maxima tedrica de proteina absorbida, y esta resultd ser de 270 pug
aproximadamente. Sin embargo, tras obtener los resultados de absorbancia, se observé que la
cantidad real de proteina absorbida era superior al patrén, de modo que para las membranas
electrohiladas, se realizaron estandares de 0, 120, 240, 312, 480 y 600 pg/mL. Ya que el
método comentado para determinar la cantidad maxima de proteina absorbida no era
adecuado, se planted la hipétesis de que la muestra, al introducirla en la disolucién de BSA, un
20% del peso absorbido era proteina. La curva patron debe realizarse cada vez que se realice
un nuevo ensayo de BCA, no pudiendo usarse rectas patron de ensayos anteriores. A
continuacién, se prepard la solucién de trabajo con el reactivo WR, el cual, debe preparase el
mismo dia que se va a realizar la cuantificacién ya que es fotosensible y precipita al poco
tiempo de realizar la mezcla de sus componentes. Esta solucidon estd compuesta de tres
componentes: MA, MB y MC. Estos componentes se mezclan en dicho orden en un tubo
Falcon que se cubre con papel de aluminio para evitar la exposicién a la luz del reactivo y su
degradacion. Para determinar las cantidades que se debe anadir de cada componente, se
aplico la Ecuacidn 5:

Ecuacion 5:
(#estandares + #muestras + #reactivo) - (#réplicas) - (#volumen de WR por muestra) =
volumen total de WR

En la Ecuacion 5, #estandares hace referencia al nimero de puntos que formaran la recta
patrén, #muestras hace referencia al nimero de pruebas y controles con los que se trabaja,
#reactivo indica al control de reactivo WR que se pondra en la placa multipocillo, #réplicas
hace referencia al nimero de réplicas técnicas que se realizaran con el equipo y #volumen
total de WR corresponde a la cantidad de la mezcla que se colocard por muestra en cada
eppendorf.

A pesar de que el resultado de esta férmula indica la cantidad total de solucion WR necesaria
para el ensayo, se prepard un volumen un poco mayor para tener de sobra y poder rellenar
posteriormente algun pocillo de la placa multipocillo a modo de control para asegurarnos de
qgue el reactivo no esté contaminado. Tras esto, se calculd la cantidad de cada uno de los

20



reactivos teniendo en cuenta que en la mezcla, 25 partes son de reactivo MA, 24 partes son de
MB vy 1 parte es de MC (25:24:1, solucién MA:MB:MC). Tras realizar la mezcla, se agito el tubo
Falcon durante 30s.

El siguiente paso es la preparacion de las muestras. Se trabajé con 3 réplicas técnicas de cada
una de los controles y pruebas, de modo que por cada uno de ellos, se prepararon 3
eppendorfs correctamente rotulados e identificados en los que se dispensaron 100 uL de
disolucién en cada uno. Tras esto, se afadidé a cada eppendorf 100 uL del reactivo WR y se
centrifugd mediante un spin durante 30 s. A continuacién, todos los eppendorfs y el reactivo
WR que sobro se incubaron durante 1 h y 30 min en una estufa a 37 °C, tras lo cual se volvieron
a centrifugar todos los eppendorfs. Una vez realizado este paso, se colocaron los controles y
las pruebas en una placa multipocillo P96, asi como las réplicas del reactivo WR que
confirmaran la ausencia de contaminacidn si no aparece coloracién morada.

El dltimo paso consiste en medir la absorbancia de las réplicas. Para ello se emplea un equipo
de PerkinElmer, VICTOR3, 1420 Multilabel Counter. El software empleado es WALLAC 1420, en
el que se introdujo el programa a utilizar, Absorbance@ 570 (0.1 s) que permitié medir las
muestras a 570 nm. Tras seleccionar las posiciones vacias de la placa multipocillo, el equipo
midié la absorbancia de todos los pocillos.

3.13. Analisis termogravimétrico

La termogravimetria es un método de analisis térmico que permite obtener un registro
continuo de pérdida de masa en funcién del tiempo o de la temperatura. La representacién de
la masa o del porcentaje de masa en funcidn del tiempo o la temperatura se denomina
termograma o curva de descomposicion térmica. Este método ofrece informacién sobre la
composicion de un material y su estabilidad térmica, siendo un método muy rapido en el que
se emplean muestras muy pequefias.

En este trabajo se ha empleado esta técnica con el objetivo de comprobar si el porcentaje de
nanoarcilla inicial que suponemos que tiene la muestra es real o no. El termogravimetro
empleado es un TGA/DSC 2 STAR System de METTLER TOLEDO. Este equipo la muestra se
guema por completo. En primer lugar se colocan en el equipo las cdpsulas donde se colocaran
las muestras. A continuacién, se emplea el software STARe para programar el método a
emplear. El método consiste una isoterma a 30 °C durante 1 min para estabilizar la
temperatura y una rampa de temperatura de 30 a 1000 °C, con una velocidad de
calentamiento de 10 K/min. Se selecciona el flujo de nitrogeno a 50 mL/min. Se introduce el
tipo de técnica, TGA, y el tipo de capsula a utilizar, capsulas de platino de 70 pL. Tras esto, se
hace una linea base, que se restard automaticamente a las siguientes medidas. Después de
preparar el método se pesan todas las capsulas vacias y a continuacion se colocan las muestras
en su interior para lanzar el experimento. Una vez finalizado el procedimiento, se obtienen
unas curvas de pérdida de masa en funcion del tiempo y la temperatura. Como las nanoarcillas
se degradan a temperatura mucho mas alta que el PVA empleado, el residuo sdélido que quede
en la muestra se corresponde exclusivamente con la nanoarcilla contenida en la muestra, lo
cual permite calcular el porcentaje real inicial de nanoarcilla en la muestra.

3.14. Analisis estadistico
Para evaluar la significacion de los datos obtenidos al evaluar el efecto de los parametros del

proceso de electrohilado sobre el diametro de las fibras se ha realizado un test ANOVA
empleando el programa Statgraphics XVI.1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccion de parametros de electrohilado

De todos los parametros que influyen en el proceso de electrohilado comentados en el
apartado 2.3. Electrohilado, se muestran en la Tabla 4.1 aquellos que han sido controlados y
decididos en este trabajo, segln sean parametros de la disolucidn o pardmetros del proceso de
electrohilado, ya que los parametros ambientales no han sido controlados en este trabajo.

Tabla 4.1: Pardmetros del electrohilado controlados en el trabajo.

Parametros de la disolucion

Naturaleza del polimero PVA
Concentracidn 8% p/p
Peso molecular 130.000 g/mol
Disolvente Agua destilada/4acido acético glacial (30/70 v/v)
Parametros del proceso

Distancia 20cm

Voltaje 20 kV

Velocidad de flujo 4 mL/h

Didmetro interno de la aguja 0,6 mm

4.2. Efecto de los parametros de electrohilado sobre las fibras

A continuacidn se muestran las imagenes obtenidas de microscopia electrdnica para evaluar el
efecto de los parametros de electrohilado: distancia, voltaje y velocidad de flujo.

En la Figura 4.1 se muestran las imagenes de las membranas electrohiladas en las que se varié
la distancia entre la punta de la aguja y el colector. En estas imagenes se observa que las fibras
tienen una disposicién aleatoria, siendo continuas y homogéneas. Del mismo modo, en ningln
caso se observa la formacién de cuentas, engrosamientos de las fibras o defectos en las
mismas. En la Tabla 4.2 se muestran los valores de la media y la desviacién estdndar obtenidos
tras la medida del didametro de las fibras de cada muestra. En este caso se observa que la
relacién entre la variacidon de la distancia y el didmetro de las fibras no es lineal, ya que a
medida que aumenta la distancia desde 10 a 20 cm, disminuye el didmetro de las fibras. Sin
embargo, al trabajar a 25 cm se observa que el valor medio del didmetro aumenta
considerablemente.

Podemos intentar explicar esta variacién del diametro de la fibra con la distancia considerando
dos fendmenos que se producen simultdneamente, pero que provocan tendencias opuestas.
Por un lado, al aumentar la distancia manteniendo la diferencia de potencial, se disminuye la
intensidad del campo eléctrico, lo cual produce una menor aceleracidon de las fibras y por
tanto, un menor estiramiento de las mismas, formandose fibras mas gruesas. Por otro lado y
con tendencia opuesta, al aumentar la distancia las fibras tienen mas tiempo para secarse y
por tanto, a llegar con menos disolvente y mas finas al colector. No hay forma de saber cual de
estos dos fendmenos es dominante en el proceso, y la combinacién de ambos provoca primero
la disminucidn del tamafio de la fibra para distancias de 10 a 20 cm y el posterior aumento a
distancias de 25 cm.

En general, el efecto de la distancia en el electrohilado implica que al trabajar con distancias
muy pequenas se forman gotas en la punta de la aguja que llevan a un goteo de la disolucién,



ademas de que tanto a distancias muy pequefias como muy grandes se forman cuentas en las
fibras. Por otro lado, debe tenerse en cuanta que es necesaria una distancia dptima para cada
disolucién que permita que el disolvente se evapore antes de llegar al colector. (Buchko et al.,
1999; Zhang et al., 2005).

S ST s ST A /
Figura 4.1: Imdgenes de SEM de membranas realizadas con un voltaje de 20 kV y una velocidad de flujo
de 4 mL/h. 1= 500 aumentos; 2= 5000 aumentos; A= 10 cm; B= 15 cm; C= 20 cm; D= 25 cm. Las imdgenes

tomadas a 500 aumentos tienen unan escala de 100 um y las de 5000 aumentos de 10 um.

Tabla 4.2: Media y desviacion estdndar de la medida del diagmetro de las fibras a diferentes distancias.

Distancia Media Desviacion
(cm) (ium) estandar

10 0,84 0,30
15 0,81 0,31
20 0,73 0,22
25 1,05 0,28

Las imagenes de microscopia electrénica de las membranas electrohiladas obtenidas tras
variar el voltaje se muestran en la Figura 4.2. De nuevo, se observa que las fibras son
aleatorias, continuas y homogéneas, sin cuentas, engrosamientos o defectos. En la Tabla 4.3 se
muestran los valores de la media y la desviacion estandar tras medir el diametro de las fibras
de cada muestra. Evaluando los resultados, se observa que la relacién entre la variacion del

23



voltaje y el didametro de las fibras no es lineal, formdandose fibras de mayor diametro al trabajar
con 15y 20 kV, mientras que las fibras de menor didmetro se obtienen con 10 y 25 kV.

De nuevo, en este caso se observan dos fendmenos opuestos. Por un lado, al aumentar la
diferencia de potencial manteniendo la distancia, aumenta el campo eléctrico y por tanto la
aceleraciéon a que se someten las fibras. Esto produce un estiramiento de las mismas,
obteniendo fibras mas finas. Al mismo tiempo, al ser mayor la aceleracién a la que se someten
las fibras, disminuye el tiempo que tardan en depositarse en el colector, y por tanto tienen
menos tiempo para evaporar el disolvente, con lo cual llegan con mas cantidad de disolvente al
colector, produciéndose fibras mas gruesas. La combinacion de ambos fendmenos produce
qgue en primer lugar aumente el diametro de la fibra al aumentar la diferencia de potencial,
para luego disminuir.

El efecto de la variacion del voltaje implica que al aumentar el voltaje, el didmetro de las fibras
disminuye, mientras que si el voltaje es bajo, se forma una gota suspendida en la punta de la
aguja que lleva a un goteo de la disolucion, al igual que ocurria con las distancias bajas. Del
mismo modo, es necesario superar un determinado umbral de voltaje para que las fibras
puedan salir eyectadas del cono de Taylor hacia el colector (Pham et al., 2006).

Figura 4.2: Imdgenes de SEM de membranas realizadas con una distancia de 20 cm y una velocidad de
flujo de 4 mL/h. 1= 500 aumentos; 2= 5000 aumentos; A= 10 kV; B= 15 kV: C= 20 kV; D= 25 kV. Las
imdgenes tomadas a 500 aumentos tienen unan escala de 100 um y las de 5000 aumentos de 10 um.
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Tabla 4.3: Media y desviacion estdndar de la medida del diametro de las fibras a diferentes voltajes.

Voltaje Media Desviacion
(kV) (ium) estandar
10 0,47 0,14
15 0,97 0,24
20 0,90 0,19
25 0,66 0,21

Por ultimo se muestran en la Figura 4.3 las imdagenes de microscopia electrénica de las
membranas electrohiladas obtenidas al variar la velocidad de flujo en la bomba. Al igual que en
los otros casos las fibras son aleatorias, continuas y homogéneas, sin presencia de cuentas,
engrosamientos o defectos. En la Tabla 4.4 se muestran los valores de la media y la desviacion
estandar obtenidos tras la medida el diametro de las fibras de cada muestra. Tanto en las
imagenes como en la tabla se observa que a medida que aumenta la velocidad de flujo, el
diametro medio de las fibras disminuye de modo que para las condiciones con las que se
trabaja, se concluye que la velocidad de flujo influye de manera directa en el didmetro de las
fibras, de modo que variando dicho parametro es posible obtener fibras de mayor o menor
diametro, segln se necesite.

La velocidad de flujo influye en el didmetro de las fibras de tal modo que, a menores
velocidades de flujo, menor es el didametro de las fibras, mientras que si la velocidad de flujo es
demasiado elevada, se forman fibras mas gruesas, con mas cuentas y defectos, ya que el
disolvente no puede evaporarse antes de llegar al colector (Li y Wang, 2013; Pham et al., 2006;
Sill and von Recum, 2008; Zhang et al., 2005; Zuo et al., 2005). Para obtener un cono de Taylor
estable debe mantenerse un valor minimo de velocidad de flujo, que a su vez, debe ser lo
suficientemente bajo para permitir la evaporacion del disolvente (Duque et al., 2013).
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Figura 4.3: Imdgenes de SEM de membranas realizadas con una distancia de 20 cm y un voltaje de 20 kV.
1= 500 aumentos; 2= 5000 aumentos; A= 1 mL/h; B= 4 mL/h; C= 7 mL/h; D= 10 mL/h. Las imdgenes
tomadas a 500 aumentos tienen unan escala de 100 um y las de 5000 aumentos de 10 um.

Tabla 4.4: Media y desviacion estdndar de la medida del diagmetro de las fibras a diferentes velocidades
de flujo.

Velocidad de Media Desviacion
flujo (mL/h) (1um) estandar
1 1,07 0,23
1,05 0,21
7 0,77 0,26
10 0,42 0,12

En la Tabla 4.5 se muestran los resultados obtenidos tras realizar el analisis estadistico para
determinar la significancia de los resultados del didmetro medio de las fibras para los
diferentes pardmetros del proceso de electrohilado: distancia, voltaje y velocidad de flujo. Los
valores del P-valor demuestran la significancia estadistica de cada uno de los factores debido a
que los 3 valores son menores de 0,05. Por lo tanto, es posible concluir con un 95% de nivel de
confianza que el didmetro, el voltaje y la velocidad de flujo tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre el didmetro de las fibras.

Tabla 4.5: Andlisis de varianza para el diametro— Suma de Cuadrados Tipo Ill.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Distancia (cm) 3,24341 3 1,08114 18,40 0,0000

B: Velocidad de alimentacion 24,6662 3 8,22207 139,93 0,0000

(mL/h)

C: Voltaje (kV) 18,1067 3 6,03558 102,72 0,0000

RESIDUOS 69,9247 1190 | 0,0587602

TOTAL (CORREGIDO) 116,435 1199

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tendencia encontrada en la bibliografia para el efecto de la variacion de estos tres
parametros es diferente a los resultados obtenidos. El hecho de que los resultados obtenidos
en este trabajo difieran de la tendencia general es debido a que son multitud de parametros
los que influyen en el proceso de electrohilado, algunos de los cuales en este trabajo no se han
podido controlar. Ademds, se han establecido unas condiciones éptimas de referencia que
funcionan adecuadamente con las disoluciones con las que se trabaja, de modo que existe la
posibilidad de que al variar esos parametros optimos fijados, los resultados sean diferentes a
los obtenidos y se ajusten mas a la tendencia general encontrada en la bibliografia.
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4.3. Efecto del contenido de nanoarcilla sobre la morfologia y el
diametro de las fibras

En la Figura 4.4 se muestran las imagenes de microscopia electréonica de las membranas
electrohiladas en las que se varid el contenido en nanoarcilla. En la Tabla 4.6 se muestran los
resultados de la media y la desviacidn estandar obtenidos tras medir el didametro de las fibras
de dichas muestras. En las imagenes se observan fibras aleatorias y continuas. Sin embargo, se
aprecia que a medida que aumenta el contenido en nanoarcilla aumenta la presencia de
cuentas en las fibras. Estos engrosamientos se deben a las particulas de nanoarcilla que
qguedan en el interior de las fibras, las cuales forman pequefios agregados que provocan
engrosamientos en las mismas, disminuyendo la homogeneidad de la muestra a medida que
aumenta el contenido en nanoarcilla al igual que ocurre en los trabajos bibliograficos
consultados en los que emplean nanoarcilla junto con PVA (Islam et al., 2012; Islam et al.,
2015; Ji et al., 2009; Koosha et al., 2015). Los resultados de la Tabla 4.6 muestran una ligera
disminucion en el didametro medio de las fibras desde el 0 al 10% de nanoarcilla, mientras que
en el caso del 40% de nanoarcilla, el didmetro medio de las fibras vuelve a aumentar debido a
la gran cantidad de engrosamientos que se forman en las fibras por el elevado contenido de
nanoarcilla de la muestra.

Figura 4.4: Imdgenes de SEM de membranas realizadas con una distancia de 20 cm, un voltaje de 20 kV y
una velocidad de flujo de 4 mL/h. 1= 500 aumentos; 2= 5000 aumentos; A= 0% nanoarcilla; B= 2%
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nanoarcilla; C= 10% nanoarcilla; D= 40% nanoarcilla. Las imdgenes tomadas a 500 aumentos tienen
unan escala de 100 umy las de 5000 aumentos de 10 um

Tabla 4.6: Media y desviacion estandar de la medida del diémetro de las fibras con diferentes contenidos
de nanoarcilla.

Conteni.do en Media (um) Desv’iacién
nanoarcilla (%) estandar
0,61 0,09
2 0,52 0,08
10 0,25 0,06
40 0,32 0,08

4.4, Efecto del entrecruzamiento sobre las fibras

En la Figura 4.5 se muestran las imagenes de SEM de las membranas electrohiladas con
nanoarcilla obtenidas tras realizar el entrecruzamiento y secar las muestras al aire y a vacio.
Comparando con las imagenes de SEM antes de entrecruzar (Figura 4.4), se observa un claro
cambio de morfologia en las fibras, las cuales aparecen mas entrelazadas unas con otras a
consecuencia de la reaccién de entrecruzamiento, ademas de que las fibras han aumentado su
grosor. En todas las imagenes se observan claramente las fibras salvo en el caso de la muestra
con el 40% de nanoarcilla, en la que se observa que las fibras se encuentran en el interior de
unos grumos, posiblemente debidos a grandes agregados de nanoarcilla o a que el
entrecruzamiento no se haya realizado de manera completa al tener un contenido en
nanoarcilla tan elevado, de modo que al ponerlo en agua, las regiones de polimero que no han
entrecruzado del todo se han disuelto, dispersando las fibras y formando esos grandes
aglomerados. En la Tabla 4.7 se muestras los valores de la media y la desviacién estandar
obtenidos tras la medida del didametro de las fibras de las muestras entrecruzadas con 0, 2 y
10% de nanoarcilla, ya que la muestra del 40% de nanoarcilla no ha podido medirse a causa de
los grumos que aparecen en la muestra. Comparando con los resultados de la Tabla 4.6, se
observa claramente un aumento del didmetro de las fibras con el entrecruzamiento. Esto
puede ser debido, por un lado, a restos de agua absorbida por las muestras que puedan
qguedar en el interior de las fibras, a pesar de haber secado al aire y a vacio las muestras, y por
otro lado, a que las fibras al entrecruzar, se unen unas con otras, aumentando asi su diametro.
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) , 7/
Figura 4.5: Imdgenes de SEM de membranas entrecruzadas realizadas con una distancia de 20 cm, un
voltaje de 20 kV y una velocidad de flujo de 4 mL/h. 1= 500 aumentos; 2= 5000 aumentos; A= 0%
nanoarcilla; B= 2% nanoarcilla; C= 10% nanoarcilla; D= 40% nanoarcilla. Las imdgenes tomadas a 500
aumentos tienen unan escala de 100 um y las de 5000 aumentos de 10 um.

Tabla 4.7: Media y desviacion estandar de la medida del diGmetro de las fibras con diferentes contenidos
de nanoarcilla tras realizar el entrecruzamiento.

Contenido en Media (um) Desviacion
nanoarcilla (%) H L ELGET
0 0,93 0,19
2 0,65 0,17
10 1,24 0,25

4.5. Evaluacion de la densidad y la tension superficial de las
disoluciones

En la Tabla 4.8 se muestran las densidades obtenidas de cada una de las disoluciones en
funcién del contenido en nanoarcilla. Tal y como se observa, a medida que aumenta el
contenido de nanoarcilla de la disolucién, mayor es la densidad de la misma.

Tabla 4.8: Densidad de las disoluciones en funcidn del contenido de nanoarcilla.

Disolucién Densidad
(% nanoarcilla) (kg/m3)
0 1076
2 1082
10 1089
40 1097

A continuaciéon se muestran los resultados de la tensién superficial de las disoluciones
obtenidos por los dos métodos empleados. Aplicando el método de Lee et al. (2009), se
obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 4.6, en la que se representa el promedio de la
masa de 1 gota con respecto al radio externo de las agujas, ademads de mostrarse la ecuacion
cuadratica obtenida para cada una de las disoluciones. En la Tabla 4.9 se muestran, para cada
disolucion en funcién del porcentaje de nanoarcilla, el valor del coeficiente C, y la tension
superficial de cada disolucion.
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Figura 4.6: Representacion de la masa de 1 gota de disolucion de los diferentes contenidos de nanoarcilla
en funcidén del radio externo de las agujas.

Tabla 4.9: Coeficiente C, y tension superficial de las disoluciones en funcién del contenido de nanoarcilla.

Disolucién Coeficiente Tensidn superficial
(% nanoarcilla) G (mN/m)
0 0,1211 20,7
2 0,1539 26,3
10 0,1274 21,8
40 0,1204 20,6

Tal y como se observa en estos resultados no se aprecia una tendencia en el valor de la tensién
superficial con respecto al porcentaje de nanoarcilla, manteniéndose en un rango de entre 20
y 27 mN/m. Esto puede ser debido a que la variaciéon en el contenido de nanoarcilla de las
disoluciones no influya en el valor de la tension superficial de las gotas formadas, y esta
variacion se encuentre dentro del margen de error de este método.

Para confirmar esto, se realizé el segundo método empleado por Riba y Esteban (2014). Los
resultados obtenidos con este método se muestran en la Tabla 4.10, en la que se representa,
para cada porcentaje de nanoarcilla en la disolucién, el valor de la tensién superficial obtenido.

Tabla 4.10: Tension superficial de las disoluciones en funcion del contenido de nanoarcilla.

Disolucién Tension superficial
(% nanoarcilla) (mN/m)
0 31,7
2 32,4
10 29,6
40 31,1

De nuevo, los resultados obtenidos no muestran ninguna tendencia en la tension superficial
con respecto al contenido de nanoarcilla, por lo que se puede confirmar que, efectivamente,
dentro de los margenes de precision de estos métodos, este parametro de la disolucion no
esta influenciado por el contenido de nanoarcilla de la disolucion.

Tras la busqueda bibliogréfica, se observd que el efecto de la tension superficial sobre las

fibras formadas consiste en que este parametro intenta reducir el area por unidad de masa, de
modo que si se reduce la tensidén superficial, las fibras en las que se forman cuentas se
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convierten en fibras finas, al mismo tiempo que si se aplica un voltaje elevado que se oponga a
la tension superficial, se favorece la formacion de fibras finas por el aumento de superficie
(Doshi y Reneker, 1995; Duque et al., 2013).

4.6. Capacidad de absorcion de agua de los films y membranas
electrohiladas

En las Figuras 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10 se representa el ratio de hinchado de los films y membranas
electrohiladas control y prueba en funcidn del tiempo de hinchado, respectivamente. El ratio
de hinchado es una medida de la capacidad de absorcién de agua de las muestras, y
representa la cantidad de agua que absorbe la muestra sobre la cantidad de polimero seco.
Este ratio se obtiene aplicando la Ecuacién 6:

s~ Mhp

Ecuacién 6:  Ratio de hinchado (g/g) = Z

mg

En la Ecuacion 6, ms es la masa de la muestra seca antes de realizar el hinchado, la cual no
contiene agua al estar seca, y m, es la masa de la muestra hinchada, que se sustituye por la
masa de la muestra pesada a los diferentes tiempos de hinchado, la cual contiene agua en su
interior. El valor que se obtiene al aplicar la Ecuaciéon 6 permite conocer los gramos de agua
gue absorbe la muestra por cada gramo de polimero seco.

En las Figuras 4.7 y 4.8 se representa el ratio de hinchado en funcién del tiempo de las
muestras correspondientes a los films control y prueba, respectivamente. En ambos casos, se
observa que la muestra que mas agua absorbe por gramo de polimero es la muestra del 2% de
nanoarcilla, seguida de la muestra del 10% de nanoarcilla y finalmente, la que menos agua
absorbe es la muestra del 40% de nanoarcilla. Concretamente en el caso del control, se
observa que la muestra del 2% absorbe aproximadamente 1 g de agua por cada gramo de
polimero, seguido de la muestra del 10% de nanoarcilla, que absorbe algo menos de 1 g de
agua por cada gramo de polimero y por ultimo, la muestra del 40%, que absorbe casi 0,6 g de
agua por cada gramo de polimero. Por otro lado, en el caso de los film prueba, de nuevo el del
2% de nanoarcilla es el que mas cantidad de agua absorbe, superando el gramo de agua por
gramo de polimero, seguido del 10% con una absorcién de 0,9 g de agua por gramo de
polimero aproximadamente y finalmente, el 40% de nanoarcilla, al igual que en el caso control
con casi 0,6 g de agua absorbidos por gramo de polimero. En resumen, se puede concluir que a
mayor contenido de nanoarcilla de la muestra en el caso de los films, menor capacidad de
absorcion de agua.
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Figura 4.7: Representacion del ratio de hinchado de los films control en funcion del tiempo.
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Figura 4.8: Representacidn del ratio de hinchado de los films prueba en funcion del tiempo.

Por otro lado, en las Figuras 4.9 y 4.10 se representa el ratio de hinchado en funcién del
tiempo de las muestras de membranas electrohiladas, de nuevo tanto control como prueba,
respectivamente. En contraposicion al caso de los films, no se observa una gran diferencia
entre las muestras con distintos contenidos de nanoarcilla en cuanto a su ratio de hinchado. En
ambos casos, la capacidad de absorcion de agua se encuentra en torno a los 2,5 g de agua
absorbidos por cada gramo de polimero.
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Figura 4.9: Representacion del ratio de hinchado de las membranas control en funcion del tiempo.
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Figura 4.10: Representacion del ratio de hinchado de las membranas prueba en funcion del tiempo.
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4.7. Determinacion de la cantidad de proteina liberada

En este apartado se muestran los resultados obtenidos tras la absorcion de BSA y su liberacion
en PBS a distintos tiempos, tanto para los films como por las membranas electrohiladas. Para
realizar la cuantificacién de la BSA una vez absorbida, se va a emplear Unicamente una de las
tres réplicas con las que se ha trabajado, ya que tan solo es necesaria medir una de las réplicas
bioldgicas para determinar la cantidad de proteina liberada. Se parte de la hipdtesis de que
todas las muestras han absorbido de BSA un 20% del peso total absorbido en el dltimo tiempo
de absorcidn (24 h), mostrandose la cantidad de proteina absorbida para cada una de las
muestras en la Tabla 4.11, ya que cada una tiene un peso inicial diferente. Los resultados de la
cuantificacion de proteina liberada se muestran en las Figuras 4.11 y 4.12, en las que se
representa el porcentaje de proteina liberada en funcién del tiempo de liberacidn, el cual, ha
sidode 5 h.

En el caso de los films, en la Figura 4.11 se observa que las 3 muestras con los distintos
contenidos en nanoarcilla han liberado en torno a un 20-25% de su contenido total en
proteina, observandose que a las 5 h de liberacidn, este porcentaje parece estabilizado. En la
Tabla 4.11 se muestra el porcentaje real de proteina total que se ha liberado a las 5 h, siendo
la muestra del 10% de nanoarcilla la que mas proteina ha liberado de su interior en ese
tiempo, seguido del 40% y 2% de nanoarcilla, respectivamente. Estos resultados tan similares
pueden deberse al hecho de que los films presentan una microestructura mucho mas uniforme
gue las membranas electrohiladas debido a su proceso de formacidn, lo que puede provocar
gue para un mismo tiempo, a pesar de tener un contenido en nanoarcilla diferente, liberen
aproximadamente el mismo porcentaje de su total.

Por otro lado, en los resultados de la cuantificaciéon de proteina liberada por las membranas
electrohiladas se observa una mayor diferencia entre las muestras. En este caso si que se
observa en la Figura 4.12 que el contenido de nanoarcilla influye en el porcentaje de liberacidn
de proteinas. Para el tiempo de liberacién estudiado, las muestras con 0 y 10% de nanoarcilla
liberan aproximadamente un 30% de su contenido total, seguidas de la muestra del 40% de
nanoarcilla que libera casi un 40% de su contenido total, destacando la cantidad liberada por la
muestra del 2% de nanoarcilla, que corresponde con mas de un 50% de su contenido total en
proteina. Sin embargo, al contrario que ocurria con los films, al cabo de 5 h de liberacién no se
observa una estabilizacién en la cantidad de proteina liberada, de modo que seria necesario
continuar realizando medidas de estas muestras para evaluar la liberaciéon de BSA en un rango
de tiempo mas extenso. En la Tabla 4.11 se muestran los porcentajes exactos de proteina
liberada por cada una de las muestras. El hecho de que la muestra del 2% de nanoarcilla libere
un porcentaje mayor de proteina con respecto a las otras muestras puede deberse a que la
microestructura de dicha membrana sea menos tupida, de modo que la proteina encuentra
con mayor facilidad una salida al exterior que en el caso de las otras muestras, en las que es
posible que una estructura mas tupida sea la responsable de que el porcentaje de proteina
liberado se mantenga en un rango mas ajustado, entre un 30-40%.

Con todo esto, es posible concluir que en el caso de los films, el contenido de nanoarcilla no
influye en la cinética de liberaciéon tras 5 h, manteniéndose estable la liberacién a dicho
tiempo, mientras que en el caso de las membranas electrohiladas seria necesario realizar
medidas en tiempos de liberacién mayores que permitan determinar con una mayor exactitud
la influencia del contenido de nanoarcilla en la cinética de liberacion de la BSA.
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Figura 4.11: Representacion del porcentaje total de proteina liberada en funcion del tiempo por los films.
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Figura 4.12: Representacion del porcentaje total de proteina liberada en funcion del tiempo por las
membranas electrohiladas.

Tabla 4.11: Cantidad tedrica de BSA absorbida y porcentaje de BSA liberado por cada muestra.

Muestra ’C.antldad Cantidad de BSA
(% nanoarcilla) teorlca.de BSA liberada (%)
absorbida (mg)
2 2,45 21,16
Films 10 1,84 24,39
40 2,66 22,16
0 5,40 31,26
Membranas 2 2,62 51,72
electrohiladas 10 4,39 29,47
40 4,10 36,17

4.8. Determinacion del contenido de nanoarcilla real de las
membranas electrohiladas

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos tras realizar el analisis termogravimétrico
de las muestras, tanto films como membranas electrohiladas de cada uno de los porcentajes
de nanoarcilla. En las Figuras 4.13 y 4.14 se muestran los resultados originales obtenidos para
los films y las membranas electrohiladas, respectivamente. En dichas figuras se representa la
evolucién de la masa de la muestra en funcién de la temperatura. En ambos casos se observa
que, entre 100 y 200 °C se produce una primera caida en la masa de la muestra, que
corresponde con la pérdida del disolvente que pudiera haber quedado en la muestra. Por ello,
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y para normalizar los resultados debido a que cada muestra tiene un peso inicial diferente, se
realizd la evaluacién de los datos mediante su representacién como la variacién en el
porcentaje de masa de la muestra en funcién de la temperatura. Dicha temperatura se
representd en un rango entre 200 y 700 °C, debido a que a 200 °C ya se ha perdido todo el
disolvente, y a 700 °C se observa que la muestra se ha estabilizado en términos de porcentaje
en masa. Dicha representacion se muestra en las Figuras 4.15 y 4.16 para los films y las
membranas electrohiladas, respectivamente.
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Figura 4.13: Representacion de la masa de los films para los diferentes contenidos de nanoarcilla en
funcion de la temperatura.
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Figura 4.14: Representacion de la masa de las membranas electrohiladas para los diferentes contenidos
de nanoarcilla en funcion de la temperatura.

Tras analizar las Figuras 4.15 y 4.16 se distinguen diferentes tramos en el proceso de
descomposicidon de la muestra, al igual que los resultados de trabajos consultados sobre
analisis termogravimétricos de muestras de PVA (Barzegar et al., 2015; Islam et al., 2015; Ji et
al., 2009).

Entre 200 y 350 °C aproximadamente, se observa un primer descenso en el porcentaje total de
masa de las muestras, que se corresponde con la descomposicion de las cadenas laterales de
PVA. A continuacién, se observa entre 350 y 500 °C el siguiente tramo de descomposicidn, que
corresponde a la descomposicion de la cadena principal de PVA. Finalmente, en el tramo de
500 a 700 °C se observa una estabilizacidn en el porcentaje total de masa, lo que corresponde
al residuo de muestra que queda, en este caso, al contenido en nanoarcilla de la misma. Por
otro lado, en ambos casos se observa que la muestra en la que al final del proceso queda un
mayor porcentaje de residuo corresponde con la de un contenido tedrico de nanoarcilla del
40%, seguido de la muestra con un 10, 2 y 0% de nanoarcilla, respectivamente.
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Figura 4.15: Representacion del porcentaje total de muestra en los films para los diferentes contenidos
de nanoarcilla en funcién de la temperatura.
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Figura 4.16: Representacion del porcentaje total de muestra en las membranas electrohiladas para los
diferentes contenidos de nanoarcilla en funcion de la temperatura.

En la Tabla 4.12 se muestran los resultados del porcentaje total de muestra que queda al final
del proceso, que corresponde a la cantidad de nanoarcilla real de la muestra. Tal y como se
observa, el contenido real tanto para los films como para las membranas electrohiladas es
ligeramente inferior al contenido tedrico supuesto. Estos resultados pueden deberse a que una
pequefia cantidad de nanoarcilla pueda haber precipitado en la manipulaciéon durante el
proceso de formacion de las muestras y no haya quedado integrada en la matriz polimérica. En
concreto, en el caso de las membranas electrohiladas donde esta diferencia es mas notable,
puede deberse a que durante el electrohilado, parte de la nanoarcilla haya precipitado y
guedado en el interior de la jeringuilla o la aguja durante la formacién de las membranas
electrohiladas.

Tabla 4.12: Contenido tedrico y real de los films y las membranas electrohiladas.

Contenido real de nanoarcilla
en las membranas

Contenido tedrico de Contenido real de nanoarcilla

H () H 0,
nanoarcilla (%) en los films (%) electrohiladas (%)
2 1,92 1,59
10 8,41 7,52
40 35,10 34,53
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5. CONCLUSION

El electrohilado es una técnica que permite la elaboracion de membranas de nanofibras con
multitud de aplicaciones, entre las que destaca la liberacidén controlada de proteinas, objetivo
principal a evaluar en este Trabajo Fin de Grado.

Uno de los objetivos generales es determinar la influencia de algunos pardmetros del
electrohilado sobre la formacion de fibras, concretamente de los parametros del proceso:
distancia, voltaje y velocidad de flujo. Tras evaluar su significacion estadistica, se ha
determinado que los tres influyen significativamente con un nivel de confianza del 95%.

Se ha conseguido dispersar de forma efectiva hasta un 40% en peso de bentonita en una
disolucion del 8% p/p de PVA en agua destilada/acido acético glacial (30/70 v/v). Mediante
termogravimetria se ha comprobado que la nanoarcilla estd presente en el film obtenido por
evaporacion del agua o en la membrana electrohilada, aunque una pequefia parte se pierde en
el proceso.

Para evitar su disolucidén y poder generar un hidrogel para la liberacién de farmacos se realizé
un entrecruzamiento de las muestras mediante el empleo de una disolucién de agente
entrecruzante, el GA, que reacciona con los OH del PVA para unir quimicamente sus cadenas.

Para comprobar que el entrecruzamiento se ha realizado y evaluar la capacidad de absorcién
de agua del hidrogel formado, las muestras se sumergieron en agua durante 5 h. La cantidad
de agua absorbida por el hidrogel se determind por pesado de las muestras, resultando ser
para los films mayor cuanto menor era el contenido de nanoarcilla, entre 0,5 y 1 g de agua
absorbido por gramo de polimero, y de 2,5 g de agua por gramo de polimero en los casos de
las membranas electrohiladas.

Para evaluar si el contenido en nanoarcilla de los hidrogeles modula la cinética de liberacidn de
proteinas, éstos se cargaron con la proteina sumergiéndolos en una disolucidon de BSA en PBS
al 20%. Partiendo de la hipdtesis de que el 20% de la cantidad absorbida por las muestras era
BSA, se realizé la liberacion en PBS durante 5 h y se tomaron muestras para determinar el
porcentaje de BSA liberada del total. En el caso de los films, se determind que el contenido en
nanoarcilla no influia en la modulaciéon de la cinética de liberacién ya que para los distintos
contenidos de esta, todas las muestras liberaron en torno a un 30% del total absorbido,
manteniéndose estable dicho valor a las 5 h. Por otro lado, en las membranas electrohiladas si
gue se observd una diferencia notable en el caso del 2% de nanoarcilla, el cual liberé un 50%
del contenido total absorbido, posiblemente debido a que su microestructura de fibras fuera
menos tupida que los otros contenidos de nanoarcilla, que liberaron un 30-40% del total
absorbido.

Se determind la densidad de las disoluciones, la cual aumentaba con el contenido en
nanoarcilla, y la tensién superficial, ya que es un pardmetro que influye en el electrohilado. Sin
embargo, para las condiciones con las que se trabaja y la precisién del método utilizado se
determiné que el contenido de nanoarcilla no influye en la tensién superficial de las
disoluciones.
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