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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion consiste en la obtencién de membranas fibrosas
submicrométricas, mediante la técnica de electrohilado. Este proceso se basa en la
inyeccion de una solucion polimérica en un campo eléctrico, lo cual permite obtener
fibras utilizables en varias aplicaciones (biomédicas, textiles, alimenticias, etc.). El
biopolimero utilizado, es el quitosano, mismo que posee un sin nimero de propiedades
que lo hacen idéneo para reemplazar polimeros sintéticos. Se prepararon varias
soluciones, ensayando diferentes concentraciones de quitosano (CS) (2% w/v - 10%
w/v), utilizando como solvente &cido acético (AA) (1% v/v - 70% v/v). A la solucion
CS/AA se le adicion6 una solucion polimérica de polivinil alcohol (PVA) (4% w/v - 10%
w/v) para incrementar la electrohilabilidad. En el proceso de electrohilado se variaron
los pardmetros de trabajo: caudal (0.1 mi/h - 0.5 mi/h) y voltaje (6 kV - 21.3 kV), para
encontrar la combinacion ideal que proporcione resultados favorables. Tras realizar los
ensayos se obtuvieron los mejores resultados morfoldgicos en las fibras de la solucion:
CS 2% w/v en AA 70% v/v + PVA 10% w/v, con un diametro promedio de 220 + 45 nm,
utilizando 0.35 ml/h de caudal y voltajes desde 6 kV - 10 kV, mientras que en los
ensayos reolégicos a una tasa de cizallamiento de 300 s, las viscosidades de las
soluciones de CS 2% wl/v, CS 4% w/v y CS 6% w/v, fueron: 430 mPa-s, 1190 mPa's y
1800 mPa's respectivamente, obteniendo mayor inestabilidad en el proceso de

electrohilado, mientras aumenta la viscosidad.

PALABRAS CLAVE:

e ELECTROHILADO
e QUITOSANO
e PVA
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ABSTRACT

The present research consists on the obtaining of submicrometric fiborous membranes,
by means of the electrospinning technique. This process is based on the injection of a
polymeric solution in an electric field, which makes it possible to obtain fibers that can be
used in various applications (biomedical, textile, food, etc.). The biopolymer used is
chitosan, which has a number of properties that make it suitable to replace synthetic
polymers. Several solutions were prepared, testing different concentrations of chitosan
(CS) (2% wiv - 10% w/v), using as solvent acetic acid (AA) (1% v/v - 70% v/v). To the
CS/AA solution was added a polyvinyl alcohol (PVA) polymer solution (4% w/v - 10%
w/v) to increase the electrospinnability. In the electrospinning process, the working
parameters were varied: flow (0.1 ml/h - 0.5 ml/h) and voltage (6 kV - 21.3 kV), to find
the ideal combination that provides favorable results. After carrying out the tests, the
best morphological results were obtained in the fibers of the solution: CS 2% wi/v in AA
70% viv + PVA 10% w/v, with an average diameter of 220 = 45 nm, using 0.35 ml/h of
flow and voltages from 6 kV - 10 kV, while in the rheological tests at a shear rate of 300
s-1, the viscosities of the solutions of CS 2% w/v, CS 4% w/v and CS 6% w/v, were: 430
mPa-s, 1190 mPa-s and 1800 mPa-'s respectively, obtaining greater instability in the

electrospinning process, while increasing the viscosity.
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CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1. Introduccién

Los polisacaridos son moléculas largas de hidratos de carbono, compuestas por
monosacaridos unidos mediante enlaces glicosidicos, al ser carbohidratos contienen
por tanto en su estructura, carbono, hidrégeno y oxigeno y su formula general es
Cx(H20),. Los polisacaridos son ademas biopolimeros y para ser considerados como
tal deben estar formados por mas de diez monosacéaridos (Harding, et al., 2017). La
quitina es el segundo polisacarido de mayor produccion en la naturaleza después de la
celulosa y ambos cumplen funciones similares en los organismos que las contienen ya
gue se consideran polisacéridos estructurales, mientras la celulosa se encuentra en las
paredes de las células de las plantas, la quitina es el componente principal del
exoesqueleto, tendones y revestimiento de los sistemas respiratorio, digestivo y
excretor de los artrépodos asi como de la estructura externa de los insectos y ciertos
hongos, también se encuentra en el material reflectivo de la piel y ojos de los artrépodos
y cefalépodos (Herring, 1979). Estudios realizados estiman que la produccion de quitina
en la naturaleza, como subproducto, es de aproximadamente 10! toneladas
anualmente a nivel mundial, mientras que para uso industrial se estima una produccién
de quitina de 10 000 toneladas anuales (Kim S.-K. , 2011). Este polisacarido es una
gran molécula compuesta de monomeros (-1,4-N-acetilglucosamina (GICNAc), existen

tres formas de quitina: a, B y y. En la naturaleza, existen varias fuentes de las cuales se
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puede obtener quitina, por nombrar algunas se tienen las siguientes familias: Hongos,
Algas, Cnidarios (medusas), Asquelmintos (gusanos cilindricos), Entoproctos, Briozoos
(animales musgo), Foronideos (gusanos de herradura), Braquidopodos (conchas de
lampara), Moluscos, Artropodos, Pogonoforos, etc. (Muzzarelli R. , 1977). Las
principales fuentes para la produccion de quitina comercial son los desechos
(exoesqueleto) de camarones, kril (crustaiceo muy parecido al camaron), langostas y
cangrejos. Mediante el procesamiento quimico de este polisacarido se obtiene el

biopolimero clave para la realizacion de esta investigacion, el quitosano.

El quitosano es el principal y mas importante derivado de la quitina y a diferencia de
esta contiene bajas proporciones de grupos N-acetilo, ademas, los polimeros de
quitosano son solubles en soluciones acido — acuosas, mientras que la quitina es
insoluble (Martin, 1995) . Este copolimero estd compuesto de unidades N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina y puede ser obtenido de tres maneras: mediante
desacetilacion termoquimica de quitina en presencia de un medio alcalino, mediante
hidrolisis enzimatica en presencia de quitina desacetilizada o de forma natural, como
parte de la estructura de ciertas especies de setas (Miranda & Lizarraga, 2012). El
quitosano es producido comercialmente mediante la desacetilacion de la quitina
presente en el exoesqueleto (cascaras) de camarones y cangrejos, este proceso sin
embargo resulta ser costoso y depende de la disponibilidad de la materia prima, que
generalmente no se encuentra a lo largo de todo el afio (por motivos de veda). Este
biopolimero, posee diversas caracteristicas y propiedades que resultan ser de suma

importancia, por ejemplo: biocompatibilidad, biodegradabilidad, antimicrobiano,
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analgésico, hemostatico, floculante, fungistatico, anticolesterémico, etc. gracias a sus
propiedades es utilizado en varias industrias como la alimenticia, farmacéutica,
cosmeética, agricola y biomédica, esta ultima es de gran interés y ha generado un sin
namero de investigaciones con el fin de utilizar el quitosano en diversas aplicaciones
como la ingenieria de tejidos, regeneracion de células 0seas, cicatrizacion de heridas,
tratamiento de quemaduras, entre otras. El quitosano ha sido estudiado ampliamente
durante las ultimas tres décadas principalmente para su uso en la industria alimenticia
y cosmética, sin embargo gracias a sus propiedades fisico-quimicas, a partir del afio
2004 se han realizado estudios sobre la factibilidad de utilizar este biopolimero para
obtener fibras de escala submicrométrica mediante la técnica de electrohilado (Ohkawa
K. et al., 2004). En el Ecuador existen varias investigaciones dedicadas a la extraccion
de este biopolimero a partir de algunas fuentes mencionadas anteriormente, como por
ejemplo: camaroén (Soro, 2007) (Lalaleo, 2010) (Luna, 2012) (Solano, 2017), cangrejo
rojo (Pluas & Veliz, 2017), pluma de calamar (Estévez, Flores, & Novillo, 2013), entre
otras y su aplicaciéon principalmente para la industria alimenticia, sin embargo, no existe
ninguna investigacion sobre la utilizacion de quitosano para la obtencion de membranas
fibrosas submicrométricas. En este estudio se pretende determinar las concentraciones
mas idoneas de la solucion de quitosano y los parametros mas favorables del proceso
de electrohilado que permitan obtener fibras submicrométricas de manera repetible para
estudios futuros en aplicaciones como filtracion de agua y aire asi como vendajes para

la cicatrizacion de heridas.



1.2. Antecedentes

La Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, como parte del sistema de
educacion superior ha estado generando proyectos de investigacion para el beneficio
de la sociedad. Para ello se pretende desarrollar el procedimiento para la obtencion y
caracterizacion de fibras submicrométricas de quitosano, mediante la técnica de

electrohilado.

El proceso para la obtencién de quitina y quitosano ha sido ampliamente estudiado,
y como se ha dicho anteriormente son obtenidos principalmente del procesamiento de
subproductos de varios crustdceos como por ejemplo el camarén, cuyo caparazon
constituye un desecho de la industria alimenticia y contiene en su composicion altas
proporciones de quitina. La quitina es extraida del exoesqueleto del camarén mediante
una serie de procesos quimicos que constituyen tres fases primordialmente:
desmineralizacion, desproteinizacion y decoloracion. Posteriormente mediante un
proceso quimico denominado desacetilacion, la quitina es transformada en quitosano.
Dichos procedimientos han sido documentados y detallados por varios autores como es
el caso de Marmol, et al. (2004) que en sus estudios implementan la desacetilacion
termoalcalina para la extraccion de quitosano del exoesqueleto de camaron, al igual
que Barra, Romero & Beltramino (2012). Por otra parte, existen estudios sobre la
extraccién de quitina y quitosano de especies de setas como el Aspergillus Niger,
Balanta, Grande & Zuluaga (2010) en sus estudios extraen la quitina del micelio de este
hongo que suele crecer en varios vegetales, de manera similar utilizan la desacetilacion.

El problema de la desacetilacion es que resulta ser un procedimiento demasiado
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agresivo y elimina los demas subproductos obtenibles de la quitina, como son el calcio,
las proteinas y la Astaxantina (que es un caroteno muy valorado en el ambito
alimenticio) en el caso de los crustaceos, esto se debe al uso de sustancias corrosivas
como el acido clorhidrico (HCI) y el hidroxido de sodio (NaOH). Los subproductos
obtenidos de este proceso resultan ser muy contaminantes, incluso mas peligrosos que
los propios desechos marinos de los cuales se pretende extraer los polimeros antes
mencionados. En su tesis doctoral Pacheco (2010) propone por lo tanto un
procedimiento biotecnoldgico que implica la utilizacion de bacterias lacticas y enzimas
que permiten la obtencion de quitosano sin eliminar los demas subproductos de la
quitina y ademas disminuye el grado de despolimerizacion que sufre la misma al

someterse a los acidos necesarios en el proceso de desacetilacion.

En cuanto a la obtencion de nanofibras de quitina y quitosano, se han implementado
varias técnicas en diversos estudios, por ejemplo Ifuku, et al. (2011) en su investigacion
sobre preparaciéon y modificacibn quimica de nanofibras de quitina y quitosano,
proponen la utilizacion de molinos para desintegrar los agregados de quitina y formar un
gel que contiene nanofiboras de aproximadamente 10 nm de diametro, este
procedimiento fue aplicado a caparazones de cangrejos y camarones ademas de cinco
especies de hongos silvestres y a plumas de calamar, cada experimento mostro
nanofibras de quitina muy similares. También se realizaron experimentos para la
obtencion de nanofibras de quitina, partiendo de quitina en polvo, diluyéndola en acido
acético y utilizando el mismo principio anterior e implementando un sistema de

propulsion a chorro (waterjet) que suministra la preparacion por una boquilla de
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diametro pequefio a alta presion, lo cual facilita la nanofibrilacion. En cuanto a la
produccion de nanofibras de quitosano, los autores utilizaron el mismo procedimiento
explicado anteriormente, partiendo de quitosano en polvo, se advierte que la obtencion
de nanofibras de quitosano mediante el proceso de electrohilado resulta dificil debido a
la alta tension superficial que posee la solucion de este biopolimero. Adicionalmente
Ifuku et al. proponen la modificacion de las propiedades superficiales de nanofibras de
quitina y quitosano mediante la aplicacion de varios compuestos como: acetil DS,
anhidrido ftalico, naftalico y maleico, N-halaminas, etc. Por su parte Wang, et al. (2014)
en su investigacion, proponen la obtencion de nanofibras de quitosano en dilucion con
oxido de polietileno (PEO) y nitrato de plata (AgNO3), mediante el proceso de
electrohilado, con el fin de crear vendajes antibacterianos para acelerar la sanacion de
heridas profundas y heridas ocasionadas por quemaduras. Aseguran ademas que el
quitosano, por si solo, no se puede utilizar para la fabricacion de micro o nanofibras, por
el método de electrohilado debido a su baja solubilidad, de manera que requiere de
otros compuestos que faciliten la fibrilacién del quitosano, los mas utilizados son: acido
trifluoroacético (TFA), 1,1,1,3,3,3 — hexafluoro — 2 — propanol (HFIP) y solucién acuosa
de acido acético al 90%, sin embargo este Ultimo es considerado como el mejor
solvente para la fabricacion de nanofibras de quitosano debido a que es de bajo costo y
poco contaminante, a diferencia del TFA y el HFIP que ademas de ser solventes muy

caros, son toxicos y volatiles.
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En la Figura 1 se puede visualizar el resultado obtenido por Wang et al. (2014) en su
investigacion, las nanofibras de Ag — quitosano/PEO, tienen una apariencia cilindrica sin
enredaderas, con lo que se verifica la efectividad de los parametros utilizados en el

proceso de electrohilado.
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Figura 1. Nanofibras de Ag-quitosano/PEO con AgNO3 al 8%
Fuente: (Wang et al., 2014)

En otra investigacion Nirmala, et al. (2011) proponen la preparacion y
caracterizacion de nanofibras compuestas de poliamida-6/quitosano mediante el
método de electrohilado para aplicaciones biomédicas, en este trabajo, los autores
aprovechan las caracteristicas de biocompatibilidad del quitosano y las excelentes
propiedades mecanicas Yy fisicas de la poliamida-6 para obtener nanofibras que puedan
ser utilizadas en el cultivo de osteoblastos. La diferencia en esta investigacion es que la
base fija fue la poliamida-6, mientras que el quitosano se agregd en diferentes
proporciones a la mezcla, ademas se utiliz6 como solvente, acido férmico. Tras su
experimentacion, los autores pudieron determinar que mientras mayor es la
concentracion de quitosano, el cultivo de osteoblastos se extiende de mejor manera en

la matriz de nanofibras de poliamida-6/quitosano, ademas pudieron determinar que la



8
mezcla utilizada no tiene efectos toxicos en el cultivo celular. En la Figura 2 se puede
apreciar el crecimiento de osteoblastos en la matriz de nanofibras de poliamida-

6/quitosano.

Figura 2. Crecimiento celular en las nanofibras de poliamida-6/quitosano con una

concentracion de quitosano al 2%.
Fuente: (Nirmala et al., 2011)

Como estas, muchas otras investigaciones se han realizado a nivel mundial en
cuanto a la utilizacion del quitosano como biopolimero base o coadyuvante para la
obtencién de fibras submicrométricas que seran luego implementadas en diversas
aplicaciones, siendo las mas interesantes aquellas destinadas al area de la
biomedicina. Pero como se dijo anteriormente, en el pais no existen investigaciones de
tal naturaleza, sin embargo la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, ha sido
pionera en la investigacion e implementacién de la técnica de electrohilado para la
obtencién de nanofibras y nanoparticulas. Desde el afio 2016 se han realizado varias
investigaciones en este campo, por ejemplo, en su tesis de pregrado Aules & Quijije
(2016) desarrollaron un estudio en el cual obtienen y caracterizan fibras

submicrométricas de fibroina de seda utilizando como solventes PEO y sangre de
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Drago, como resultado de sus experimentaciones se tienen fibras con diametros entre
2100 — 2300 nm, posteriormente estos estudios serian retomados por Melo (2018) quien
en su tesis caracterizo fibras submicrométricas de fibroina de seda procedentes del
capullo del gusano de seda chino y ecuatoriano y us6 de igual manera PEO y sangre
de drago como solventes; como resultado de sus experimentaciones se tienen fibras de
un diametro mucho menor (139,43 - 160 nm y 144,1 - 145,4 nm) que las obtenidas por
Aules & Quijije (2016), adicionalmente logré caracterizar mecanicamente a las fibras
obteniendo médulos de Young de 279,9 y 107,1 MPa. Ambas investigaciones tienen la
finalidad de servir como precursoras para el futuro desarrollo de vendajes y apositos
que sirvan para la regeneracion de tejido dérmico afectado por heridas cronicas o

guemaduras.

1.3. Definicién del Proyecto

La técnica del electrohilado (electrospinning), ha sido estudiada desde hace varios
afnos, las primeras investigaciones y patentes sobre la implementacion de fuerzas
electrostaticas para la generacion de filamentos de polimeros, surge en 1900 de la
mano de J. F. Gooley, seguidamente Anton Formhals patenta varios aparatos desde
1934 hasta 1944 (Li & Wang, 2013). Posteriormente, en 1971, Baumgarten hizo un
aparato para electrohilar fibras acrilicas con diametros en el rango de 0.05 — 1.1 micras.
Este aparato consta de un tubo capilar de acero inoxidable que esta conectado a una

bomba de desplazamiento positivo, una fuente de alto voltaje (DC) que se conecta al
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capilar y una pantalla de metal colectora conectada a tierra (Huang et al., 2003), tal

como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Aparato experimental utilizado por Baumgarten
Fuente: (Baumgarten, 1971)

Desde 1980 y especialmente en los ultimos afios el proceso de electrohilado
(esencialmente similar al descrito por Baumgarten) ha recuperado mas atencién
probablemente debido en parte a un creciente interés en la nanotecnologia ya que
mediante este proceso se pueden obtener facilmente fibras ultra finas o estructuras
fiborosas de varios polimeros con didmetros que van desde las micras hasta los
nandémetros. En el proceso de electrohilado, se aplica un alto voltaje a una solucion
polimérica de manera que se inducen cargas dentro del fluido. Cuando las cargas
dentro del fluido alcanzan un punto critico, un chorro (jet) es expulsado desde la gota
que se forma en la punta del capilar (0 aguja), dando como resultado la formacién del
cono de Taylor. El jet viajara hacia la region de menor potencial, que en la mayoria de
los casos, es un colector conectado a tierra (Ramakrishna et al., 2005). Hay muchos

parametros que influirdn en la morfologia de las fibras resultantes, por tal motivo, el
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proceso de electrohilado consiste en comprender la electrostatica, la reologia de fluidos
y las propiedades de la solucion polimérica, como la velocidad de evaporacion del
disolvente, la tension superficial y la conductividad de la solucién. Estas propiedades
fundamentales interactian constantemente e influyen entre si durante el proceso de

electrohilado.

Luego de exponer algunas generalidades sobre el proceso de electrohilado, el cual
sera utilizado en la ejecucion de la presente investigacion, se conocera un poco acerca
de los materiales con los cuales se va a trabajar, tal es el caso del quitosano, que como
se explicé anteriormente es un biopolimero que resulta ser insoluble en agua, por lo
cual debera utilizarse un medio acido — acuoso para su correcta dilucion. En esta
investigacion se ha decidido utilizar como solvente para el polvo y hojuelas de
quitosano, acido acético que es un acido débil que no tiene repercusiones negativas de
gran magnitud en las propiedades del biopolimero, se ensayaran varias soluciones a
diferentes concentraciones hasta obtener la adecuada. Posteriormente se mezclara la
solucion de acido acético y quitosano con una solucion acuosa de PVA (poli vinil
alcohol) (que de igual manera se realizara a diferentes concentraciones) polimero
biocompatible que favorece la fibrilacion del quitosano. La solucion resultante sera
sometida al proceso de electrohilado, en el mismo se variaran los diferentes parametros
como caudal, voltaje, y distancia del colector al capilar, de tal manera que se logre
identificar los parametros 6ptimos de funcionamiento para obtener fibras homogéneas,

sin defectos y sobre todo que sean repetibles.
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Finalmente se realizara la caracterizacion morfologica de las fibras obtenidas, asi

como la caracterizacion reoldgica de las soluciones utilizadas.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Obtener y caracterizar fibras submicrométricas de quitosano mediante la técnica

de electrohilado.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Definir los pardmetros Optimos, tanto de la solucién polimérica como del
proceso de electrohilado, para obtener resultados repetibles.

e Caracterizar morfolégicamente las fibras obtenidas mediante el proceso de
electrohilado

e Caracterizar reoldgicamente las soluciones utilizadas para el proceso de
electrohilado

e Comparar los resultados morfolégicos obtenidos, utilizando soluciones con

diferentes concentraciones de quitosano.
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1.5. Justificacion e Importancia

La razon por la cual cualquier investigacion sobre quitosano es importante, es la
disponibilidad de materia prima que posee el Ecuador. El camaron blanco es el segundo
producto (no petrolero) de mayor exportacion, anualmente el pais oferta (en la
actualidad) aproximadamente entre 600 a 800 millones de libras de este producto (CNA,
2018) (Ministerio de Comercio Exterior e Inversiones, 2017) que es comercializado
mayoritariamente entero (es decir con exoesqueleto, 62%). La produccion nacional de
camaron es en su mayoria destinada a la exportacion y representa el 87%, el 13%
restante esta destinado al mercado local (FLACSO-MIPRO, 2011). En el pais, el
exoesqueleto del camarén es considerado como desecho en la mayor parte de la
industria alimenticia. ElI exoesqueleto, representa aproximadamente el 15% al 20% del
peso total del camardn, sin embargo, los desechos del procesamiento del camarén, son
de aproximadamente el 40 al 50% de su peso (esto incluye el exoesqueleto, patas,
cabeza y cola) (Ramyadevi, Subathira, & Saravanan, 2012), esto quiere decir que
anualmente se desperdician, como minimo, un total de 41 000 toneladas de desechos
de camardn, mismas que podrian ser utilizadas en la produccion de quitosano. Segun
Mathur & Narang (1990) se necesitan aproximadamente 10 kg de desechos de camarén
para obtener (mediante desacetilacion quimica) 1 kg de quitosano, es decir que el pais
podria producir anualmente un total de 4100 toneladas de este biopolimero. Para tener
una idea del rédito econémico que esto generaria, el precio de 250 g de quitosano es
de 231 USD (Sigma Aldrich), esto representaria un ingreso neto aproximado

(eliminando costos de produccién y materia prima) de 1500 millones de délares. Es por
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esto que en el pais se deben realizar investigaciones sobre la extraccion y produccion a
escala industrial de quitosano, asi como su aprovechamiento para la fabricacion de
productos terminados como filtros y apositos que utilizan la técnica del electrohilado
para la generacibn de membranas nanofibrosas. El proceso de electrohilado ha
adquirido mayor atenciéon por parte de la comunidad cientifica en las dltimas tres
décadas, debido a sus ventajas Unicas que generan resultados promisorios
especialmente en el campo de la nanotecnologia y biomedicina, en la Figura 4, se
puede evidenciar el niumero creciente de publicaciones cientificas que contienen la
palabra electrospinning en su titulo, siendo Estados Unidos el principal pais que lidera
las investigaciones sobre electrohilado, seguido de Corea y Alemania (Huang et al.,

2003).
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Figura 4. Numero de publicaciones cientificas con la palabra “electrospinning” o

“electrospun”
Fuente: (Li & Wang, 2013)
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Sin embargo en el Ecuador existen muy pocas investigaciones en cuanto al
electrohilado, siendo la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, la Unica
institucion educativa que realiza investigaciones en esta area, con un total de 6 desde el
afio 2016. Esto demuestra la factibilidad, viabilidad e importancia de esta investigacion,
pues se cimentarian las bases para futuras investigaciones que se destinen a aplicar los
resultados de este estudio, en campos como la filtracion de agua y aire, y la formacién
de apodsitos (wound dressing). Ademas se expone la necesidad emergente de estudiar e
industrializar los métodos de extraccion de quitosano a partir del exoesqueleto del
camaron, con el fin de comercializar esta materia prima y facilitar los estudios de la

misma.

1.6. Alcance

El actual proyecto de investigacion tiene como alcance la generacién de fibras
submicrométricas del biopolimero quitosano, en una solucion de acido acético y PVA
(poli vinil alcohol) aplicando una tecnologia versatil como es el electrohilado, obteniendo
mediante experimentacion parametros adecuados que permitan caracterizar a las fibras
submicrométricas y conseguir asi morfologias adecuadas. Con la investigacion a
realizar se lograra demostrar la capacidad para fabricar fibras submicrométricas, con
una morfologia adecuada y que posean todas las caracteristicas benéficas propias del
quitosano, para de esta manera en futuras investigaciones replicar su obtencion
utilizando otros polimeros sintéticos compatibles, sustancias propias de nuestro pais

gue posean caracteristicas especiales como la sangre de drago, que resulta ser un
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excelente cicatrizante y antiséptico, con lo cual se podra fabricar vendajes que aceleren
el proceso de regeneracion del tejido dérmico; nanoparticulas que puedan reaccionar
positivamente con las microfibras, como las nanoparticulas de plata, que poseen
excelentes propiedades utilizables en el area de filtracién y purificacion de aire; en fin se
conseguira una base sélida que permita el mejoramiento de varios productos aplicables

en diversas areas.
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CAPITULO Il

ESTADO DEL ARTE

2.1. Electrohilado

El electrohilado es una técnica conocida por mas de 100 afios, no obstante fue en
1934 cuando Formhals creo un proceso y un equipo, que mediante cargas eléctricas,
permitia fabricar fibras sintéticas de pequefio diametro (Sill & Von Recum, 2008). El
electrohilado es utilizado mayormente en la fabricacion de fibras, de un didmetro de
escala nano y micrométrica, a partir de soluciones poliméricas cargadas en estado
liguido en movimiento, inyectado, y el uso de una fuente eléctrica (Lee, Kim, & Kim,
2005). Este proceso se obtiene mediante el estiramiento coaxial de la solucion, la
misma que posee una propiedad de viscoelasticidad, ocasionado gracias a la formacion
de un campo eléctrico entre el plato colector y el fluido utilizado, esta fuerza aplicada
debe ser lo suficientemente grande como para romper la tensién superficial en la
solucién cargada que se esta utilizando, esto permite que se forme pequefios hilos
dirigidos al colector (Duque et al., 2013). El electrohilado nos permite tener en el
material flexibilidad, porosidad controlable, una superficie amplia por unidad de area con
respecto al volumen de fluido inyectado, altos rendimientos y caracteristicas mecanicas
favorables, como son la rigidez y la resistencia a la traccion, para la fibra segun su
aplicacion (Duque et al., 2013) (Huang et al., 2003) (Garcia, 2013). En el proceso de
electrohilado se tiene un elemento dominante, el cual es el alargamiento del fluido por la

inestabilidad de la flexiobn, teniendo un adelgazamiento del mismo, mediante la
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elongacion, lo cual da lugar a la formacion del cono de Taylor, como lo podemos ver en

la Figura 5 (Petrik & Maly, 2010)

Figura 5. Electrohilado
Fuente: (Petrik & Maly, 2010)

La técnica del electrohilado nos permite realizar fibras con materiales sintéticos y
naturales, es decir, una mezcla de materiales degradables y biodegradables, con el
objetivo de tener caracteristicas con propiedades biomédicas y mecanicas (Sill & Von
Recum, 2008), estas fibras pueden ser destinadas a usos como filtracion de agua y aire
(Huang et al., 2003) (Gopal et al., 2006) (Tsai et al., 2001), en la industria textil, en
ingenieria de tejidos, (Garcia, 2013), en el area biomédica como vendas o apositos,
para tratar quemaduras, heridas en la piel e incluso hemorragias (Huang et al., 2003)
(Jayakumar et al., 2011), hilos de sutura, injertos basculares (Garcia, 2013), farmacos,
(Sill & Von Recum, 2008), entre otros, estos ultimos utilizando polimeros
biodegradables y biocompatibles como el PLA, el colageno, el quitosano e incluso la

gelatina, las aplicaciones las podemos ver en la Figura 6. (Garcia, 2013) (Duque et al.,
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2013) (Petrik & Maly, 2010). Ademas pueden ser utilizados en el area cosmetologica en
mascarillas, gracias al tamafio de sus poros y a la gran superficie de la membrana

(Huang et al., 2003).
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Figura 6. Campos de aplicacién de la tecnologia de electrospinning (gama de productos
ofertada por eSpin Technologies). a),b) y c) filtracion molecular, de agua y aire,
respectivamente; d) apésitos, vendas; e) textiles; f) biomedicina
Fuente: (Garcia, 2013)
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2.1.1. Parametros

Existen parametros que se deben considerar para que el proceso de electrohilado
sea el adecuado, entre ellos se tienen pardmetros de la solucion o del proceso (Huang
et al. 2003). Se debe controlar los parametros de la soluciéon debido a que si se tiene
una concentraccion relativamente elevada se puede tener una mayor viscosidad y por lo
tanto un aumento del diametro de la fibra (Sill & Von Recum, 2008) (Megelski et al.,
2002), estos parametros lo podemos visualizar en la Tabla 1, por otro lado, se debe
controlar los parametros del proceso ya que si tenemos mayor voltaje, y la viscosidad
de la solucion no es elevada, no se tendra un proceso continuo, lo que aumenta los
defectos de la fibra (Deitzel et al., 2001), si se aumenta la tasa de flujo, se tendra un
aumento del diametro de la fibra, al igual que el tamafo del poro (Sill & Von Recum,

2008) (Megelski et al., 2002), esto lo podemos visualizar en la Tabla 2.
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Tabla 1.
Propiedades de la solucion e influencia en el proceso de electrohilado
Parametro Condicion Efectos Referencia
La fibora no se forma porque la (Sill & Von Recum,
r viscosidad es muy alta 2008)
Se tiene menor control del flujo
Mayor viscosidad (Sill & Von Recum,
Se empieza a formar la fibra 2008)
Concentracion + Aumenta el didmetro de la fibra (Megelski,
Polimero Stephens, Chase, &
Rabolt, 2002)
Menor viscosidad (Sill & Von Recum,
) La solucién se dividira en gotitas debido 2008), (Megelski et
a la tension superficial al., 2002)
Aparicion de perlas
Aumento de la densidad de poros (Megelski et al.,
+ Aumento del area de la superficie de la 2002)
fibra
Volatilidad del — . :
solvente Disminucion de densidad de poros. (Megelski et al.,
Formacion de fibras mas lisas 2002)
- (Sill & Von Recum,
2008)
El proceso es mas inestable cuanta mas (Sill & Von Recum,
conductora sea la solucion. 2008)
El diametro de la fibra es mas pequefo
+

Conductividad de la
solucién

La produccién de fibras es méas estable.
Va aumentando el didmetro de la fibra.

(Sill & Von Recum,
2008)
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Tabla 2.
Variables de control del proceso de electrohilado
Parametro Condicion Efectos Referencia
Si la velocidad de inyeccion no es lo (Deitzel et al.,
suficientemente alta, la forma del cono no se 2001)
mantendra, y el cono se formara en la punta
+ del capilar, aumentando los defectos en la
fibra. El didmetro de la fibra aumenta
Voltaje
Se va formando el cono sobre una gota (Sill & Von Recum,
- colgante, entre mas bajo sea hay peligro de 2008)
goteo
Diametro de las fibras aumenta, al igual que (Sill & Von Recum,
el tamario del poro. 2008) (Megelski et
Si la tasa es relativamente elevada empieza al., 2002)
+ a aparecer perlas y la fibra humeda
Caudal
Fibra sin perlas y secas. (Megelski et al.,
- Cuanto méas pequefia sea la velocidad se 2002)
necesita mas tiempo de recoleccion
El didmetro de la fibra disminuye (Doshi & Reneker,
1995)
+

Distancia entre
colector y
capilar

El diametro de la fibra aumenta debido a que
se concentra mayor material
Se puede formar perlas en la fibra

(Doshi & Reneker,
1995) (Sill & Von
Recum, 2008)

2.2. Quitosano

Cuando el grado de acetilacion (mismo que se define como el nUmero promedio de

unidades N-acetil-D-glucosamina por cada 100 monémeros de la cadena polimérica de

la quitina expresado como porcentaje) es menor al 50%, la quitina se vuelve soluble en
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medios acidos — acuosos y toma el nombre de quitosano (Pillai, Paul, & Sharma, 2009).
El quitosano es un copolimero lineal, resultante de la desacetilacion alcalina de la
quitina, es una sustancia fibrosa, formada principalmente por unidades repetitivas de -
(1,4) 2-amino, 2-desoxi, B-D-glucopiranosa (Maragatham, Panneerselvam, & Subbu,
2016) o su abreviacion, D-glucosamina (GIcN), sin embargo la desacetilacion no se
logra completamente, esto quiere decir que existen unidades N-acetilglucosamina
(GIcNAC) dispuestas aleatoriamente a lo largo de la cadena polimérica. En la Figura 7,

se puede observar la estructura quimica tanto de la quitina como del quitosano.

a — -
OH CH,OH
[o} Q
/OH CH,OH
TH / o O OH
C=—0 /OH
| NH, /
CHj L dy
L 1 x
r‘dH
(0]
// R
R= —C and x > 50% —= chitin
CH;
R= —H and y > 50% — chitosan

Figura 7. Estructura quimica de la quitina y el quitosano
Fuente: (Pillai et al., 2009)

De la imagen anterior se puede concluir que tanto la quitina como el quitosano
comparten la misma estructura quimica, la diferencia radica en el nUmero de unidades
N- acetilglucosamina o D-glucosamina que posean sus respectivas cadenas

poliméricas, si el contenido de unidades (GIcNAc) es mayor al 50% se tiene entonces
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quitina, caso contrario si el numero de unidades (GIcN) es mayor al 50% se tiene
entonces quitosano. El quitosano fue descubierto por primera vez por Rouget en 1859
cuando hirvié la quitina en una solucion concentrada de hidréxido de potasio, lo que
resulto en su desacetilacion (Muzzarelli R. , 1977). Casi un siglo después Rigby (1934)
obtuvo dos patentes, una para producir quitosano a partir de quitina y otra para producir
peliculas y fibras a partir de quitosano. Ademas, el quitosano es el Unico polimero
cationico pseudonatural y, por lo tanto, encuentra muchas aplicaciones que se derivan
de su caracter unico (floculantes para la recuperacion de proteinas, descontaminacion,
etc.) (Rinaudo, 2006). La principal fuente de obtencién de quitosano (comercial), es
mediante la desacetilacion de la quitina, misma que es extraida del exoesqueleto de
cangrejos, camarones y langostas que en seco contienen aproximadamente 15-20% de
quitina (Mathur & Narang, 1990). Sin embargo la obtencion de quitosano de esta fuente,
tiene una serie de inconvenientes, los mas importantes quiza son: el costo/dificultad del
proceso y la variabilidad de las caracteristicas fisico — quimicas del quitosano, debido a
la contaminacion de las proteinas e inconsistentes niveles de desacetilacion (Rane &
Hoover, 1992). Sin embargo, en otra investigacion se afirma que la produccion de
quitosano a partir de conchas de crustaceos, es econdmicamente viable, especialmente
si incluye la recuperacion de carotenoides como la astaxantina (Dutta, Dutta, & Tripathi,
2004). El quitosano puede ser obtenido ademas del micelio y la pared celular de ciertos
hongos (Mucor, Phycomyces, Aspergillus, etc.) (Rane & Hoover, 1993), éste tiene
varias ventajas sobre el quitosano obtenido de los crustaceos, como el grado de

acetilacion, el peso molecular (1 a 12 x 10* Da) y la viscosidad. En la Tabla 3 se
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resumen las fuentes comerciales y no comerciales en las cuales se encuentra presente

tanto la quitina como el quitosano.

Tabla 3.
Fuentes de Quitina y Quitosano

Artrépodos (invertebrados)
Animales marinos Insectos Microorganismos
Anélidos Escorpiones Alga verde
Moluscos Arafias Levadura (tipo B)
Celentéreos Hormigas Hongos (pared celular)
Braquiépodos Cucarachas Hongos (micelio)
Crustaceos Escarabajos Alga café
Langostas Esporas
Cangrejos Chytridiales
Camarones Blastocladiales
Gambas
Kril

Fuente: (Mathur & Narang, 1990)

Previo al proceso de desacetilacion, la quitina pasa por dos fases, la
desmineralizacion y la desproteinizacién, una tercera fase conocida como descoloracion
o blanqueo, es opcional, y se realiza Unicamente cuando se desea tener un producto
completamente puro, ya que el pigmento no influye en las propiedades fisico — quimicas
del polimero (Pacheco, 2010). La desacetilacion quimica es el método industrial mas
extendido para la fabricacion de quitosano y esta puede ser heterogénea (Tsaih &

Chen, 2003) u homogénea (Nemtsev et al., 2002), sin embargo, se han desarrollado
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métodos que excluyen la utilizacion de quimicos tan agresivos, como el acido
clorhidrico (HCI) o el hidroxido de sodio (NaOH), que influyen en la degradacion del
polimero y que ademas producen residuos toxicos y dificiles de procesar después de su
utilizacion, tal es el caso del método bioldgico, que propone la utilizacion de enzimas y
microorganismos para la extraccion de quitina. Dos procesos son los mas conocidos, el
uso de enzimas proteoliticas para digerir las proteinas y un proceso de fermentacion
usando microorganismos que permiten la digestion de proteinas y minerales (Arbia et

al., 2013).

Las propiedades fisico — quimicas del quitosano son variadas, y dependen en su
gran mayoria del proceso mediante el cual fue obtenido. Cuando el quitosano se
encuentra en su forma liquida, tiene un color que puede variar entre amarillo claro y
amarillo palido, ademas posee un fuerte olor a vinagre. El quitosano es un polimero
lineal que posee un amplio espectro de pesos moleculares (densidad de la cadena
polimérica), estos se pueden dividir en dos: quitosano de baja densidad (LDC) y
quitosano de alta densidad (HDC), mismos que dependen directamente del grado de
desacetilacion y de la fuente que se haya extraido el quitosano, segin Onsoyen &
Skaugrud (1990) el peso molecular del quitosano disponible comercialmente varia entre
10000 y 1000000 de Daltons. En cuanto a la viscosidad de una solucion de quitosano,
tal es el caso de la temperatura, peso molecular, grado de desacetilacion,
concentracion, pH y método de extraccion. En cuanto a la temperatura, mientras esta
aumenta, la viscosidad del quitosano disminuye, mientras que en el caso de la

concentracion pasa lo opuesto, al aumentar la concentracion de quitosano, la
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viscosidad también incrementa, de manera exponencial (Onsoyen & Skaugrud, 1990).
El grado de desacetilacion (relacion entre las unidades de glucosamina y N-
acetilglucosamina), es una propiedad extremadamente importante del quitosano, ya que
influye en casi todas las otras propiedades de este biopolimero. Comercialmente, el
grado apropiado de desacetilacion de quitosano debe ser del 75 al 98% para fines
biomédicos. A mayor grado de desacetilacion, mayor es la pureza del quitosano (Annu

et al. 2017).

El quitosano es soluble generalmente en algunos acidos orgénicos e inorganicos
que poseen pH inferior a 6, que al mezclarse, forman un fluido no Newtoniano de
cizallamiento delgado. Algunos de los &cidos organicos mas utilizados son: &cido
metanoico, &cido acético, acido lactico, etc. mientras que los &cidos inorganicos son:
acido clorhidrico, acido nitrico diluido, acido perclérico, etc. exceptuando el acido
sulfarico y el &cido fosférico, porque los iones sulfato y fosforo tienden a formar
complejos insolubles con el quitosano, salvo que se aplique altas temperaturas (95 a
121°C). Ademas, el quitosano es insoluble en agua y bases acuosas, esto se debe al
hecho de que el grupo -NH, de quitosano no puede protonarse en un medio basico o
neutro, pero a un pH bajo debido a la repulsion electrostética, el grupo -NH, libre se
protona y por lo tanto es soluble (Annu et al. 2017). Tedricamente, cuando el grado de
desacetilacion se aproxima al 50%, el compuesto se vuelve soluble en todos los niveles
de pH, pero en la préactica, el grado de desacetilacion necesario para obtener un
producto soluble debe ser del 80 al 85% o mas (Li & Kegley, 2004). El quitosano tiene

grupos funcionales -NH; y -OH como sitios reactivos de su cadena principal. La mayoria
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de estos grupos funcionales, especialmente, los grupos amino, estan protonados, lo que
da lugar a que el quitosano sea mas reactivo. Mientras existan mas grupos -NH,
protonados disponibles en la cadena polimérica, mayor sera su reactividad y, por lo
tanto, su capacidad para unirse con iones metalicos toxicos y también formar quelatos
con iones de metales de transicion. Esta capacidad quelante del quitosano ejemplifica
su importancia en el tratamiento del agua y la purificacion del aire (Annu et al. 2017). En
la Tabla 4, se resumen algunas de las propiedades antes mencionadas (de la quitina y

el quitosano), y sus valores mas usuales encontrados comercialmente.

Tabla 4.
Algunas propiedades fisico — quimicas de la quitina y el quitosano

Parametro Caracteristico Quitina Quitosano

10° (quitina natural)
1.5 x 10° (producto

Peso Molecular (Da) 1 -5 x 10° (producto comercial)
comercial)

Grado de Polimerizacién (Namero

promedio de la unidad repetitiva en una 600 — 1800 600 — 1800

molécula)

Composicion empirica CgH1305N CeH1104N

Contenido de nitrégeno (%) 6-7 7-95

Porcentaje de humedad 2-10 2-10

Grado de desacetilacion (%) 10 60 - 90

CONTINUA
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Viscosidad (Cps)
insoluble 250 — 2500
1% en 1% de acido acético

Fuente: (Mathur & Narang, 1990)

Entre las propiedades que hacen del quitosano un polimero tan particular, se puede
mencionar la biocompatibilidad ya que esta compuesto de unidades monoméricas N-
acetilglucosamina, mismas que se encuentran en el &cido hialurénico, una
macromolécula extracelular que es importante en la reparacion de heridas (Keong &
Halim, 2009), (Suh & Matthew, 2000). Es ademas biodegradable lo que lo hace muy
llamativo en aplicaciones de liberacién de farmacos (Kean & Thanou, 2010), (Yang et
al., 2007). El quitosano es un material biolégicamente compatible y quimicamente
versatil, estas dos propiedades basicas han sido utilizadas ampliamente en aplicaciones
como el suministro de farmacos y la ingenieria de tejidos para crear una gran cantidad
de formulaciones y estructuras de soporte (scaffolds) que se muestran prometedores en
el cuidado de la salud. El quitosano esta aprobado para aplicaciones dietéticas en
Japon, Italia y Finlandia (lllum, 1998) y ha sido aprobado por la FDA para su uso en
apositos para heridas (Wedmore et al., 2006) no obstante aln no esta aprobado para
ningun producto en el suministro de farmacos. En varios estudios se ha determinado
gue la toxicidad del quitosano, es dependiente del grado de desacetilacion y del peso
molecular. A mayor grado de desacetilacion, la toxicidad esta relacionada con el peso
molecular y la concentracion, mientras que a menor grado de desacetilacion la toxicidad
€S menos pronunciada y esta menos relacionada con el peso molecular (Schipper,

Varum, & Artursson, 1996). Aun asi, la mayoria de quitosanos y sus derivados son
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relativamente no toxicos en comparacion con polimeros toxicos como la polietilenimina
(Kean & Thanou, 2012). EIl quitosano es conocido por sus propiedades antifungicas y
antibacterianas, que le permiten impedir la proliferacion y crecimiento de una gran
variedad de microorganismos, inclusive patégenos humanos (Rabea et al., 2003),
posee un amplio espectro de inhibicion contra bacterias Gram — positivas y Gram —
negativas y tiene la capacidad de esterilizar algunas levaduras y mohos (Kong et al.,
2008). Muchas aplicaciones practicas relacionadas con la actividad antimicrobiana del
quitosano se encuentran en diversas areas tales como la industria alimenticia
(conservacion de alimentos), agricultura (proteccibn de cultivos) e hidrologia
(tratamiento de aguas residuales) (Cunha et al., 2012). Algunas investigaciones, han
arrojado resultados significativos sobre los efectos analgésicos de la quitina y el
quitosano. Estos estudios se han llevado a cabo generalmente aplicando productos
(apésitos) de quitosano y sus derivados en heridas abiertas, por ejemplo Allan et al. en
1984 descubrieron que el quitosano proporciona un efecto calmante y agradable al
aplicarse en heridas abiertas, de igual forma Minami et al. en 1993, informaron que los
animales utilizados en la investigacion no sentian dolor cuando sus heridas eran
cubiertas de quitosano. La bradiquinina es una de las principales sustancias
relacionadas con el dolor y los niveles de esta sustancia disminuyen en presencia de
quitina y quitosano (Okamoto et al., 2002). El quitosano posee ademas, otras
caracteristicas que son de gran interés en aplicaciones médicas, a continuacion se

enlistaran algunas de estas caracteristicas.
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e Habilidad de gelacion.
e Capacidad quelante.
e Hemostasia.
e Actividad espermicida.
e Actividad anticancerigena.
e Antiinflamatorio.
e Capacidad de mucoadhesion.
e Capacidad de curacion de heridas.
e Capacidad de regeneracion 6sea.
e Capacidad de liberacion de farmacos.
e Capacidad inmunoadyuvante.
e Actividad antioxidante.
e Actividad antidiabética.
e Actividad Neuroprotectora.

e Actividad antitumoral.

El quitosano ha sido utilizado en varias areas de la biomedicina, algunas de las
aplicaciones son por ejemplo: piel artificial (Parvez et al. 2012), (Ravi Kumar, 2000),
suturas quirdrgicas absorbibles (Mathur & Narang, 1990), tratamiento y regeneracion
del tejido 6seo y cartilaginoso (Lu et al., 1999), agente hemostéatico (Okamoto et al.,
2003), agente anticolesterémico (Muzzarelli & Muzzarelli, 2006), (Gallaher et al., 2000),
(Maezaki et al., 1993) y liberacion de farmacos (Kean & Thanou, 2011), (Janes, Calvo,

& Alonso, 2001). En la industria alimenticia el quitosano se ha utilizado como
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revestimiento de alimentos (Guilbert, Gontard, & Cuq, 1995) por ejemplo: frutas y
vegetales (Jianglian & Shaoying, 2013), pan (Park et al., 2002), huevos (Bhale et al.,
2003), etc. Ademas se ha implementado como aditivo de engorde en aves de corral
(Zikakis, Saylor, & Austin, 1982). En la agricultura se ha usado como recubrimiento de
semillas (Guan et al.,, 2009), (Zhou et al.,, 2002) y como recubrimiento de hojas,
fertilizante, bioinsecticida, biopesticida y bionematicida. Debido a su naturaleza
policationica, el quitosano puede usarse como agente floculante, también puede actuar
como agente quelante y captor de metales pesados, lo que lo hace excelente en
aplicaciones como: tratamiento de agua de procesamiento (Dutta et al. 2003),
eliminacién de petréleo y productos derivados del petrdleo de las aguas residuales
(Barros et al., 2014), ademas el quitosano es utilizado para la purificacion de agua
potable y para la remocion de tintes. En la manufactura de papel el quitosano ha sido
utilizado debido a que proporciona mayor resistencia en seco y en humedo, en la
industria textil se utiliza debido a que aumenta la resistencia a los tintes, mejora la
resistencia de la fibra e imparte una propiedad antiestatica muy deseada a la fibra
sintética (Mathur & Narang, 1990). Mientras que en la industria cosmética se usa en tres
areas especificas, cuidado del cabello, cuidado de la piel y cuidado bucal. (Dutta et al.
2003). En la Tabla 5, se exponen algunas de las aplicaciones mas importantes del

guitosano.



Tabla 5.

Principales aplicaciones del quitosano.

Areas Aplicaciones
Mecanismo de defensa en plantas.
Estimulacion del crecimiento de la planta.
Agricultura

Recubrimiento de semillas, proteccion contra heladas

Liberacion de fertilizantes y nutrientes en el suelo

Tratamiento de agua

Floculante para aclarar el agua (agua potable, agua en piscinas)
Eliminacion de iones metalicos
Polimero ecoldgico (eliminar polimeros sintéticos)

Reducir olores

Comidas y bebidas

Fibra dietética

Enlazamiento de lipidos (reducir el colesterol)
Preservativo

Espesante y estabilizador para salsas

Revestimiento protector, fungistatico y antibacteriano para frutas

Cosmeéticos y articulos de
tocador

Mantener la humedad de la piel

Tratar el acné

Mejora la flexibilidad del cabello

Reducir la electricidad estética en el cabello
Tono de piel

Cuidado bucal (pasta de dientes, enjuague)

Biofarmacéuticas

Inmunolégico, antitumoral
Hemostaticos y anticoagulantes

Curacion de heridas, bacteriostatico

Fuente: (Rinaudo, 2006)
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2.3. Electrohilado de quitosano

La técnica de electrohilado o también llamado electrospinning, es de bajo costo,
simple y efectiva para la obtencion de micro y nanofibras poliméricas que poseen
grandes areas superficiales, propiedades mecénicas superiores y facilidad de
funcionalizacién. Esto aunado a la posibilidad de produccion a gran escala, hace del
electrohilado una técnica muy atractiva para diferentes aplicaciones. Uno de los
biopolimeros implementados en el proceso de electrohilado es el quitosano que cuando
se encuentra disuelto, los enlaces de hidrogeno impulsan la formacién de microfibrillas,
dependiendo de la concentracién de quitosano. Esto permite la exitosa formacion de
nanofibras electrohiladas de este biopolimero (Ohkawa K. et al., 2004). Varias
investigaciones se han realizado en cuanto a la obtencién de nanofibras electrohiladas
de quitosano, sus derivados y compuestos. Por ejemplo, Ohkawa K. et al. en su
investigacion, por primera vez lograron obtener nanofibras, a partir de una solucion de
TFA (acido trifluoroacético) y quitosano. Ohkawa K. et al. demostraron la dependencia
de la concentracion de quitosano y el solvente utilizado en la capacidad de formacion
de fibras. Afirman que al utilizar soluciones de &cido formico, acido acético, acido
clorhidrico y acido dicloroacético con quitosano, no se pudieron obtener fibras, solo tras
mezclar la solucion de quitosano y acido formico con una soluciéon de PVA, se pudo
obtener nanofibras. A medida que se aumentaba la porcion de PVA en la mezcla,
defectos evidentes en las fibras como perlas (beads) fueron desapareciendo, cuando la
solucion alcanzo6 una relacion de quitosano y PVA 50:50 se obtuvieron fibras uniformes

de 120 nm. De igual manera, la solucion de TFA y quitosano al 8% wl/v, arrojo
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nanofibras homogéneas de 490 nm de diametro promedio. Ohkawa K. et al. expresan
que el TFA es un buen solvente para la formacion de fibras debido a que forma sales
con los grupos amino del quitosano y debido a la alta volatilidad de TFA que es
ventajosa para la solidificacion rapida del chorro electrificado de la solucién. En otra
investigacion, Jacobs et al. (2011), realizan la optimizacion de los parametros tanto de
la solucion como del proceso de electrohilado utilizando un enfoque de disefio factorial
para obtener nanofibras de quitosano uniformes. Los parametros estudiados fueron la
intensidad del campo eléctrico, la relacibn de disolventes (acido trifluoroacético/
diclorometano), la concentracion de quitosano en la solucion, sus efectos individuales y
de interaccidn sobre el didmetro de las nanofibras. En este estudio Jacobs et al. llegan
a la conclusién de que las interacciones entre la intensidad del campo eléctrico y la
relacion de solventes - TFA/DCM, asi como entre la intensidad del campo eléctrico y la
concentracion de quitosano influyen de manera significativa en la obtencion de fibras
uniformes, los parametros que arrojaron fibras uniformes con un diametro de 176 nm
fueron: intensidad del campo eléctrico 0.75 kV/cm, nivel de relacion de solventes
TFA/DCM 80/20% v/v y el nivel de concentracion de quitosano 5.5% w/v. Por su parte
Geng, Kwon & Jang (2005), en su investigacion utilizan quitosano de distinto peso
molecular (30000, 106000 y 398000 g/mol), como solvente usan acido acético glacial y
agua destilada. En sus experimentaciones, Geng et al. advierten que para poder
obtener nanofibras de quitosano, la concentracion de acido acético acuosa debe ser
superior al 30%, debido a que el acido acético mas concentrado en agua disminuye
progresivamente la tension superficial de la solucion de quitosano y aumenta la

densidad de carga eléctrica sin un efecto significativo sobre la viscosidad, aun asi
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cuando la concentracion de acido acético en la solucidbn es mayor a 90% esta no
disuelve suficiente quitosano para hacer una concentracion viscosa electrohilable.
Como resultado de los ensayos se puede verificar una disminucién de la tension
superficial de la solucién a medida que aumenta la concentracion de acido acético, de
tal manera, para una solucion de acido acético al 10% la tension superficial fue de 54.6
dyn/cm, mientras que para 90% fue de 31.5 dyn/cm. Geng et al. afirman que a medida
gue la concentracion de acido acético incrementa, menor es la apariciéon de beads en
las fibras y mayor es su diametro, también se demuestra la influencia de la
concentracion de quitosano y su peso molecular, para una solucion de quitosano de 7%
a 7.5% de concentracién con peso molecular de 106000 g/mol las fibras producidas
fueron continuas y uniformes, para la solucién de quitosano de bajo peso molecular
(30000 g/mol), con concentracién de 9.5% a 10.5% las fibras contenian beads de gran
tamafio y eran fragiles, mientras que las nanofibras de la solucion de quitosano de
mayor peso molecular con concentracion de 2.5% a 3% mostraron superficies mas
asperas y mas finas con un poco de beads. En la Figura 8 se puede observar la
morfologia de las fibras antes mencionadas. Geng et al. destacan ademas la influencia
del campo eléctrico en la fibrilaciébn de la solucion, cuando el campo eléctrico tiene
valores entre 3 a 4.5 kV/cm fibras uniformes y homogéneas son obtenidas. Cuando el
campo eléctrico supera el valor de 4.5 kV/cm se obtienen fibras mas delgadas con
muchos defectos (beads), debido al incremento de la fuerza de elongacion y a la
inestabilidad del chorro, inducida por el campo eléctrico mas fuerte. Los diametros

promedio de las nanofibras electrohiladas bajo campos eléctricos de 3 y 4 kV/cm fueron
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de 180 y 130 nm, respectivamente, y la distribucion del didmetro se hizo mas estrecha

con el aumento del campo eléctrico.

Figura 8. Microscopias de fibras electrohiladas de quitosano con diferentes pesos

moleculares: a) 30000 g/mol, 10%; b) 106000 g/mol, 7% y c) 398000 g/mol, 2.5%.
Fuente: (Geng, Kwon & Jang, 2005)

En su investigacién, Zhou, Yang, & Nie (2006), obtienen nanofibras de
quitosano/PVA, utilizando como solvente acido acrilico (AA), en este estudio se realiza
un analisis de la influencia de la viscosidad y conductividad de las soluciones en la
electrohilabilidad de las mismas. Ellos demuestran que la viscosidad de las soluciones
incrementa mientras el contenido de quitosano en la relacion CS/PVA disminuye, este
comportamiento es similar para las concentraciones de 4% AA y 90% AA, sin embargo
las viscosidades de las soluciones con 90% AA son menores que las de 4% AA. El
comportamiento de la conductividad es diferente, para las soluciones con una
concentracion de 4% AA, la conductividad disminuye a medida que disminuye el

contenido de quitosano en la relacion CS/PVA, mientras que para las soluciones con
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una concentracion de 90% AA la conductividad aumenta a medida que disminuye el
contenido de quitosano. Esto tiene una repercucion en la morfologia de las fibras
electrohiladas, para las soluciones con 4% AA, a medida que la concentracion de
quitosano disminuye en la relacion CS/PVA, se pueden obtener fibras solo para
relaciones menores de 80/20, ya que para relaciones mayores solo existe la presencia
de beads, mientras que para las soluciones con 90% AA, se obtienen fibras en todas las

relaciones de CS/PVA ensayadas, esto se puede evidenciar en las Figuras 9 y 10.

Figura 9. Fotografias SEM de nanofibras con diferentes relaciones de masa CS/PVA
cuando la concentracion de AA fue del 4%: (a) 90:10, (b) 80:20, (c) 70:30, (d) 60:40 y

(e) 50:50. El voltaje de electrohilado fue de 29 kV.
Fuente: (Zhou, Yang & Nie, 2006)
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Figura 10. Fotografias SEM de nanofibras con diferentes relaciones de masa CS/PVA
cuando la concentracion de AA fue del 90%: (a) 95:5, (b) 90:10, (c) 80:20, (d) 70:30, (e)

60:40, y (f) 50: 50. El voltaje de electrohilado fue de 18 kV.
Fuente: (Zhou, Yang & Nie, 2006)

El diametro de las fibras y su distribucion, a medida que el contenido de CS en las
mezclas disminuyd de 90/10 a 50/50, el didmetro promedio de las nanofibras disminuyé

gradualmente de 291 a 170 nm y su distribucidén se hizo un poco mas estrecha.

En cuanto a las aplicaciones de las nanofibras de quitosano, estas han visto su
mayor explotacion en el area de la biomedicina, particularmente en el area de la
ingenieria de tejidos. Por ejemplo, en su investigacion Bhattarai et al.,, (2005),
obtuvieron membranas nanofibrosas de quitosano y PEO, para el estudio de su
compatibilidad celular con osteoblastos y condrocitos. Los resultados obtenidos fueron
positivos en cuanto al crecimiento celular tanto de los osteoblastos como de los
condrocitos en una membrana de CS/PEO 90:10. Tanto la adherencia como el

crecimiento celular se deben a la gran area superficial disponible en las nanofibras. En
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otra investigacion, se fabricaron scaffolds de quitosano, colageno y poli (acido L-lactico-
Co-¢-caprolactona) (P (LLA-CL)), para su uso como injerto vascular. En este estudio el
scaffold de colageno/quitosano/P (LLA-CL) con la relacion de 20:5:75 presento las
mejores propiedades mecanicas (resistencia a la traccion de 16.9 MPa, deformacion en
rotura de 112%, modulo elastico de 10.3 MPa) y la proliferacion de células endoteliales
aumento significativamente (Yin et al., 2013). Como estas, otras investigaciones han
sido realizadas en el area de la biomedicina, sin embargo no es la Unica aplicacién que
se puede dar a las nanofibras de quitosano. Varias investigaciones han sido realizadas
para probar la eficiencia de las nanofibras de quitosano para la formacién de
membranas que sirvan como filtros, en el tratamiento de aguas residuales. Debido a su
accion floculante y quelante el quitosano es un excelente captor de iones metalicos. En
su investigacion Horzum et al., (2010) demostraron que las nanofibras de quitosano
pueden aplicarse en la eliminacion continua de varios iones metalicos. ElI material de
fitro de nanofibras a base de quitosano, respetuoso con el medio ambiente, tiene
beneficios prominentes debido a la gran area de superficie por unidad de masa, que
resulta del diametro muy fino. Los resultados del estudio de sorcion mostraron que el
tiempo de agitacion, la concentracion de iones metélicos y la temperatura tienen una
gran influencia en la sorcion de Fe (lll), Cu (Il), Ag (I) y Cd (ll) en la membrana de

nanofibras de quitosano.

En esta investigacion, se analizara también la morfologia de las fibras que se
obtengan del proceso de electrohilado de una solucién de quitosano + PVA + Sangre de

drago, esto debido a las propiedades que posee dicha sustancia, que aunadas a las
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propiedades del quitosano, haran de la solucién resultante un recurso muy interesante
para estudios futuros, que permitan aprovechar las caracteristicas de estas sustancias
en aplicaciones biomédicas tales como apositos y tissue scaffolds. Por tal motivo se va

a conocer cierta informacion sobre la sangre de drago.

2.4. Sangre de drago

Sangre de drago o sangre de grado es un latex de color rojo sangre que se extrae
de la corteza de especies vegetales tropicales como es el Croton lechleri Mull (Pereira
et al., 2010) como podemos ver en la Figura 11. Este latex extraido es un fluido viscoso
y de sabor astringente. Las especies tropicales que contienen sangre de drago se
encuentran en el sur de México y en paises de Sudamérica (Risco et al., 2003) como
son Colombia, Perd, Bolivia, Brasil y Ecuador. El Croton lechleri Mull es un arbol que
puede llegar a medir hasta 25 m de altura y se encuentran en lugares desde los 200
hasta los 1000 metros sobre el nivel del mar en bosques tropicales humedos. (Risco et

al., 2005)

Figura 11. Sangre de drago
Fuente: (Risco et al., 2005)
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Las poblaciones indigenas han usado la sangre de drago debido a sus propiedades
curativas, antivirales, antiinflamatorias y antitumorales. Siendo el componente conocido
como taspina el responsable principal de que la sangre de drago tenga propiedades
curativas de heridas y antiinflamatorias, mientras que la lignana solo ayuda a sus
propiedades curativas (Desmarchelier et al., 1997). Existe un componente llamado
porantocianidina con actividad antiviral (Risco et al., 2003), el cual se ha determinado
gue ayuda a la inhibiciébn de diferentes virus como es la gripe, herpes y hepatitis,
(Desmarchelier et al., 1997) se ha tratado de forma clinica las lesiones genitales y
anales de herpes simple en personas con SIDA (Risco et al., 2003). La sangre de drago
es usado como componente cicatrizante, por su capacidad de formar mas rapido la
costra de las heridas, regenerando la piel (Risco et al., 2005), es usado también como
antiinflamatorio y analgésico, ya que ayuda a disminuir el dolor (Condo Curipallo, 2014),
antiviral y antibacterial, ya que impide el ingreso de virus, como hepatitis, herpes y
parainfluenza en las células (Condo Curipallo, 2014), en la amazonia se utiliza con gran
frecuencia para poder curar el cancer de huesos y la tuberculosis, incluso mezclado con
otras plantas medicinales, se ha utilizado para tratar el cancer y los tumores (Jones,

2003).
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CAPITULO Il

EXPERIMENTACION

3.1. Materiales

Los materiales utilizados en esta investigacion, serén listados a continuacion.

3.1.1. Quitosano

Se adquirié quitosano en polvo de la marca Chemsavers (Figura 12), mismo que
posee una grado de desacetilacion (DD) superior al 90%, el polvo posee un color
marron claro, con contenido de humedad menor al 10% y su viscosidad en solucion
puede ir desde 50 hasta 800 mPa-s (dependiendo de la concentracion de quitosano) y

su densidad aparente es de 0.60 g/ml.

Figura 12. Quitosano en polvo.
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3.1.2. Polivinil Alcohol (PVA)

Se adquirié PVA de la marca Lobachemie (Figura 13), este producto se encuentra
en estado solido a manera de granulos incoloros, posee un peso molecular aproximado
de 115 kDa, su grado de polimerizaciébn estd en un rango de 1700 y 1800, y su

viscosidad en solucién varia entre 25y 32 cP.

Figura 13. PVA en granulos.

3.1.3. Acido Acético Glacial (CH;COOH)

El quitosano es soluble en &cidos organicos, para lo cual se ha conseguido como
solvente, 4cido acético glacial. Segun la literatura, el quitosano es soluble en acidos
cuyo pH varia entre 0.6 y 2.8 (Romanazzi et al.,, 2009). Para esta investigacion, se
utilizé acido acético glacial de la marca J. T. Baker (Figura 14), cuyo pH es de 2.4
(soluciéon 1 M). Este solvente, posee un fuerte olor a vinagre, es corrosivo y debe ser
manipulado con el equipo de proteccion personal adecuado (mascarilla, guantes y

gafas).
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Figura 14. Acido acético glacial

3.1.4. Sangre de Drago

La sangre de drago se caracteriza principalmente por ser un producto organico
certificado, adquirida en la Fundacién Chankuap ubicada en la cuidad de Macas,

Ecuador. La sangre de drago adquirida se presenta en la Figura 15.

Figura 15. Sangre de drago
Fuente: Fundacién Chankuap
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3.2.  Equipos e instrumentos

Los equipos utilizados en la realizacién de esta investigacion son:

e Balanza electrénica Shimadzu (Unibloc) TW423L (Figura 16a) posee una
apreciacion de 1 mg, un rango que va de 2 mg a 420 g, un error aproximado de
1mgy la posibilidad de entrada y salida digital de datos.

e Placa de calentamiento y agitacion BIPEE (Figura 16b) con rango de agitacion
entre 0-2000 rad/min, calentamiento entre 0-400°C, un RTD-PT100 como sensor

de temperatura con un error menor del 0.5%.

Figura 16. Equipos utilizados, a) balanza electrdnica, b) placa de calentamiento y
agitacion.
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3.3. Sistemade electrohilado

El equipo necesario para el proceso de electrohilado, se puede apreciar en la Figura
17. Se utiliz6 una configuracion horizontal para la recoleccion de las fibras

submicrométricas.

Figura 17. Sistema de electrohilado

La Bomba Cole Palmer (a) de modelo 788110C, posee una exactitud de £0.5%, con
capacidad de jeringas de 0.5 pL, 10 mL, 60 mL, el caudal depende del tamafio de la
jeringa, como se ve a continuacion:

e 0.5pL (min. 1.6 pL/min)

e 10 mL (méx. 26.014 mL/min)

e 60 mL (max. 80.404 mL/min)

La Fuente de alto voltaje Genvolt (b) de modelo 73030, posee una salida de voltaje
de 0-30 kV, maxima salida de corriente de 1mA, y salida de poder de 30W, con
eficiencia >75%. La Camara Imaging source (c) de modelo DFK 22BUCO3, posee una
resolucién de 744x480 (0.4MP), hasta 76 fps; obturador global; rango dindmico 8bits,

ademas cuenta con sensor CMOS.
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3.4. Metodologia de trabajo

En la presente investigacion se aplicard la siguiente metodologia de trabajo

resumida en el diagrama de flujo de la Figura 18.

INICIO DE LA o

EXPERIMENTACION
Preparacion de la solucién de
Y CS/PVA/Sangre de Drago (SD),
Preparacion de la variando las concentraciones |«¢—
solucién de CS/PVA, e de SD y relaciones entre la
variando los parametros solucion CS/PVAy SD
de concentracion
\
Y Electrohilado de la solucion de
CS/PVAISD NO
Electrohilado de la NO

solucién de CS/PVA *

l

¢ Es electrohilable?

¢ Es electrohilable?

Andlisis morfoldgico

(SEM)
Andlisis morfoldgico
(SEM) *
\ FINDELA
Andlisis reologico EXPERIMENTACION
(Redmetro TA
Instruments)

'

Figura 18. Diagrama de flujo de la experimentacion
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3.4.1. Preparacion de la solucién CS/PVA

Para preparar la solucion de CS/PVA, se debe preparar antes la solucion de
quitosano y la solucion de PVA por separado. Tales preparaciones se realizaron a
diferentes concentraciones de los solutos, con el fin de encontrar las mas idéneas para

el proceso de electrohilado.

3.4.1.1. Preparacion de la solucién de quitosano (CS)

Para la preparacién de la solucién de quitosano, previamente debe ser preparada
una solucion acido - acuosa de acido acético y agua destilada, para lo cual se han
ensayado soluciones con varias concentraciones de acido acético, dichas soluciones se
consiguieron mezclando X% de acido acético (AA) v/v, para obtener un total de 10 ml
de solucion. Por ejemplo, para una solucion de AA al 10%, se agrega 1 ml de AAy 9 mi

de agua destilada, y se agita la mezcla levemente.

Una vez conseguida la solucion acido — acuosa antes mencionada, se procede a

preparar la solucién de quitosano, para lo cual se ejecuto el siguiente procedimiento:

¢ Dependiendo de la concentracion que se desea ensayar, para X% de CS plv, se
pesan en la balanza electronica 0.X g de quitosano y se los agrega en la solucion
de AA (10 ml). Por ejemplo, si se desea una solucion de CS al 4%, entonces se
pesan 0.4 g de quitosano.

e Con la ayuda de un agitador magnético y la plancha de agitacién, se somete a la
solucion a agitacion constante, hasta que la mezcla este homogénea (es decir

gue no existan fases apreciables, ni grumos), el tiempo de agitacion depende de
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la concentracion de quitosano, sin embargo esta puede tardar entre 45 minutos
(concentraciones bajas desde 1% a 5%) a 4 horas (concentraciones altas desde
6% en adelante).

Cuando la mezcla esta homogénea, se procede a retirar el agitador magnético, y
a dejar la solucion en reposo, a una temperatura de 4° C durante 30 minutos (si
se va a utilizar la mezcla enseguida, caso contrario la solucidon debe permanecer
en refrigeracion a 4°C), esto con el fin de eliminar las burbujas de aire que
puedan quedar del proceso de agitacion.

Posteriormente, se extrae la solucion de refrigeracion, y se la deja reposar hasta

que llegue a temperatura ambiente (Figura 19).

Figura 19. Soluciones de quitosano a diferentes concentraciones
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3.4.1.2. Preparacion de la solucién de PVA

Para la preparacion de la solucion de PVA se deben seguir los siguientes pasos:

Dependiendo de la concentracién que se desea ensayar, para X% de PVA plv,
se pesan en la balanza electrénica 0.X g de PVA y se los agrega en 10 ml de
agua destilada. Por ejemplo, si se desea una solucion de PVA al 8%, entonces
se pesan 0.8 g de PVA.

Con la ayuda de un agitador magnético y la plancha de agitacion, se somete a la
solucion a agitacion y calentamiento constante hasta que la mezcla esté
homogénea (es decir que no existan fases apreciables, ni grumos). La
temperatura a la cual se debe realizar la agitacion debe estar entre 80 y 90° C.
En cuanto al tiempo de agitacion, este varia dependiendo de la concentracion de
PVA, pudiendo estar en un rango de 1.5 horas (concentraciones bajas de 1% a
7%) a 1 dia (concentraciones altas de 8% en adelante).

Cuando la mezcla estd homogénea, se procede a retirar el agitador magnético, y
a dejar la solucién en reposo, a temperatura ambiente, preferiblemente en un

lugar obscuro (Figura 20).
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Figura 20. Solucion de PVA (10%).

Una vez que ambas soluciones se encuentren preparadas, se procede a preparar la
solucion de CS/PVA, esto se realiza en varias proporciones (30:70, 50:50 y 70:30

respectivamente), hasta encontrar la que mejor se ajuste al proceso de electrohilado.

3.4.2. Preparacién de la solucién de CS/PVA/SD

Una vez definidos los parametros idéneos de la solucibn CS en AA + PVA, se
procede a preparar la solucion de CS en AA + PVA + sangre de drago. Para lo cual se
ensayaron soluciones de sangre de drago a distintas concentraciones, hasta encontrar

la méas Optima, para ello se realiza lo siguiente:

e Dependiendo de la concentracién que se desea ensayar, para X% de sangre de
drago v/v, se miden 0.X ml de sangre de drago y se agrega agua destilada para
obtener 1 ml de solucion. Por ejemplo, si se desea una solucion de sangre de

drago al 60%, entonces se miden 0.6 ml de sangre de drago.
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e Posteriormente, se procede a mezclar las soluciones de (CS en AA + PVA) +
sangre de drago, en diferentes proporciones (1:1, 2:1 y 3:1, respectivamente), es
decir, si tenemos una relacion 2:1 se debe mezclar 2 ml de la solucion CS en AA

+ PVA con 1 ml de la solucion de sangre de drago en agua
e Se somete la solucion a agitacion constante, hasta obtener una mezcla

homogénea.

3.4.3. Electrohilado de la solucién

Una vez que se obtengan las soluciones que se pretenden ensayar, se procede a
realizar el proceso de electrohilado, mismo que consta de varios parametros, que
deberan ser ajustados en la marcha, con el fin de evidenciar una correcta formacion de
las etapas del electrohilado y una consecuente obtencion de membranas nano o
microfibrosas cuya morfologia sea la adecuada. Para lo cual se deben seguir los

siguientes pasos:

e Colocar la solucion en una jeringa de 10 ml, procurar que en el proceso exista la
menor cantidad posible de aire (burbujas) en la solucién, ya que esto afectara la
continuidad del proceso de inyeccion.

e Colocar el capilar en la jeringa, y este conjunto en la bomba inyectora, ajustar
debidamente la jeringa.

e Preparar el plato de recoleccién, cubriéndolo con papel aluminio o gasa, con el

fin de facilitar la extraccion de la membrana.
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e Ajustar la posicion de la luz y la cAmara hasta obtener una imagen clara de la
punta del capilar, con el fin de observar la correcta formacion del cono de Taylor
y evidenciar interrupciones del proceso de electrohilado.

e Colocar el polo positivo de la fuente de alto voltaje en el capilar y el polo
negativo en el plato de recoleccion.

e Colocar el plato colector a una distancia entre 12 y 16 cm de la punta del capilar.

e Setear el caudal entre 0.2 y 1 ml/h y aplicar un voltaje a fin de generar un cono
de Taylor estable, el voltaje podra variar entre 8 y 21 Kv.

e Electrohilar la solucién por aproximadamente 2 horas para tener una membrana
manejable.

e Recolectar una muestra de 3 x 3 cm en una caja Petri, para su futuro analisis

morfoldgico en el microscopio electronico de barrido (SEM).

3.4.4. Caracterizacion

3.4.4.1. Caracterizacion morfolégica

El analisis morfolégico de la membrana, nos ayuda a observar la distribucion y las
dimensiones que poseen las fibras, ya que estas son imperceptibles al ojo humano.
Para ello el CENCINAT de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, colabor6 en
la caracterizacion de las fibras extraidas durante el proceso, utilizando el microscopio
electrénico de barrido (SEM) (Figura 21), de marca TESCAN MIRA 3XM, con aumento
de 1x1°000 000x a 30 kV y resolucion en modo de alto vacio de 1,2 nm a 30 kV; 2,5 nm

a3 kv.
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Figura 21. Microscopio electrénico de barrido (SEM)
Fuente: (Melo, 2018)

3.4.4.2. Caracterizacion reolégica

Para el analisis reologico de la solucion de CS/PVA se utiliza un re6metro de TA
Instruments (Figura 22), en el Laboratorio de Reologia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE. Este posee un torque maximo de 200 mN-m, una resolucion de torque

de 0.1 mN-m. y una velocidad angular maxima de 300 rad/s.

Figura 22. Rebmetro TA Instruments.



55

Para el analisis se uso una configuracion plato/cono. En cada muestra analizada se
utilizé aproximadamente 2 ml de solucién. Como primera fase, se realiza una pre-cizalla
con una duracion de 100 s a 25° C y una velocidad de cizalla constante de 1 rad/s para
las muestras de quitosano en acido acético se va variando la concentracion de acido
acético (1% vivy 70% v/v) y para la muestra de PVA (10% w/v). Para las demas
muestras la velocidad de cizalla es dependiente de la concentracion de quitosano en la
solucion (1 rad/s, 45 rad/s y 50 rad/s), debido a la viscosidad que cada solucién de
quitosano en acido acético presenta, se debe variar la velocidad, con el fin de que la
muestra se distribuya uniformemente entre las geometrias dispuestas y para establecer
un estado reoldgico uniforme. Como segunda fase, se realiza un estudio de flujo
estacionario, para las primeras tres muestras se utilizé tasas de cizallamiento que van
desde 0.01 hasta 500 s™. Para las muestras restantes se usaron velocidades angulares
qgue de igual forma dependen de la concentracion de quitosano en acido acético en la
solucién con PVA, estas velocidades van desde 0.01 hasta 60 rad/s, 0.01 hasta 70
rad/s y 0.01 hasta 75 rad/s. Obteniendo de ésta manera una grafica viscosidad vs tasa
de cizalla, que define el comportamiento reoldgico de la solucién analizada. Cabe
destacar que se realizaron tres ensayos por cada concentracion de solucion de

guitosano en acido acético, con el fin de obtener repetibilidad en los resultados.
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CAPITULO IV

ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Solubilidad del quitosano

Segun la bibliografia (Romanazzi et al., 2009), el quitosano es soluble en soluciones
acido - acuosas, mismas que pueden utilizar 4cidos organicos e inorganicos. En esta
investigacion se utilizé acido acético glacial a diferentes concentraciones, con el fin de
comprobar la solubilidad del quitosano, y su efecto en la electrohilabilidad de la solucién
conformada. Se realizaron ensayos con concentraciones de soluciones acido — acuosas
variando en un rango desde 1% de &cido acético v/v hasta 70% de &cido acético viv.
Tras la realizacidon de estos ensayos, se determiné que el quitosano es soluble en todas
las concentraciones de acido acético, sin embargo el tiempo para obtener una solucion
homogénea disminuye a medida que la concentracion de &cido en la solucion
incrementa, este comportamiento se puede evidenciar en la siguiente grafica (Figura

23).

Tiempo vs Concentracion

[

Tiempo (min)

10 20 30 0 50 &0 70 20

Concentracion de acido acetico (%)

Figura 23. Grafica: tiempo vs concentracion de AA.
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La grafica anterior fue realizada para una concentraciéon de quitosano de 2% wl/v,
cabe recalcar que para concentraciones mayores, los tiempos también incrementaran,
sin embargo la tendencia descendente del tiempo mientras mayor sea la concentracion
de acido acético, se mantendra. Aunque a simple vista, las soluciones parezcan estar
mezcladas homogéneamente, se recomienda sin embargo prolongar el tiempo de
mezcla de la solucion por un periodo aproximado de 5 a 10 minutos, seguido de una

etapa de reposo y refrigeracion.

4.2. Membranas de CS en AA+ PVA

4.2.1. Electrohilabilidad

Para realizar las pruebas de electrohilabilidad se empez6 manteniendo constante
dos de los parametros, hasta conseguir estabilidad en el proceso de electrohilado y se
logre formar el cono de Taylor. En los primeros ensayos se mantuvo constante la
concentracion de PVA (empezando con 4% w/v) y la concentracion de quitosano en
acido acético (empezando con 2% w/v), variando la concentracion de acido acético en
1% viv, 2% viv, 4% viv y 10% v/v en agua, obteniendo resultados poco favorables. Se
empez0 a tener estabilidad en el proceso de electrohilado aumentando la concentracion
de quitosano en 4% w/v en 2% v/v de acido acético en agua + PVA en 8% wl/v, sin
embargo no se pudo formar el cono, por lo tanto la solucion se considera no

electrohilable estos resultados lo podemos ver en la Tabla 6.
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Tabla 6.
Variacion de parametros (primera aproximacion)
CONCENTRACION RELACION
Electrohilable OBSERVACIONES
PVA CSwl/v en AA PVALCS
wiv viv
4% 2% 10% 1:1 NO
4% 2% 10% 2:1 NO No existe estabilidad en el
4% 2% 1% 11 NO proceso de electrohilado,
4% 2% 10% 2:1 NO no existe formacion del
4% 204 1% 1:1 NO cono de Taylor.
4% 2% 1% 2:1 NO
4% 2% 4% 1:1 NO
4% 3% 2% 1:1 - )
2% 3% 2% 11 N Es mas estable pero no se
forma cono, no se logra
2% 3% 2% 2:1 - .
recolectar fibras
8% 3% 2% 1:1 -
4% 4% 2% 1:1 Sl Es mas estable, no se
8% 4% 206 11 S| forma cono, se recolectan

fibras

Tras la realizacion de estos ensayos se pudo evidenciar que mientras mayor es la

concentracion de PVA en agua, el proceso de electrohilado tiende a tener mayor

estabilidad, por lo cual se realizaron pruebas adicionales aumentando la concentraciéon

de este polimero y variando la concentracion de acido acético, por lo que en una

segunda aproximacion se mantuvo constante la concentracién de PVA en agua en un

10% wl/v, la concentracion de quitosano en acido acético en un 4% w/v y variando la

concentracion de acido acético en agua, pero esta vez se decidi6 incrementar

radicalmente su concentracibn desde 40% v/v hasta 70% v/v, obteniendo como

resultado que la solucion se electrohil6 cuando se tiene una concentracion de acido

acético en agua mayor a 50% Vv/v.
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Una vez determinada la concentracion de acido acético en agua ideal para el
proceso, se vario la concentracion de PVA en agua para poder determinar desde qué
concentracion la solucién es electrohilable, por lo que se utilizé concentraciones de 4%
w/v y 8% w/v de PVA, teniendo como resultado que la solucion no es electrohilable con
una concentracion de 4% w/v de PVA en agua destilada, estos resultados lo podemos

visualizar en la Tabla 7.

Tabla 7.
Variacion de parametros (segunda aproximacion)
CONCENTRACION RELACION .

PVA CSwiliven Voltaje Caudal Electrohilable
Wiv AA VI PVA+CS (kV) (ml/h)
10% 4% 40% 1:1 22 0.5 NO
10% 4% 50% 1:1 21.3 0.6 S
10% 4% 60% 1:1 16.5 0.5 S
10% 4% 70% 1:1 18.4 0.3 S
8% 4% 50% 1:1 16 0.4 S
8% 4% 60% 1:1 16.5 0.5 S
8% 4% 70% 1:1 18.9 0.4 S
4% 4% 50% 1:1 19.6 0.2 NO
4% 4% 60% 1:1 15.9 0.5 NO

Al determinar la concentracién de PVA ideal para el proceso de electrohilado, se
vario la concentracion de quitosano en acido acético, en esta ocasion se vario el
quitosano desde 2% w/v hasta 10% w/v en intervalos de 2% como lo podemos
visualizar en la Tabla 8, el resultado que se obtuvo fue favorable, ya que en todas las
concentraciones la solucion se electrohil6 como podemos visualizar en la Figura 24, no

obstante en altas concentraciones de quitosano en acido acético, no es recomendable
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el proceso de electrohilado debido a la alta viscosidad de las soluciones, factor que

dificulta la estabilidad del mismo.

Figura 24. Membrana recolectada sobre gasa

Tabla 8.
Variacion de parametros (tercera aproximacion)
CONCENTRACION RELACION
PVA Voltaje (kV) Caudal Electrohilable
wiv CSw/ven AA viv PVA+CS (ml/h)
10% 2% 70% 1:1 15.3 0.35 Sl
10% 6% 70% 1:1 19.6 0.2 Sl
10% 8% 70% 1:1 18.4 0.2 Sl
10% 10% 70% 1:1 21.1 0.1 Sl

En la solucién de 10% w/v de quitosano en acido acético + 10% w/v de PVA, se
encontré6 mayor estabilidad cuando se us6 un caudal de 0.1 ml/h y 21.1 kV de voltaje,
no obstante, empezando el proceso se pudo estabilizar con dos combinaciones mas de
parametros: caudal de 0.8 ml/h y voltaje de 23.7 kV y caudal de 2 ml/h y 28.8 kV de

voltaje.
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4.2.2. Analisis Morfologico

Una vez que se obtuvieron resultados favorables en el proceso de electrohilado, se
procedié a comprobar la morfologia de las fibras submicrométricas presentes en las

membranas recolectadas.

4.2.2.1. Manteniendo constante las concentraciones de CS (4% w/v) en solucién
de 4cido acético + PVA (10% w/v) en agua destilada

e Solucion de: CS 4% wi/v en Acido acético 50% v/v + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 9.
Parametros del proceso (CS 4% en AA 50% + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 21.3 kv
Caudal 0.6 mi/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 177.5 kVim

N kA 2 S s

SEMHV:5.0kV | 6.06 mm o MIRA3 TESCAN
View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 11/24/17 CENCINAT

Figura 25. Resultados del proceso (CS 4% en AA 50% + PVA 10%)
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Se obtuvieron fibras cuyo diametro promedio es de 243 + 57 nm, en la Figura 25, se
puede observar que existen zonas con humedad, es decir, zonas que no estan secas
completamente (zonas en las cuales no hay presencia de fibras, con un color gris
opaco), lo que implica que el caudal utilizado para esta solucion fue elevado, por lo que
el solvente no se pudo evaporar completamente antes de llegar al plato recolector. Sin
embargo se puede apreciar en la imagen aumentada (esquina superior derecha), que

las fibras son lisas y continuas aunque no presentan uniformidad en los diametros.

e Solucién de: CS 4% wi/v en Acido acético 60% v/v + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 10.
Parametros del proceso (CS 4% en AA 60% + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 16.5 kV
Caudal 0.5 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 137.5 kV/im

WD: 15.97 mm

: 208 pm Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 11/22/17 CENCINAT

Figura 26. Resultados del proceso (CS 4% en AA 60% + PVA 10%)
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De manera similar al proceso anterior, se observa la existencia de zonas con
humedad en la Figura 26, y esta vez existe ademas la presencia de beads (perlas) en
las fibras, esto se debe al caudal utilizado, que en este caso es elevado. El voltaje
también tiene influencia en la aparicion de beads, pues al parecer fue insuficiente para
el caudal implementado (contrastando con los parametros del proceso anterior). El

diametro promedio de las fibras obtenidas es de 156 + 27 nm.

e Solucion de: CS 4% wi/v en Acido acético 70% viv + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 11.
Parametros del proceso (CS 4% en AA 70% + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 18.4 kV
Caudal 0.3 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 153.3 kV/m

SEM HV:‘ 5.0 kV’ N i | MIRA3 TéSCAN
View field: 208 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/d/y): 11/24/17 CENCINAT

Figura 27. Resultados del proceso (CS 4% en AA 70% + PVA 10%)
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Se obtuvieron fibras con un didmetro promedio de 275 + 39 nm en la Figura 27, se
observa la presencia de zonas humedas, de menor tamafio en comparacion a los dos
ensayos anteriores, ademas en la imagen aumentada se puede observar que las fibras
presentan una morfologia lisa, aunque no presenta poca uniformidad entre los
diametros, ya que no posee una elevada desviacion. En este ensayo podemos destacar
la influencia positiva del caudal (0.3 ml/h, que es menor en comparacion a los
anteriores) y también de la concentracién de acido acético (70% v/v) en la obtencion de

fibras con morfologia adecuada.

En el siguiente apartado, se procede a verificar la morfologia de las fibras
resultantes al disminuir la concentracion de PVA en la solucién con agua (de 10% wi/v a
8% wl/v), la concentracidon de quitosano en acido acético se mantiene (4% w/v) y se
varia la concentracion de acido acético en agua. Esto con el fin de determinar cémo
influye la concentracion de PVA en la obtencion de fibras con morfologias adecuadas, y
si es factible o no disminuir en mayor cantidad la concentracion de este polimero en la

solucién.
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4.2.2.2. Manteniendo constante las concentraciones de CS (4% w/v) en acido
acético + PVA (8% w/v) en agua

e Solucion de: CS 4% wi/v en Acido acético 50% v/v + PVA 8% w/v en agua.

Tabla 12.
Parametros del proceso (CS 4% en AA 50% + PVA 8%)

Parametros del proceso
Voltaje 16 kV
Caudal 0.4 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 133.3 kV/m

éEM HV: 5.0 kV WD: 16.59 mm I U T || MIRA3 TéSCAN
View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 12/14/17 CENCINAT

Figura 28. Resultados del proceso (CS 4% en AA 50% + PVA 8%)
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Se puede apreciar en la Figura 28, la coexistencia de nanofibras y beads. Las fibras

no poseen una morfologia optima, en parte esto se debe a la disminucion de la
concentracion de PVA en agua, lo que dificulta la fibrilacién de la solucién a causa de la
disminucién de la viscosidad. Las fibras obtenidas tienen un diametro promedio de 73 +

23 nm.
e Solucion de: CS 4% wi/v en Acido acético 60% v/v + PVA 8% w/v en agua.

Tabla 13.
Parametros del proceso (CS 4% en AA 60% + PVA 8%)

Parametros del proceso
Voltaje 16.5 kV
Caudal 0.5 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 137.5 kV/im

s

SEM HV: 5.0 KV wo:1459mm | |0 MIRA3 TESCAN
View field: 208 pym Det: SE + BSE 50 ym
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 05/16/18 CENCINAT

Figura 29. Resultados del proceso (CS 4% en AA 60% + PVA 8%)
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En la Figura 29, se evidencian zonas humedas, fibras discontinuas que presentan
beads en menor proporcion que en el ensayo anterior. Las fibras sin embargo presentan

una superficie lisa y poseen un didametro promedio de 187 + 35 nm.

e Solucion de: CS 4% wi/v en Acido acético 70% v/v + PVA 8% w/v en agua.

Tabla 14.

Parametros del proceso (CS 4 en AA 70 + PVA 8%)
Parametros del proceso

Voltaje 18.9 kV

Caudal 0.4 ml/h

Distancia colector — capilar 12 cm

Campo eléctrico 157.5 kV/im

SEM HV: 5.0 kV WD: 16.80 mm | | MIRA3 TESCAN
View field: 207 ym Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 12/14/17 CENCINAT

Figura 30. Resultados del proceso (CS 4 en AA 70 + PVA 8%)
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Se obtuvieron fibras con un didmetro promedio de 91 + 24 nm, en este ensayo,
como podemos ver en la Figura 30, las fibras presentan mejor apariencia en
comparacion a los dos ultimos ensayos, aunque de igual manera presentan beads. Al
parecer la concentracién de acido acético mejora las caracteristicas morfologicas de las
fibras, esto puede deberse a la disminucion de la tensién superficial de la solucion y
ligero incremento de la viscosidad (Geng, Kwon, & Jang, 2005), que facilitan la
formacion de fibras, de igual manera, se evidencia que la disminucién de la
concentracion de PVA en agua, tiene un efecto negativo en electrohilabilidad de la
solucion, sin embargo, permite obtener fibras de menor diametro, lo que es deseable en

ciertas aplicaciones (Filtracion de agua y aire).

4.2.2.3. Manteniendo constante las concentraciones de PVA (10% w/v) en aguay
acido acético (70% v/v) en agua

e Solucién de: CS 2% wi/v en Acido acético 70% v/v + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 15.
Parametros del proceso (CS 2% en AA 70% + PVA 10%)

Parametros del proceso

Voltaje 15.3 kV
Caudal 0.35 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm

Campo eléctrico 127.5 kV/m
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» -

SEM HV: 5.0 KV WD: 16.50 mm : | miRA3 TESCAN

View field: 208 pm Det: SE 50 p
SEM MAG: 1000 x Date(m/d/y): 02/20/18 CENCINAT

Figura 31. Resultado del proceso (CS 2% en AA 70% + PVA 10%)

Se obtuvieron fibras con un diametro promedio de 234 + 59 nm, dichas fibras
poseen una excelente apariencia, sin bien su distribucion es aleatoria a lo largo de la
membrana la continuidad de las fibras es evidente y su superficie es lisa. En la Figura
31 no se visualizan zonas humedad ni formacion de beads por lo que los parametros

implementados se pueden definir como adecuados para el proceso de electrohilado.
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e Solucion de: CS 6% wi/v en Acido acético 70% v/v + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 16.
Parametros del proceso (CS 6% en AA70 + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 19.6 kV
Caudal 0.2 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 163.3 kV/m

9 mm | 7 MIRA3 TESCAN
View field: 208 pm Det: SE 50 pm

SEM MAG: 1000 x  Date(m/dly): 02/20/18 CENCINAT

Figura 32. Resultados del proceso (CS 6% en AA70 + PVA 10%)

En este ensayo se obtuvieron fibras de superficie lisa con un diametro promedio de
240 + 56 nm, se puede evidenciar un incremento en el diametro de las fibras de 6 nm

con respecto al ensayo anterior, la apariencia de las fibras es buena, sin embargo se
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observar en la Figura 32 la presencia de zonas hiumedas en la membrana, aun cuando

el caudal es bajo, esto pudo deberse a goteos en el proceso de electrohilado.
e Solucién de: CS 8% wi/v en Acido acético 70% v/v + PVA 10% w/v en agua.

Tabla 17.
Parametros del proceso (CS 8% en AA 70% + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 18.4 kV
Caudal 0.2 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 153.3 kV/m

3=

SSeA e ol A o
SEM HV: 5.0 kV WD: 16.49 mm | | MIRA3 TESCAN

View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 02/20/18 CENCINAT

Figura 33. Resultados del proceso (CS 8% en AA 70% + PVA 10%)
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En la Figura 33, se puede evidenciar al igual que en el ensayo anterior, zonas
hamedas producidas por la misma razén antes mencionada. Se obtuvieron fibras con
un diametro promedio de 364 + 57 nm que poseen superficie lisa, aunque se nota la
presencia de beads (muy escasos). Se puede apreciar un incremento significativo en el

diametro de las fibras respecto al ensayo anterior (124 nm).
e Solucion de: CS 10% w/v en Acido acético 70% v/v + PVA 10% w/v en agua

Tabla 18.
Parametros del proceso (CS 10% en AA 70% + PVA 10%)

Parametros del proceso
Voltaje 21.1 kv
Caudal 0.1ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 175.8 kV/im

o= AN 2 ™ \ T
SEM HV: 5.0 kV WD: 16.18 mm | | | MIRA3 TESCAN
View field: 208 pm Det: SE 50 pm

SEM MAG: 1000 x  Date(m/dly): 02/20/18 CENCINAT

Figura 34. Resultados del proceso (CS 10% en AA 70% + PVA 10%)
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Se puede apreciar en la Figura 34 extensas zonas humedas, y poca formacioén de
fibras, lo que pone en evidencia un proceso de dificil control, goteos continuos y
estabilidad del Jet intermitente, lo que ocasiona fibras discontinuas y con un desorden
evidente (enmarafiadas). Debido a que las fibras son pocas, su medicion fue deficiente
y rompen la tendencia de diametro creciente que se tuvo en los ensayos anteriores, el

diametro promedio de las fibras fue de 209 + 48 nm.

De los ensayos realizados en esta Ultima etapa, se pudo definir el rango en el cual la
concentracion de quitosano en acido acético en la solucion con PVA, permite la
formacion adecuada de fibras nanométricas. Se observa que a medida que incrementa
la concentracibn de quitosano en acido acético en la solucion, el proceso de
electrohilado se torna inestable, esto se debe al incremento en la viscosidad de las
soluciones, por reaccién al acido utilizado. De tal manera se define que el rango idéneo
de concentracién de quitosano en acido acético que puede ser electrohilado con éxito
va de 2% hasta 8% wl/v, aun asi los procesos con soluciones cuya concentracion de
quitosano en &cido acético sea mayor a 4% w/v deben ser monitoreados
constantemente. Es evidente entonces que los parametros de solucién que arrojaron los
resultados mas favorables en el proceso de electrohilado, fueron: CS 2% w/v en AA
70% v/v en agua + PVA 10% w/v en agua. Como muestra de esta aseveracion, en la

Figura 35, se observa una membrana electrohilada de esta solucion.
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Figura 35. Membrana correspondiente a una solucién de CS 2% w/v en AA 70% v/v +
PVA 10% wi/v

4.2.2.4. Comportamiento de las fibras, variando parametros del proceso de
electrohilado utilizando: CS 2% w/v en Acido acético 70% v/v + PVA 10%

w/v en agua

Al determinar la solucién mas idonea (CS 2% w/v en acido acético 70% viv + PVA
10% wl/v) para realizar el proceso de electrohilado, se procede a realizar la
experimentacion, variando los parametros operativos: caudal y voltaje, manteniendo
constante la distancia del capilar al plato colector (12 cm). Esto se realiza con el fin de
determinar el rango en el cual se pueden obtener fibras de morfologia adecuada y con

la menor cantidad de defectos posible.
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Tras la experimentacion se logré determinar el area (sombreada) en la cual
cualguier combinaciéon de los parametros antes mencionados, arrojara resultados
favorables, misma que se puede observar en la Figura 36. En la Tabla 19, se expone de
manera mas detallada los parametros utilizados y las microscopias obtenidas, que

marcan los limites superior e inferior del area 6ptima.

Caudal vs Campo Eléctrico
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Figura 36. Grafica: Caudal vs Campo eléctrico



Tabla 19.

Parametros que marcan los limites del proceso de electrohilado para solucion CS 2%

w/v en acido acético 70% v/v + PVA 10% w/v

Parametros utilizados del proceso

= Caudal Cgmpo . . Diametro promedio
unto (mi/h) eléctrico Microscopia (nm)
(kV/m)
A 0,35 50 240 + 46
B 0,35 67 264 + 58
C 0,35 83 157 + 31
D 0,37 100 129 + 28

CONTINUA
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141 £ 33

124 + 44

0,45 117
0,53 133
0,6 150
0,3 100

84 + 23

100 + 31

CONTINUA
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| 028 117 120 + 88
J 0.3 133 84 + 35
K 0.4 150 91 + 19

De la tabla expuesta anteriormente, se pueden realizar algunas observaciones
importantes, del punto A al C se encuentran las mejores fibras, parece ser entonces que
el caudal ideal para el proceso de electrohilado es 0.35 ml/h, sin embargo los puntos D
y E también muestran fibras con buena apariencia pero ya empiezan a aparecer
defectos (beads). Los puntos F y G, presentan fibras con muchos beads ademas de
humedad, debido al incremento de caudal y voltaje ademas se aprecia una disminucién
del diametro promedio de las fibras (debido al incremento en la fuerza de repulsién
electrostatica en el chorro). Del punto H al punto K, se observa que la disminucion de

caudal, ocasiona la coexistencia de fibras con beads y nanoparticulas. Esto permite
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tener una idea de los parametros mas favorables para evitar defectos vy

discontinuidades en las fibras.

4.2.3. Andlisis reoldgico

Para el analisis reologico de las soluciones, se realizaron dos fases para cada
ensayo como se explico en el capitulo anterior. La primera fase fue una pre-cizalla para
distribuir uniformemente la solucion entre las geometrias dispuestas y para establecer
un estado reoldgico uniforme. La segunda fase, fue un estudio de flujo estacionario, que
permitié6 obtener graficas viscosidad vs tasa de cizalla y esfuerzo de corte vs tasa de
cizallamiento para definir el tipo de fluido con el que se trabaj6. En la Figura 37, se
observa el equipo utilizado y la muestra de la solucién en posicion previo al ensayo

reolégico.

Figura 37. Muestra de solucion lista para ensayar
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Se realizard un estudio sobre el comportamiento reoldgico de varias soluciones,
empezando por analizar las graficas viscosidad vs tasa de cizallamiento y esfuerzo de
corte vs tasa de cizallamiento. Las soluciones ensayadas son seis en total: soluciones
de CS al 2% wl/v disuelto en acido acético al 1% v/v y 70% v/v en agua, solucion de
PVA 10% w/v en agua y las soluciones que fueron electrohiladas que presentaron
mejores morfologias, CS 2% w/v, CS 4% w/v y CS 6% w/v (todas disueltas en AA 70%

v/v en agua) y mezcladas con PVA 10% w/v en agua en relacién 1:1.

Seguidamente se realizard una comparacion entre las graficas viscosidad vs tasa de
cizallamiento de las soluciones de quitosano con variacion de la concentracion de acido
aceético, la solucion de PVA y las soluciones cuya concentracion de quitosano varia.
Esto con el fin de observar el comportamiento de la viscosidad de las soluciones bajo la
variacion de la concentracion tanto de la solucion acido acuosa utilizada asi como de

quitosano.

4.2.3.1. Graficas: Viscosidad vs Tasa de cizallamiento y Esfuerzo de corte vs

Tasa de cizallamiento.

Se analizaran primero las graficas de las soluciones de quitosano variando la

concentracion de acido acético y de la solucion de PVA.
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Comportamiento Reologico de la solucion de

CS 2% w/v en AA 1% v/v
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Figura 38. Grafica correspondiente a solucién de CS 2% w/v en AA 1% w/v

De la gréfica anterior (Figura 38), se puede verificar que el esfuerzo de corte no
tiene una relacion lineal frente a la tasa de cizallamiento y que la viscosidad del fluido
decrece y el esfuerzo de corte aumenta a medida que incrementa la tasa de
cizallamiento. Estas caracteristicas particulares son propias de los fluidos no
newtonianos pseudoplasticos (que es el caso de la mayoria de polimeros), tal como se
puede observar en la Figura 39.
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Figura 39. Comportamientos caracteristicos de los fluidos no newtonianos
Fuente: (Polymer Database, 2015)
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A continuacion se observa el comportamiento que muestran las dos soluciones

restantes (Figura 40 y 41).

Comportamiento Reoldgico de lasolucian de
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Figura 40. Grafica correspondiente a solucién de CS 2% w/v en AA 70% w/v

Compaortamiento Reoldgico de la solucion de
PVA 10% w/v
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Figura 41. Grafica correspondiente a solucién de PVA 10% wi/v

Se verifica entonces lo esperado, las dos soluciones restantes son fluidos no

newtonianos pseudoplasticos ya que tienen el mismo comportamiento que se observa
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en la Figura 39, esfuerzo de corte no lineal, viscosidad decreciente y esfuerzo de corte

creciente en relacion al aumento de la tasa de cizallamiento.

Por tanto se puede esperar el mismo comportamiento para las soluciones que
presentaron morfologias adecuadas al ser electrohiladas. En la Figura 42 a), b) y c), se
observan las gréaficas para las soluciones de: CS 2% w/v + PVA 10% wi/v (1:1), CS 4%
w/v + PVA 10% wiv (1:1) y CS 6% w/v + PVA 10% wi/v (1:1) respectivamente’. Las tres
graficas poseen el mismo comportamiento no newtoniano pseudoplastico, con la
diferencia de que la viscosidad incrementa a medida que aumenta la concentracion de
quitosano en la solucién, esto se podra apreciar de mejor manera en el apartado

siguiente.
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Figura 42. Graficas esfuerzo de corte vs tasa de cizallamiento (azul) y viscosidad vs
tasa de cizallamiento(rojo) de: a) CS 2% wi/v, b) CS 4% w/vy c) CS 6% w/v

1 . . . . s . s
Todas las soluciones de quitosano estan disueltas en acido acético 70% en agua
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4.2.3.2. Graficas comparativas: Viscosidad vs Tasa de cizallamiento

En primer lugar, se procederd a comparar las gréficas viscosidad vs tasa de
cizallamiento, de las soluciones de quitosano con variacién de concentracién de acido
aceético, para observar la relacién existente entre la viscosidad y la concentracion de
acido en la solucion. Posteriormente se comparara las graficas de las soluciones antes
mencionadas con la solucion acuosa de PVA. Por Ultimo se comparara las graficas de

las soluciones que presentaron mejores resultados en el proceso de electrohilado.

Comparacion de la viscosidad de muestras de
CS 2% w/v en AL X% v/iv
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Figura 43. Grafica comparativa entre soluciones de quitosano con variacion de
concentracion de acido acético.

En la imagen anterior (Figura 43), se puede observar lo que se afirmé anteriormente,
el aumento de la concentracion de acido acético en la solucion incrementa ligeramente
su viscosidad, esto coincide con lo propuesto por Geng et al. (2005). A una tasa de

cizallamiento de 500 s, la viscosidad de la solucién de CS 2% w/v en AA 1% v/v es de
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157 mPa-s, mientras que la viscosidad de la solucion de CS 2% w/v en AA 70% v/v es

de 187 mPa:-s.

En la Figura 44 se observa el comportamiento de las soluciones antes ensayadas y
de la solucién acuosa de PVA (10% w/v). Se puede verificar que la solucion acuosa de
PVA posee una viscosidad mucho mayor que las soluciones de quitosano en acido
acético, esto explica el porqgué del aumento de las viscosidades de las soluciones de

quitosano que son mezcladas con PVA.

La viscosidad de la solucién acuosa de PVA a una tasa de cizallamiento de 500 s*
es de 672 mPa-s, 4 veces mayor que la solucion de CS 2% w/v en AA 1% v/v y 3 veces

mayor que la solucion de CS 2% w/v en AA 70% V/v.

Comparacion de la viscosidad de muestras de
CS 2% wiv en AA X% viv y PVA 10% w)v
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Figura 44. Grafica comparativa entre soluciones de quitosano con variacion de
concentracion de acido acético y solucion de PVA.
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Ahora se analizardn las gréaficas viscosidad vs tasa de cizallamiento que
corresponden a las soluciones de: CS 2% w/v + PVA 10% w/v (1:1), CS 4% w/v + PVA

10% wiv (1:1) y CS 6% w/v + PVA 10% wiv (1:1)?

Comparacion de la viscosidad de muestras de
CS X% w/v + PVA 10% w/v (1:1)
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Figura 45. Grafica comparativa entre soluciones de CS 2% w/v, CS 4% w/vy CS 6%
w/v (todas mezcladas con PVA 10% w/v 1:1)

En la Figura 45, se observa claramente que la viscosidad de la solucién incrementa
a medida que se aumenta la concentracion de quitosano en acido acético, esto coincide
con lo afirmado por Desbrieres (2002). A una tasa de cizallamiento de 300 s, las
viscosidades de las soluciones de CS 2% w/v, CS 4% w/v y CS 6% wl/v, fueron: 430

mPa-s, 1190 mPa-s y 1800 mPa-s respectivamente.

Sin embargo, segun lo observado en las microscopias en el apartado analisis
morfologico, a medida que la viscosidad de las soluciones incrementa, el proceso de

electrohilado se vuelve cada vez mas inestable, es por esta razon que para

2 . . . . s . sy
Todas las soluciones de quitosano estan disueltas en acido acético 70% en agua
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concentraciones mayores a 6% de quitosano en acido acético se obtuvieron fibras
interconectadas (no homogéneas) y con beads. Por lo que la concentracion de
quitosano en acido acético debe ser controlada con precaucion con el fin de obtener

soluciones con la viscosidad adecuada para el proceso de electrohilado.

4.3. Solubilidad de Sangre de Drago en solucion CS/PVA

Con la mejor solucion obtenida de CS en AA + PVA, se realiz6 una serie de
combinaciones con solucion de sangre de drago (SD), para poder someter la solucién
resultante al proceso de electrohilado. En una primera fase se mantuvo una relacion 1:1
de solucion de (CS en AA + PVA) + sangre de drago, utilizando una solucion acuosa de
sangre de drago a 60% v/ivy a 50% v/v. Posteriormente, mediante la plancha de
agitacion, se procedié a mezclar las soluciones, luego de varios minutos se obtuvo una
mezcla grumosa, por lo cual se determiné que con éstas concentraciones de sangre de
drago, no se puede obtener una solucién final homogénea, tal como se observa en la

Figura 46.

Figura 46. Solucién no homogénea de CS en AA + PVA + SD
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En una segunda fase, se realizé el mismo procedimiento con concentraciones de
sangre de drago a 40% v/v y a 20% v/v en agua, en las cuales se obtuvieron resultados
favorables, debido a que se obtuvo una mezcla homogénea en ambos casos, tal como

se observa en la Figura 47.
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Figura 47. Solucion homogénea de CS en AA + PVA + SD

4.4. Membranas de CS en AA + PVA + SANGRE DE DRAGO

4.4.1. Electrohilabilidad

Una vez comprobado las concentraciones a las cuales la solucion de sangre de
drago es soluble en la solucion de CS en AA + PVA, se procedi6 a realizar el proceso
de electrohilado. En la primera fase se realizé dos soluciones, una de 40% v/v y una

segunda de 20% v/v de sangre de drago en agua, en relacién 1:1 con la solucién de
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(CS en AA + PVA), como se observa en la Figura 48. Se procedi6 a electrohilar dichas

soluciones, teniendo como resultado que la solucién no se electrohild.

Figura 48. Soluciones de CS en AA + PVA + SD a electrohilar

En una segunda fase se realiz6 dos soluciones, esta vez solo con una concentracion
de sangre de drago de 40% v/v en agua pero variando las relaciones, la primera que se
realizo fue con una relaciéon 1:2, una parte de solucién de sangre de drago y dos partes
de solucion de CS en AA + PVA, esta vez se observod la formacion del cono de Taylor
pero el proceso era demasiado inestable y no se logro electrohilar a la perfeccién, por lo
que la segunda solucién que se realizé fue con 40% v/v de concentracién de sangre de
drago en agua en una relacién 1:3 (una parte de solucién de sangre de drago y tres

partes de solucién de CS en AA + PVA), como lo observamos en la Figura 49, con esta
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relacion se obtuvieron resultados favorables ya que se pudo electrohilar, y obtener una

membrana de aspecto prometedor, como se observa en la Figura 50.

Figura 50. Membrana recolectada de solucion de (CS 2% w/v en AA 70% v/v + PVA
10% wi/v) + SD 40% v/v (3:1)
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4.4.2. Analisis morfolégico

e Solucion de (CS 2% w/v en Acido acético 70% v/iv + PVA 10% wi/v) + SD 40% v/v,

relacion 3:1
Tabla 20.
Parametros del proceso (CS 2% en AA 70% + PVA 10%) + SD 40%, 3:1
Parametros del proceso
Voltaje 15.8 kV
Caudal 0.5 ml/h
Distancia colector — capilar 12 cm
Campo eléctrico 132 kV/m

SEM HV: 5.0 kV wo:998mm | 0] MIRA3 TESCAN

View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1000 x Date(m/d/y): 06/20/18 CENCINAT

Figura 51. Resultados del proceso [(CS 2% en AA 70% + PVA 10%) + SD 40%, 3:1]
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En la Figura 51 se puede observar que existen fibras no homogéneas
(interconectadas) con presencia de beads, a pesar de que el caudal que se utilizo es
relativamente elevado en comparacion con los caudales implementados para las
soluciones sin sangre de drago, no existe la presencia de zonas humedas en la
membrana. El diametro promedio de las fibras es de 100 + 30 nm, aproximadamente
134 nm mas pequefia que las fibras obtenidas de la misma solucidon sin mezcla de
sangre de drago. Esto sugiere una disminucion de la viscosidad de la solucion debido a

la concentracion de sangre de drago.

4.5. Membranas con quitosano ecuatoriano

Adicionalmente, se realizaron varias pruebas de electrohilabilidad con quitosano
ecuatoriano, el mismo que fue proporcionado en forma de hojuelas (a diferencia del
polvo de quitosano utilizado en este estudio). El quitosano ecuatoriano fue adquirido de
dos fuentes, y cada uno posee diferente grado de desacetilacion. Dr. Juan Lobos de
Yachay Tech, proporcioné dos muestras de quitosano con grados de desacetilacion de
60% y 70%, mientras que la sefiorita Josefa Arias de la Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador (PUCE) proporciond una muestra de aproximadamente 60% ~ 70% de
grado de desacetilaciéon. En la siguiente tabla se expone los resultados de los ensayos
realizados, cabe destacar que se utilizaron varias concentraciones de quitosano en

acido acético.
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Tabla 21.
Resultados obtenidos con quitosano ecuatoriano
Fuente Parametros Diametro

DD: 60%

Vacha CS2% en AA70% + PVA10%

Tech Y vi10kv 1030 nm
Q: 0.58 mlh
d: 12 cm
DD: 60%

Yacha CS6% en AA70% + PVA10%

Tech Y v:9.8kv 1087 nm
Q: 0.78 mlh
d: 12cm
DD: 70%

Vacha CS2% en AA70%+ PVA10%

Tech Y vi12.4kv 825 nm
Q: 0.7 ml/h
d: 12 cm
DD:80%
CS2% en AA70% + PVA10%

PUCE V:13.8 kV 1083 nm

Q: 0.2 ml/h
d: 12 cm

Microscopia

CONTINUA
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DD:80%
CS6% en AA70% + PVA10%
PUCE V:11.4 kV 941 nm
Q: 0.5 ml/h
d:12cm

DD:80%
CS10% en AA70% +PVA10%
PUCE V:12.8 kV N/D
Q: 0.3 ml/h
d:12cm

Como se puede observar en las microscopias obtenidas en los ensayos (Tabla 21),
existe una presencia predominante de nanoparticulas, con fibras muy escasas, no
homogéneas y de diametro aparentemente muy pequefio (mediciones muy complicadas
de realizar), ademas es muy notoria la existencia de zonas humedas, lo que sugiere
qgue el caudal de operacion es elevado. En las muestras obtenidas con el quitosano de
Yachay Tech, se puede realizar dos observaciones, que mientras mayor es el grado de
desacetilacion (DD), menor es el diametro de las particulas, y mientras se tenga mayor
concentracion de quitosan en acido acético, mayor sera el diametro de las particulas.
Por otro lado, en las muestras obtenidas de PUCE se puede observar que el didametro
de las particulas va disminuyendo mientras se utiliza mayor concentracion de quitosano
en acido acético. Se observa ademas en el ultimo ensayo, que no se logré obtener una

membrana fibrosa en el colector, en su lugar, se obtuvieron fibras que se formaron al
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salir del capilar, esto sugiere en primer lugar, que la viscosidad de la solucion es muy
elevada, sin embargo la formacién de fibras podria ser adecuada mediante la utilizacion
de otro tipo de colector como por ejemplo un colector rotacional cilindrico o un colector

rotacional de disco.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Tras la realizacion de varios ensayos, se obtuvieron los parametros 6ptimos de
las soluciones de quitosano que arrojaron resultados favorables tanto en el
proceso de electrohilado como en el analisis morfolégico. Se determind que la
concentracion adecuada de acido acético (AA) en agua y de PVA en agua, es
70% viv y 10% wi/v respectivamente. En cuanto a la concentracién de quitosano
(CS) en acido acético, se pueden emplear valores que van desde 2% w/v hasta
6% w/v. Sin embargo, se debe tener en cuenta que a medida que la
concentracion de quitosano aumenta, el proceso de electrohilado tiende a
volverse inestable y es mas probable la aparicion de defectos en las fibras

submicrométricas.

En el andlisis morfoldgico de la fibra se realizaron una serie de ensayos variando
los pardmetros de la solucién. Se varié el quitosano desde 2% w/v hasta 10% w/v
en acido acético en un intervalo de 2% de CS, el acido acético de 50% v/v hasta
70% v/v en un intervalo de 10% de AA en agua, y el PVA de 8% w/v y 10% w/v
en agua, dependiendo de cada concentracion se utilizaron diferentes parametros
de trabajo que variaron de 0.1 mil/h hasta 0.5 ml/h de caudal y 6 kV hasta 21.3 kV

de voltaje. Como resultado de estos ensayos se obtuvo que las fibras con mejor
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apariencia, es decir, fiboras con superficies lisas, homogéneas (continuas), sin
presencia de defectos (beads) ni sefiales de humedad son las que se realizaron
con una solucion de CS 2% w/v en AA 70% v/v + PVA 10% wl/v; estas fibras
presentan un diametro promedio de 220 + 45 nm, ademas el rango Optimo de
paradmetros para trabajar con ésta solucion son: caudal de 0.35 ml/h y voltaje que

va desde 6kV a 10 kV.

Se logré caracterizar reolégicamente las soluciones necesarias para esta
investigacion. En primer lugar, se analizaron las muestras de quitosano (al 2%
w/v) disueltas en soluciones acido-acuosas con concentraciones de 1% y 70%
v/v en agua, posteriormente se analizd la solucion de PVA 10% w/v en agua y
finalmente las soluciones que presentaron mejor electrohilabilidad con
concentraciones de quitosano de 2%, 4% y 6% w/v (todas disueltas en AA 70%
viv + PVA 10% w/v 1:1). Todas las soluciones presentaron un comportamiento
no newtoniano pseudoplastico ya que el esfuerzo de corte no posee una relacion
lineal con la tasa de cizallamiento y la viscosidad de la solucion disminuye a
medida que aumenta el parametro anterior. Se observo que la viscosidad de la
solucion de quitosano en &cido acético aumenta ligeramente mientras se
incremente la concentracion de acido acético en la solucién acido acético/ agua,
a una tasa de cizallamiento de 500 s™. La viscosidad de las soluciones con AA
1% vivy 70% v/v fue de 157 mPa-s y 187 mPa-s respectivamente. A su vez la

viscosidad de la solucion de PVA a la misma tasa de cizallamiento fue de 672
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mPa:s, lo que influye en el incremento de la viscosidad y en la electrohilabilidad
de las soluciones finales. Ademas, tras el analisis de las tres muestras restantes
se observd que a medida que incrementa la concentracion de quitosano en
acido acético la viscosidad de las soluciones también aumenta, a una tasa de
cizallamiento de 300 s™, las viscosidades de las soluciones de CS 2% w/v, CS
4% wiv y CS 6% wlv, fueron: 430 mPa-s, 1190 mPass y 1800 mPa's

respectivamente.

Para poder realizar un analisis comparativo de las soluciones con diferentes
concentraciones de quitosano en &cido aceético, se utilizd como parametros
constantes PVA al 10% w/v en agua y AA al 70% v/v en agua, variando de esta
manera la concentracion de quitosano desde 2% w/v hasta 10% w/v con intervalo
de 2% de CS en la solucion CS/AA, como resultado se obtuvo que la solucién
con concentracion de quitosano del 2% wi/v en acido acético 70% v/v + PVA 10%
w/v posee fibras homogéneas, sin presencia de defectos y sin zonas humedas.
Estas fibras poseen un didmetro promedio de 220 + 45 nm. La solucién con
concentracion de quitosano de 4% w/v en acido acético 70% v/v + PVA 10% wl/v,
no presenta beads y sus fibras son homogéneas vy lisas, pero si existen zonas
hamedas en la membrana, estas fibras poseen un diametro promedio de 273 +
38 nm. La solucion con concentracion de quitosano de 6% w/v posee fibras
discontinuas ya que existe interconexiones; la apariencia es buena. Sin embargo

se observa la presencia de beads (muy pocos), ademas de que existen varias
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zonas humedas (en mayor cantidad que en las fibras de CS4% w/v en AA70%
viv + PVA 10% w/v). Su diametro promedio es de 241 + 56 nm, aunque se
observa que el didmetro ha disminuido con respecto a las fibras de CS4% w/v en
AA70% viv + PVA 10% wl/v, éste es mayor con respecto a las fibras de CS2%
w/v en AA70% viv + PVA 10% wl/v. Esta tendencia creciente se repite en las
fibras de concentracion CS8% w/v en AA70% v/v + PVA 10% wi/v, que poseen un
didmetro promedio de 364 + 57 nm, sin embargo a partir de la concentracion
CS8% w/v en AA70% viv + PVA 10% wl/v las fibras empiezan a tener mayor
presencia de beads, mayor presencia de zonas humedas y se presentan

enmarafadas en las membranas.
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Recomendaciones
Utilizar un equipo de electrohilado que posea aislamiento, con el fin de minimizar
la influencia de parametros externos al proceso, tales como la temperatura y

humedad.

Realizar estudios con intervalos reducidos (0.5% o 1%), para una mejor
determinacion de la tendencia del tamafio de las fibras con respecto a la

concentracion de quitosano, con limites inferior y superior de 1% wi/v y 4%wi/v.

Realizar estudios del comportamiento de la solubilidad del quitosano, utilizando
otros solventes (acidos organicos), como: TFA, acido lactico, férmico, maleico,

entre otros.

Realizar estudios sobre la utilizacion de sustancias surfactantes como
decilsulfonato de sodio para la disminucién de la viscosidad de las soluciones de
quitosano, con el fin de facilitar la electrohilabilidad de las mismas y el uso de
mayor concentracidbn de quitosano, para un mejor aprovechamiento de sus

propiedades.

Profundizar el uso sangre de drago, en solucion de quitosano/acido acético +

PVA, con el fin de obtener fibras con mejor morfologia.
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Trabajos futuros
Obtencion de fibras de quitosano mediante el proceso de electrohilado, utilizando
diferentes tipos de colectores (rotacional cilindrico, rotacional de disco, mallas,

placas paralelas, entre otros).

Realizacion de un estudio bacteriologico comparativo entre las membranas de
CS + PVA y las membranas de CS + PVA + SD, para su utilizacién en la

fabricacion de apositos.

Realizaciéon de estudios de resistencia mecanica de las membranas nanofibrosas

de CS + PVA, para su futura aplicacién en filtracion (agua o aire).

Realizacion de estudios de crecimiento y propagacion celular de las membranas
de CS + PVA y CS + PVA + SD, para su utilizacién en ingenieria de tejidos

(tissue scaffolds).

Estudios sobre la obtencion de peliculas de CS + PVA y su utilizacion en

vendajes y apositos.

Estudios sobre la capacidad adsorbente y floculante de membranas nanofibrosas

de CS + PVA y su aplicacion en filtracion de agua residual.
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Realizar estudios sobre la obtencion de quitosano, mediante desacetilacion
quimica y enzimatica de quitina proveniente de fuentes marinas (exoesqueleto de

camarén).
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