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1. RESUMEN

Los aerogeles, especialmente aquellos obtenidos a partir de biopolimeros, son materiales
novedosos cuyo desarrollo se encuentra en auge, presentando aplicaciones de lo mas variadas y
prometedoras. Las fibras amiloides poseen una capacidad de gelificacion muy superior a la de otras
conformaciones proteicas. Resulta de interés profundizar en el estudio de la formacién de aerogeles (y
de sus precursores, los hidrogeles) a partir de estas fibras. Se ha investigado la capacidad de formacion
de hidrogeles de fibras amiloides de dos proteinas: betalactoglobulina y apoferritina. Para cada una de
las proteinas se han sintetizado hidrogeles en unas condiciones de pH 2, 90 °C y 5 horas de incubacion.
Se han variado parametros como la concentracion de proteina (desde 0.67 % hasta 2.5 %) o la adicién
0 no de sales como cloruro sédico (NaCl) y agentes de entrecruzamiento como el acido 1,2,3,4-
butanotetracarboxilico (BTCA). Haciendo uso de la microscopia electrénica de transmision (TEM) se
ha corroborado la presencia de fibras amiloides en los hidrogeles y se ha procedido a la caracterizacion
de estas fibras para cada una de las proteinas. Se ha estudiado la formacion de aerogeles a partir de
hidrogeles siguiendo dos procedimientos de secado diferentes: liofilizacién y secado con CO:2
supercritico. Finalmente, se han caracterizado mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) las
estructuras microscopicas resultantes de cada uno de los métodos de secado. Se han obtenido
hidrogeles de betalactoglobulina consistentes para concentraciones del 1.33 % y superiores. El proceso
de sintesis seguido no resulté exitoso para la formacion de hidrogeles de apoferritina a concentraciones
inferiores al 2.5 %. Los estudios previos, sin embargo, parecen indicar que a concentraciones
superiores de apoferritina podrian obtenerse resultados mas favorables. No se apreciaron diferencias
significativas en la sintesis de hidrogeles usando NaCl o BTCA frente a la sintesis control en la que no
se adicionaba ninguno de estos agentes para la betalactoglobulina. Sin embargo, se ha apreciado que
el BTCA podria favorecer la formacion de aerogeles de apoferritina, aunque serian necesarios estudios
mas amplios en esta direccion. Confirmando los resultados de estudios previos, se ha observado por
TEM que las fibras amiloides de betalactoglobulina y apoferritina presentan morfologias diferentes
incluso para unas mismas condiciones de sintesis. De acuerdo también a estudios previos, se ha
confirmado por SEM la diferencia estructural a nivel microscépico de aerogeles obtenidos por
liofilizacion frente a aquellos obtenidos por secado con CO2 supercritico. Se ha apreciado por imagenes
SEM una modificacion en la apariencia de la superficie de las estructuras de aerogeles de
betalactoglobulina y NaCl obtenidos por liofilizacion. Finalmente, se ha observado que el OsOs, utilizado
en la preparacion de muestras biolégicas para SEM, podria favorecer la conservacion de la estructura
del aerogel. En este trabajo de fin de grado se han confirmado hallazgos realizados en trabajos
anteriores y se han marcado posibles lineas a investigar en estudios futuros dentro del ambitos de los

aerogeles basados en proteinas.

Palabras clave: apoferritina, betalactoglobulina, fibras amiloides, hidrogeles, aerogeles.



2. INTRODUCCION

La modalidad de este Trabajo de Fin De Grado es de tipo experimental. La sintesis y caracterizacion
de los aerogeles proteicos se ha llevado a cabo en el laboratorio de investigacion correspondiente al
grupo de Bionanoparticulas Metalicas del Departamento de Quimica Inorganica, asi como el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

2.1. Definicion de aerogel

Un aerogel es un material poroso derivado de un gel cuyo componente liquido ha sido reemplazado

por un gas. Un aerogel tendra, por tanto, dos fases: sélida y gaseosa. [1]

2.2. Desarrollo historico y prospeccion de los aerogeles

Los primeros aerogeles, formados a partir de gel de silice, fueron desarrollados por Steven Kistler
en 1931 en California [2]. Desde entonces, y hasta la década de 1980 (afios en los que se desarrollaron
nuevas rutas sintéticas), el campo permanecié bastante inexplorado dada la complejidad de obtencion
de estos materiales. En 1986, un grupo de investigacién del Lawrence Berkeley Laboratory consigui6
sintetizar el primer aerogel de silice usando CO: supercritico [3]. Este hecho, junto con el desarrollo de
los métodos sol-gel y las prometedoras caracteristicas de los aerogeles despert6 en los investigadores
un nuevo interés en su estudio [4]. En las ultimas dos décadas se ha apreciado un considerable
aumento en el numero de publicaciones dentro de este area, tal y como puede observarse en la figura
1.
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Figura 1: Numero de publicaciones cuyo titulo contiene el término “aerogel” desde 1992 hasta 2016. (Base
de datos de Web of Science; fecha de busqueda: 10 de Mayo de 2016). Nota: Adaptado de “Synthesis and
biomedical applications of aerogels: Possibilities and challenges” (p. 10), por Maleki, H. et al., 2016,
Advances in Colloid and Interface Science, 236 [5]

De entre todos los materiales utilizados para preparar aerogeles, los basados en silice son, con
diferencia, los mejor estudiados y los mas importantes desde el punto de vista comercial, sin embargo,
presentan fragilidad mecanica. En los préximos afios, y a pesar de los posibles impedimentos que
quedan aun por subsanar, tales como el alto coste de fabricacion y la baja resistencia mecanica; los
autores citados esperan para este mercado un crecimiento medio anual de aproximadamente un 30%

[4].



2.3. Clasificacion de los aerogeles

Los aerogeles pueden clasificarse, de acuerdo a diversos criterios, de la siguiente forma:

Monolito
Polvo
Apariencia

Aerogel

Método de Xerogel
Figura 3* reparacion
prepa Criogel
Otros materiales
relacionados
Microporoso (<2 nm)

Mesoporoso (2-50 nm)

Figura 2. Clasificacion de aerogeles de acuerdo a diversos criterios. Figura realizada a partir de informacion
extraida de [6].

En la figura 2 puede observarse que, en funcion del método de preparacion, podra obtenerse un
aerogel, xerogel o criogel. Un aerogel se obtendria mediante secado supercritico con CO2. Por otro
lado, la sintesis del xerogel se llevaria a cabo mediante evaporacién a bajo vacio o a temperatura
ambiente. Finalmente, para la formacion de un criogel seria necesario un paso previo de congelacion
y posterior liofilizacion [7]. Sin embargo, diversos autores han cuestionado esta clasificacion,
considerando que tanto xerogeles como criogeles podrian englobarse en la categoria de aerogeles. De

aqui en adelante para este trabajo se seguira dicha premisa.

La clasificacion en funcion de la composicion quimica, se ampliara en la Figura 3 por considerarse

el criterio mas aceptado [6].

‘ Aerogeles ‘

|
b )

{Inorgénicos} ‘ Organicos ‘
Y £
[Fluomro ] [ Silice ][ Metal ] [ Oxido ][Anﬂgenos] [PollmerosJ Carbono
[ AFs | [siicenativa ] [ pa,ptAu, | (A,04 CeO, Gas, Cd s,
PPN ) | 2o enc | | casians
TiOz, SiOz, PbS Sintéticos Biopolimeros
Fe,03, MnO,
?n"‘;ﬁ::'l:: Polisacaridos | = Proteinas
PVA etc.
Celulosa,
almidén,
alginato, etc.

Figura 3. Clasificacion de aerogeles en funcién de la composicion quimica. Nota: Adaptado de “New trends
in bio-based aerogels.” por Nita et al., 2020, Pharmaceutics, 12(5) [4].
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2.4. Caracteristicas de los aerogeles

Los aerogeles son materiales que poseen una estructura y propiedades especiales, que son
comunes a todos ellos independientemente del método de preparacién y secado. Dichas caracteristicas

son las siguientes:

e Caracteristicas estructurales: estructura tipo gel, normalmente con esqueletos y poros de

tamafio homogéneo al nivel de la nanoescala, microestructura fractal jerarquica (es decir, la
estructura a mayor escala reproduce la estructura primaria), capacidad de formar monolitos
macroscopicos, red entrecruzada aleatoriamente y, de acuerdo a los autores, generalmente

compuestos de materia no cristalina.

e Propiedades: propiedades generales distintas a las de la materia sélida, gaseosa o espumosa
tales como densidad relativa, conductividad térmica, constante dieléctrica y velocidad del
sonido extremadamente bajos; area especifica y porosidad elevadas, y rangos de densidad e

indice de refraccion extremadamente amplios y ajustables.

Tal y como se ha mencionado, los aerogeles no pueden ser considerados ni sélido ni gas, aunque
presentan caracteristicas comunes a estos dos estados: mantienen su forma y volumen (al igual que
la materia en estado solido), pero su densidad puede llegar a ser de 1 kg/m3, inferior a la densidad del

aire. Por ello, se ha planteado que puedan conformar un nuevo estado de la materia [6].

Solid

Density

o O
0.0 OO O lonization
0900 —p
00°0 o 0 €—
O O __ C_ Deionization
0 0. 0.0
o"0©

Gas Plasma

Enthalpy of the system

Figura 4. Esquema representativo de los distintos estados de la materia en funcién de la densidad y la
entalpia del sistema. Nota: Adaptado de “A special material or a new state of matter: A review and
reconsideration of the aerogel.” por Du et al., 2013, Materials, 6(3) [6]

2.5. Proceso general de preparacion de aerogeles

El esquema de preparacion de un aerogel variara ampliamente en funcién de la composicion y la
estructura deseada. A continuacion, se tratara de recoger el procedimiento basico de preparacién de

un aerogel [1,6]:



Transicién disolucién-sol: formacion, en una disolucion precursora, de particulas de sol’ a
nanoescala, bien de forma espontanea o con ayuda de un catalizador.

Gelificacién (transicion sol-gel): la gelificacion del sol crea una red continua de particulas
soélidas suspendidas en el liquido. Estas particulas quedan entrecruzadas, formando un gel
humedo. Si el disolvente de dicho gel himedo es agua, se tratara de un hidrogel.

Secado (transicion gel-aerogel): el disolvente atrapado en los intersticios de la red del gel se
intercambia por un gas (normalmente aire) sin generar dafios serios en la estructura. Los

métodos de secado mas comunmente utilizados se desarrollaran en el siguiente apartado.

Transicion i »
disolucién-sol Gelificacion Secado

— — () — (¥
D G G TR

Figura 5. Esquema general de sintesis de un aerogel.

2.6. Métodos de secado

El secado es el paso mas critico en la sintesis de un aerogel ya que, de no utilizarse las condiciones
adecuadas, puede producirse el colapso de la nanostructura. Con objeto de facilitar la explicacion y

entendimiento de este apartado nos centraremos en el diagrama de fases que se presenta a
continuacion:

\
\
- '.
= ' 1
z : '
o i H !
= solid phase . 1 &5 .
a~ ' compressible supercritical fluid
1
i i
)
criticalpressure % [ ______
PCI’ !
P, gaseous phase
k78
, eritical
: | temperature
i T!p vapor L4
Temperature

Figura 6. Posibles cambios de presion y temperatura para eliminar el liquido retenido en los poros: a)
secado a vacio, b) secado en horno, c) liofilizacién, d) secado supercritico. Nota: Adaptado de “Biopolymer

Aerogels and Foams: Chemistry, Properties, and Applications.” Por Zhao et al., 2018, Angewandte Chemie-
International edition, 57(26) [9].

" Un sol es una suspension coloidal de particulas sélidas en un liquido. Un coloide es una suspension en la cual la fase
dispersada presenta un tamafio tan escaso (entre 1-1000 nm aproximadamente) que la fuerza gravitacional resulta

insignificante; siendo, por tanto, dominantes las fuerzas de corto alcance tales como las de van der Waals y las cargas
superficiales [8].
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El paso mas directo para llevar a cabo el secado es a través de la linea liquido-gas del diagrama
de fases: bien aplicando vacio (ruta a) o por secado a temperatura ambiente (ruta b). Sin embargo,
estas rutas presentan un problema: el colapso y densificacion de una estructura solida altamente
delicada. Las responsables de este colapso son las presiones capilares originadas por la tensién
superficial liquido-gas. Con objeto de evitar estas presiones capilares, generalmente se recurre a
métodos de secado que rodean la linea liquido-gas del diagrama de fases, evitando atravesarla (c y d)

[9]. A continuacién se presenta una breve descripcion de ambos métodos:

e Secado supercritico. Es, con diferencia, la mejor técnica para conservar la estructura porosa

del gel y evitar una pérdida de volumen [10]. Consiste en calentar el gel en un recipiente cerrado
hasta que la temperatura y la presion excedan la temperatura y presion criticas del liquido
retenido en los poros del gel. Con ello, las fases liquidas y gaseosas se vuelven indistinguibles
y desaparecen las presiones capilares. El principal problema que plantea esta técnica es el
gasto de tiempo y disolventes, lo que supone un incremento en los costes de produccién. De
forma general, cuando el liquido que forma el gel es agua, ésta se intercambia por CO:liquido,
ya que éste presenta unas temperaturas y presiones supercriticas mucho mas accesibles: 31
°C frente a 374°C y 78 atm frente a 218 atm [4]. Es necesario llevar a cabo un paso intermedio
de intercambio de agua por etanol, que presenta mayor miccibilidadmiscibilidad con el COx.

o Liofilizacién. Las ventajas de esta técnica son la facilidad de manejo y el bajo coste [10]. La
liofilizacion consiste en el sublimado, mediante la aplicacion de bajas presiones, del disolvente
previamente solidificado. El mayor inconveniente es la pérdida de porosidad y aumento de
densidad por la formacién de macroporos debida al desarrollo de grandes cristales de hielo en

la red durante la congelacion [4].

La influencia del método de secado sobre la estructura final del aerogel puede observarse por

imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM):

Figura 7. Influencia del método de secado en la estructura interna de un aerogel de fibroina de seda. Los
tres secados se realizaron sobre una misma muestra concentrada a un 2% en peso. En a y b se llevo a
cabo un secado por liofilizacién. En el primer caso la congelacion se realizé de forma lenta a -20°C, mientras
que b se sometié a un proceso de congelamiento rapido a -196°C. En c, se procedié mediante secado
supercritico con CO,. Nota: Adaptado de “Silk fibroin aerogels: Potential scaffolds for tissue engineering
applications.” Por Mallepally et al., 2015, Biomedical Materials, 10(3) [11].
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2.7. Aplicaciones de los aerogeles

Como se comentaba anteriormente, a dia de hoy, los aerogeles mas desarrollados y con mayor
presencia a nivel comercial son los aerogeles de silice. De forma mas minoritaria, es posible encontrar
ademas aerogeles de carbono y de resorcinol-formaldehido. Algunas de las aplicaciones propuestas
por las casas comerciales son: aislamiento térmico y de tuberias, iluminacién diurna, sustitucion de
plasticos por materiales mas ligeros, electrodos, catélisis, etc. Entre las empresas encargadas de la
fabricacion y distribucion de estos materiales podemos resaltar: AerogelTechnologies [12], Cabot [13],
TiemFactorylnc [14] y Aerogelex [15]. Esta ultima es una empresa novedosa (creada en 2018) nacida

con el objetivo de desarrollar e introducir en el mercado aerogeles hechos de biopolimeros [16].

Por otro lado, la NASA ha descubierto potenciales aplicaciones para los aerogeles de poliimida en
forma de pelicula fina y flexible. Estos aerogeles podrian resultar de amplia utilidad en el campo de la
aerondutica y exploracion espacial: aislamiento en criotanques y trajes EVA para astronautas,
desaceleradores aerodinamicos, escudos térmicos, estructuras ultraligeras y funcionales para la

construccion de edificios y vehiculos, etc [17].

Figura 8. Aerogel flexible de poliimida. Nota: Adaptado de “Biopolymer Aerogels and Foams: Overview and
Outlook for Future Space and Terrestrial Applications at NASA.” Viggiano, R., NASA Glenn Research
Center. https://ntrs.nasa.gov/api/citations/20180005488/downloads/20180005488.pdf

La biodegradabilidad es la piedra angular en el desarrollo de aerogeles con posibles aplicaciones
en ambitos como agricultura, medio ambiente, farmacia o medicina. Los aerogeles biopoliméricos se
presentan como la alternativa principal en un ambito que no puede ser cubierto por los aerogeles de
silice. De forma clasica, se ha definido biodegradabilidad como: “Descomposicion de sustancias por
accion de microorganismos. Esta accién lleva al reciclaje del carbono, la mineralizacién de compuestos
organicos y la generacion de nueva biomasa”. Sin embargo, para los biopolimeros, biodegradacion
puede implicar fragmentacion, pérdida de propiedades mecanicas y en algunos casos degradacion por

la accidon de microorganismos tales como bacterias, hongos y algas [18].

A continuacion, se describen algunas de las aplicaciones estudiadas en los aerogeles

biopoliméricos:

e Separacion petréleo-agua. Se han preparado aerogeles con una textura porosa unidireccional

a partir de polisacaridos tales como quitosano o nanofibra de celulosa. Esta estructura, junto
con las propiedades superhidrofilicas de los polisacaridos, permite la difusion del agua a través
de los canales del aerogel permitiendo al mismo tiempo que la fase organica quede retenida

en los baches de la superficie [9, 19].



Catalisis. La alta superficie especifica de los aerogeles, cuyos valores son comparables a los
de las zeolitas microporosas, favorece su uso en catalisis. Los catalizadores basados en
aerogeles podrian incuso superar a aquellos fabricados a partir de otros materiales en
determinadas aplicaciones tales como las baterias de hidrégeno [20]. Los aerogeles basados
en biopolimeros pueden contener determinados grupos funcionales que favorezcan la catalisis
de dos formas: bien usando la estructura del aerogel como soporte 0, en otros casos,
empleando estos grupos funcionales de forma directa [9]. Un ejemplo de este Ultimo uso se
encuentra en los aerogeles de alginato, que actian como promotores en la catélisis 4cida de
la reaccién de Mannich [21].

Mannich Reaction in Synthesis

CHO

CHO CHO
CHO HY
N ~HO N H N
| +
H

52%

Figura 9. Esquema de la reaccion de Mannich. Nota: Adaptado de “Organic chemistry : structure
and function” (6th ed.) (p. 995), por Vollhardt et al., 2009, W.H. Freeman [22].

Industria alimentaria. La mayor parte de las materias primas utilizadas en la fabricacion de

aerogeles biopoliméricos poseen calidad alimentaria. Esto, junto con el hecho de que el secado
con COq supercritico sea una técnica comunmente usada en esta industria, convierte a estos
materiales en candidatos perfectos para abrirse camino dentro de este ambito [9]. Se han
realizado diversos estudios tanto con aerogeles de polisacaridos (almidén, alginato, pectina,
celulosa, etc.) como de proteinas (suero de leche, clara de huevo, etc.) [23]. El empaquetado
hecho a partir de aerogeles biopoliméricos podria ser una de las primeras aplicaciones en llegar
al mercado. La capacidad hidroabsorbente de los aerogeles de polisacaridos permite fabricar
envases inteligentes para la carne fresca. También resultarian Utiles como sustitutivo del
poliestireno expandido (material no biodedragable, dificilmente reutilizable y productor de
enormes cantidades de hollin en su combustion) [24]. En otros trabajos se ha sugerido el uso
de aerogeles de almidén con la capacidad de liberar de forma sostenida trans-2-hexenal
(compuesto con actividad antifungica) [25]. A dia de hoy la incorporacion de sustancias tales
como vitaminas, aceites, compuestos bioactivos, etc. en alimentos funcionales presenta
diversas limitaciones por ser extremadamente sensibles a la degradacién en condiciones
adversas. Una potencial aplicacién seria la liberacion controlada de estas sustancias, que

podrian quedar retenidas mediante encapsulamiento en el aerogel.

Liberacién controlada de farmacos. La biocompatiblilidad y la posibilidad de ajustar sus

propiedades estructurales convierte a los aerogeles biopoliméricos en candidatos perfectos para
mejorar la eficiencia terapéutica de los medicamentos. Las ventajas que aporta el uso de
aerogeles biopoliméricos como portadores son las siguientes: aumento de la solubilidad en agua
de algunos farmacos, mayor capacidad de carga, incremento de la estabilidad para farmacos
amorfos y excelente fluidez en el aire [20]. Podrian ayudar, ademas, a disminuir los efectos

secundarios de farmacos citotdxicos, permitiéndoles alcanzar directamente el érgano diana y



reduciendo la dosis administrada [5]. La carga del farmaco en el aerogel puede llevarse a cabo
de varias formas: durante la gelificacion, en la etapa de cambio de disolvente, durante el secado
supercritico o incluso en el post-procesado (por ejemplo, impregnando con CO:z supercritico).
Este ultimo método aporta buenos rendimientos ademas de proporcionar un producto libre de
disolventes. La carga durante el secado, por el contrario, ofrece rendimientos pobres debido a
que éste se lleva a cabo con un flujo continuo de CO2 supercritico que solubiliza y extrae el
farmaco. Los aerogeles de pectina, polisacarido que no es degradado por las enzimas
proteoliticas, pueden usarse para dirigir un medicamente directamente al colon, donde la
microflora local digerira la pectina. Este mismo polisacarido, formando microesferas de aerogel
dopadas con nanoparticulas magnéticas, permite monitorizar el farmaco a tiempo real en el
tejido de destino. La baja densidad y alta porosidad de los aerogeles los hace idéneos como
portadores de principios activos al tracto respiratorio mediante inhalacién [26]. El salicilato
sédico, usado en el tratamiento de diabetes, artritis y cancer, puede liberarse de forma
controlada introduciéndolo en un aerogel obtenido a partir de polietilenimina y nanofibras de

celulosa [27].

2.8. Aerogeles de biopolimeros

En 1931, Kistler afirmé que la lista de materias primas para la fabricacion de aerogeles podria
extenderse indefinidamente. La tendencia actual se encuentra dirigida hacia la implantacion de
materiales renovables por ser baratos, no toxicos y abundantes. Los biopolimeros cumplen estas
caracteristicas [4]. El grupo de los aerogeles biopoliméricos esta liderado por aquellos que contienen
polisacaricos (87 %), bien de forma exclusiva o combinados con otras sustancias. Entre ellos destacan
la celulosa (45 %), el alginato (12 %), quitosano (10 %), pectina (9 %) y almidén (7 %). Los aerogeles
hechos a partir de proteinas suponen un 8% Unicamente mientras los hibridos englobarian un 19 % del

total.

La sintesis de aerogeles biopoliméricos puede llevarse a cabo por dos vias: a partir de precursores
moleculares o a partir de particulas reducidas a nanoescala (ej: nanoparticulas de celulosa, nanofibras
de quitina, fibras amiloides de proteinas, etc.). Esta segunda via permite obtener aerogeles cuyas
propiedades fisicas tales como la conductividad térmica o la resistencia mecanica varian en funcién de
la orientacion de los nanobloques precursores. Esto se consigue usando particulas anisotrépicas como
nanofibras y nanocristales de celulosa, que pueden ordenarse formando cristales liquidos. Este
segundo método conlleva el riesgo de una posible pérdida de homogeneidad en la distribucién de las
particulas originado por una mezcla inadecuada. Este hecho disminuiria la funcionalidad del material
[9].

A continuacién, se hara una breve descripcion de algunos de los principales tipos de aerogeles

biopoliméricos:

e Celulosa. Conforman el grupo mas amplio de aerogeles de biopolimeros. Podemos encontrar
aerogeles de celulosa sintetizados tanto por via molecular como a partir de particulas
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preexistentes. Las técnicas de entrecruzamiento y secado seguidas son muy diversas, lo que
genera finalmente aerogeles con caracteristicas y propiedades muy variables [9].

e Alginato. Un método comun de sintesis de aerogeles de alginato es el entrecruzamiento con
cationes divalentes como el Ca?* seguido del modelo de gelificacién conocido como “caja de
huevos” (egg-box) en el que cada catidén se coordina con los grupos carboxilo e hidroxilo de
cuatro gulunoratos (componentes estructurales del alginato) [5]. La concentracién de i6n
divalente afectara a la estructura final del aerogel [9].

e Quitosano. El quitosano se obtiene por desacetilacion parcial de la quitina. Con objeto de
fortalecer la estructura del aerogel y mejorar sus propiedades mecanicas se ha combinado con

diversas sustancias como polivinil alcohol u 6xido de grafeno [4].

e Pectina. La pectina es un carbohidrato complejo de color blanco que se encuentra en las
cascaras de la fruta. Al igual que el alginato, es un polisacarido iénico. Los grupos carboxilato
de la estructura de la pectina permiten formar hidrogeles tras la adicion de cationes divalentes
(Ca?*, Sr?*, Ba?*, etc.). La concentracion de estos cationes, junto con la de proteina y el rango

de pH, modulara la resistencia del aerogel [4].

¢ Almidon. El proceso mas comun de gelificacion del almidén es el tratamiento térmico, que sigue
tres pasos: (i) aumento de tamafio por absorcion de agua, (ii) cambios irreversibles a nivel fisico
y estructural por acciéon de la temperatura, (iii) recristalizacion parcial por enfriamiento y
envejecimiento. La proporcion de amilosa y amilopectina en el almidén depende de la fuente y
afecta a la cristalinidad (que aumenta con el porcentaje de amilopectina) y a las propiedades
finales [9].

2.9. Aerogeles de proteinas

La formacién de un sol a partir de proteinas requiere la alteracion de ciertas condiciones del medio
de manera que disminuya la solubilidad de la proteina en una disoluciéon acuosa con pH y salinidad
proximas a las fisiologicas. En dichas condiciones, la proteina se hallara en estado nativo. En general,
la formacion de un aerogel esta favorecida por conformaciones no-nativas o desnaturalizadas de la
proteina. La desnaturalizacion de la proteina expone en su superficie restos que se encontraban
enterrados en la conformacion nativa, como los grupos hidréfobos. Estos grupos que han quedado
expuestos estableceran interacciones intermoleculares de distinto tipo (enlaces de hidrégeno entre
grupos polares, puentes salinos entre grupos cargados, interacciones hidréfobas) que seran
responsables de la formacion de agregados y consecuente obtencion del sol. Debe evitarse, sin
embargo, la precipitacion completa de una masa solida que impediria la formacion del gel. Por tanto,
resulta necesario alcanzar un compromiso entre fuerzas atractivas y repulsivas que mantengan este
estado. Las interacciones mencionadas anteriormente seran también las responsables, junto con la
formacion irreversible de enlaces covalentes (generalmente puentes disulfuro), de la gelificacion. Las
principales estrategias dirigidas a la formacion de un sol y posteriormente un gel seran aquellas

seguidas tradicionalmente para la desnaturalizacion de una proteina: variaciones de temperatura, pHy
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salinidad; pudiéndose encontrar ademas en determinados casos el entrecruzamiento por adicién de
agentes quimicos. En algunos casos la variacién de un unico parametro de los mencionados seré la
responsable de la formacion del sol y del gel, mientras que en otros casos se variaran dos o mas

parametros de forma combinada [1].

2.10. Aerogeles de fibras amiloides

Las denominadas fibras amiloides funcionales aparecen ampliamente en la naturaleza, pudiéndose
encontrar tanto en organismos simples (bacterias) como en aquellos mas complejos (seres humanos).
Dichas estructuras poseen numerosas funciones biolégicas que incluyen catalisis, pigmentacion de la
piel de mamiferos u hormonas peptidicas/proteicas en los granulos secretores del sistema endocrino.
Las fibras amiloides funcionales contribuyen a la fisiologia y el funcionamiento normal de las células y
los tejidos [28, 29, 30]

Tradicionalmente, las fibras amiloides se han asociado a patologias como el Alzheimer y el
Parkinson. A dia de hoy se desconoce el mecanismo de diferenciacion de las fibras funcionales y
beneficiosas de aquellas asociadas a estados patolégicos. Se cree que la toxicidad podria estar ligada
a la acumulacion de pequefios oligdbmeros solubles que actian como intermedios de reaccién en la

formacion de las fibras [28].

En la estructura nativa de la mayoria de proteinas predominan las hélices alfa. Las fibras amiloides,
por el contrario, contienen un alto porcentaje de lamina beta cruzada (cross beta sheet) en la que las
cadenas peptidicas de multiples monémeros se estiran, se organizan de forma paralela y se unen por
enlaces de hidrégeno [31]. In vitro y bajo condiciones adecuadas de pH y temperatura es posible lograr
el desplegamiento de mondmeros de proteinas globulares para formar fibras amiloides. La alta
densidad lineal de puentes de hidrégeno que encontramos en estas fibras les confiere propiedades
mecanicas excepcionales [32]. Las fibras amiloides poseen una excelente capacidad de gelificacion y
pueden formar aerogeles diez veces mas ligeros que sus homologos proteicos no fibrilares [1]. Hasta
ahora, se ha estudiado la formacion de hidrogeles de fibras amiloides obtenidas a partir de
betalactoglobulina, lisozima y secuencias de péptidos artificiales. Pueden encontrarse algunos
ejemplos en [32, 33, 34].

2.11. Descripcion de las proteinas utilizadas: betalactoglobulina y apoferritina

2.11.1. Betalactoglobulina

La betalactoglobulina es una proteina globular que se encuentra presente en la leche de muchos
mamiferos. La de origen bovino contiene 162 aminoacidos y su peso molecular es de 18.4 kDa. A nivel
estructural esta formada por una hélice alfa y nueve laminas beta antiparalelas. ApHentre 25y 7.5y
en presencia de sales se encuentra formando dimeros. Aunque a dia de hoy no se conocen con
seguridad las funciones de esta proteina, se ha propuesto que podria actuar como transporte de

moléculas pequefas, entre las que se encuentran acidos grasos, polifenoles y retinoles [35].
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2.11.2. Apoferritina

La apoferritina es la proteina resultante de la extraccion del hierro en la ferritina. Esta extraccion
permite liberar la cavidad interna de la proteina manteniendo su estructura interna y externa. La ferritina
es la principal proteina de almacén del hierro en la mayor parte de los organismos vivos en los reinos
animal, vegetal y microbiano. Su envoltura proteica hueca (la apoferritina) posee un tamafno de unos
12 nm y un peso molecular de aproximadamente 450 kDa. Estd compuesta por 24 subunidades
ensambladas en una simetria cubica que rodea una cavidad de 8 nm de diametro. Esta cavidad es
capaz de acomodar 4000 atomos de Fe (lll) en forma de un mineral llamado ferrihidrita [Fe'"10014(OH)2].
Estas 24 subunidades pueden clasificarse en subunidades H (heavy, cadenas pesadas) y subunidades

L (light, cadenas ligeras) en funcién del nimero de aminoacidos que las forman [36].

«—l2nm - _om e on
*» Monomer ; A
subunit \ A // \ e // Ferrihydrite
Fe'' /0,,(OH),
24 polypeptide Apoferritin Ferritin
subunits without core with core

Figura 10. Estructura de la ferritina. Nota: Adaptado de [36].

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es la sintesis y caracterizacion de hidrogeles y aerogeles de

fibras amiloides de betalactoglobulina y apoferritina.

3.2. Objetivos especificos
Los objetivos especificos de este TFG son:

e Llevar a cabo una breve revision bibliografica dentro del ambito de los aerogeles y, de forma
mas concreta, aquellos formados por biopolimeros.

e Sintetizar hidrogeles a partir de fibras amiloides de betalactoglobulina y apoferritina.

o Formar aerogeles partiendo de los hidrogeles obtenidos previamente

e Confirmar la presencia de fibras amiloides en los hidrogeles asi como proceder a su
caracterizacion mediante microscopia electrénica de transmision (TEM)

e Caracterizar la estructura de los aerogeles mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM).
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4. METODOLOGIA: MATERIAL Y METODOS

4.1. Reactivos

e Betalactoglobulina de leche bovina liofilizada en polvo, SIGMA. (BLG)
e Apoferritina de bazo equino, Sigma-Aldrich (APO)

e Agua MiliQ®, MILLIPORE

e HCI 37%, SIGMA-ALDRICH

¢ NaOH, Honeywell

¢ NaCl, Honeywell

e Acido 1,2,3,4-butanotetracarboxilico (BTCA), ALDRICH.

¢ Hipofosfito sddico monohidratado (SHP), ALDRICH.

e Etanol absoluto para analisis, Scharlau.

e  Glutaraldehido 50% en agua, Fluka.

e Acetato de uranilo, Electron Microscopy Science.

Los residuos generados por estos reactivos fueron desechados en funcion de su naturaleza sélida,
acida, basica, salina, disolvente organico halogenado y no halogenado en el bidon de residuos

correspondiente.

4.2. Materiales

o Viales de vidrio graduados de 5 mL con tap6n de rosca, marca DWK
e Pipetas automaticas de 100 uL, 1000 yL y 5 ml, Thermo Scientific

e Vasos de precipitado de vidrio de diversos volumenes

e Imanes rod shape 3x6 mm, SICAL

e Jeringas 5 mL, BD Emerald™

e Filtros de 0.22 ym, SARTORIUS®

o Vidrio de reloj

e Placa microtituladora de plastico 24 pocillos de 1.9 cm?, Thermo Scientific™
e Parafilm, Bemis

e Aguja, BD Microlance™

e Tubos greiner de centrifuga 50 mL, MERCK

e Placa calentadora, Heidolph y Dicsa

e Tubos eppendorf 1 mL DELTALAB, S.L.

¢ Rejillas TEM carbon-coated 200 mesh Cu grid

e Pinzas metalicas

o Liofilizador, Telsar Cryodos
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4.3. Instrumentacién

e Balanza de precision, SARTORIUS®

e pHmetro senslON™ PH31, HACH

o Espectrofotémetro UV-Vis UNICAM UV 300, Thermo Scientific™

e Microscopios electronicos de transmision. 1) Microscopio electronico de transmision: LIBRA
120 PLUS de Carl Zeiss SMT. 2) Microscopio electrénico de transmision de alta resolucion
HAADF Thermo Fisher Scientific TALOS F200X.e3

e Microscopios electréonicos de barrido. 1) AURIGA (FIB-FESEM) de Carl Zeiss SMT
Estacion de Trabajo CrossBeam por Bombardeo Iénico Focalizado, incorporada a un
Microscopio Electrénico de Barrido de Alta Resolucion por Emision de Campo 2) Microscopio
Electrénico de Barrido de Alta Resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl

Zeiss

4.4. Programas informaticos

o MATLAB _R2016b: representacién de espectros UV-Vis

e ImageJ: medida de distancias en imagenes

4.5. Métodos
4.5.1. Sintesis de hidrogeles

Para la sintesis de aerogeles es necesaria la preparacién previa de los correspondientes geles

himedos, en este caso hidrogeles, ya que el disolvente que se ha utilizado ha sido agua.

Con objeto de estudiar el efecto sobre la formacion de los hidrogeles de la adicion de agentes de
entrecruzamiento tales como BTCA o el aumento de la fuerza idénica con NaCl, se plantearon cuatro
tipos de sintesis distintas. En primer lugar, una sintesis de control, que se describe en el procedimiento
general, cuyos pasos son comunes para las cuatro sintesis (con ligeros cambios puntuales que se
indican en cada caso). Seguidamente, se describe la sintesis usando BTCA como agente de
entrecruzamiento. Finalmente, se expone el procedimiento para la preparacion de muestras usando
NaCl con objeto de aumentar la fuerza idnica. En un caso se afade el NaCl antes del tratamiento

térmico y en otro se afiade tras el tratamiento térmico.
4.5.1.a. Procedimiento general (sintesis control)

1. En un vial de vidrio con tapén, preparar 3 mL de una disolucién acuosa al porcentaje en peso
de proteina correspondiente. Para los preparados de BLG se pesa la cantidad necesaria de
proteina, de la cual se dispone en estado sélido. Para 3 ml de disolucion al 2 % se pesarian 60
mg de BLG. En la preparacion de muestras de otras concentraciones, se calculan los mg
mediante una proporcion. Una vez pesada la cantidad de proteina estimada, se afladen 3 mL
de agua MilliQ y se agita con iman y placa agitadora hasta que la proteina quede disuelta. Las

muestras de APO se prepararon a partir de una disolucion comercial, cuya concentracion
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exacta (10* M) se determiné mediante espectroscopia UV-Visible. En el caso de muestras de
APO al 2 %, se toman 1.3 ml de disolucion comercial. El volumen restante hasta 3 mL se
completa con agua MilliQ. Para otras concentraciones, se calcula el volumen proporcional
correspondiente de disolucién comercial de APO. Agitar hasta disolucion completa. Nota: en
las muestras en las que se afiade 1 ml de disolucién de NaCl, preparar voliumenes de disolucion

de 2 mL, de forma que se obtenga el volumen final de 3 mL tras la adicion del NaCl.

2. Con ayuda del pHmetro, se obtiene el pH de la disolucion de proteina (pH=7). Usando el modo
de trabajo en continuo, afiadir gota a gota una disoluciéon de HCI 1M hasta pH=2. En caso de

excederse, rectificar afiadiendo NaOH 1M gota a gota.
3. Filtrar la disolucion con ayuda de una jeringa acoplada a un filtro de 0.22 ym.

4. Introducir el vial de vidrio tapado en un bafio de aceite colocado sobre una placa calentadora.
Fijar el vial con ayuda de una pinza para evitar su desplazamiento y asegurar la maxima
homogeneidad en el tratamiento térmico. Calentar a 90 °C con agitacion de 100 rpm durante 5
horas.

5. Enfriar en bano de hielo inmediatamente tras sacar el vial del bafio de aceite.
4.5.1.b. Sintesis con BTCA

Tras el tratamiento térmico, afiadir el agente de entrecruzamiento BTCA en una proporcion (en
peso) 1 BTCA:5 proteina. Adicionar el catalizador SHP en una proporcion (en peso) 1 BTCA:2 SHP.

Agitar con agitador magnético. Conservar en frigorifico a 4 °C.

Para determinadas muestras se probo6 a introducir el hidrogel en un horno durante 3 min a 150 °C

con objeto de favorecer el entrecruzamiento con BTCA.
4.5.1.c. Sintesis con NaCl

o Adicidn previa al tratamiento térmico. Antes de proceder al tratamiento térmico, afiadir gota a
gota 1 mL de una disolucién de NaCl de forma que la concentracion final de NaCl en la muestra

sea 150 mM. Agitar en agitador magnético.

e Adicion tras tratamiento térmico. Una vez sacada la muestra del bafio de aceite y enfriada en

bafio de hielo, afiadir 1 mL de NaCl siguiendo los mismos pasos que en el punto anterior.
4.5.2. Sintesis de aerogeles

Para transformar un hidrogel en aerogel es necesario llevar a cabo un proceso de secado. En este
trabajo se ha estudiado el efecto sobre la estructura final del aerogel de dos métodos diferentes de
eliminacion del disolvente retenido en la red de los hidrogeles: liofilizacion y secado con CO:2
supercritico.

En algunas muestras y, como paso previo al secado, se adicionaron dos gotas de una disolucién
de glutaraldehido al 25 % (w/w), dejandolo actuar durante al menos 24 h. De acuerdo a la bibliografia,
el glutaraldehido podria ayudar en el entrecruzamiento y fortalecimiento de la estructura del gel [37,
38].
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4.5.2.a. Liofilizacion

Verter unos 2 mL de muestra en un pocillo de una placa microtituladora. Tapar la placa con papel
de parafilm y, con ayuda de una aguja, realizar unas pequefas incisiones sobre la zona que cubre la
muestra. Congelar a -20 °C. Liofilizar a 0.097 mBar y -42.2 °C durante 48 h.

4.5.2.b. Secado con CO: supercritico

Este procedimiento fue llevado a cabo por especialistas en preparacion de muestras bioldgicas del

Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada (CIC).

En primer lugar, se lava con una disolucién tampén de cacolidato 0.1 My pH 7.4. Se realizan tres

cambios de 15 min cada uno a 4 °C.

A continuacion se deshidrata la muestra con un gradiente de concentraciones crecientes de etanol.

La secuencia fue la siguiente:

1 Etanol 50% durante 15 min. t.a.
2 Etanol 70% durante 15 min. t.a.
3. Etanol 90% durante 15 min. t.a.
4

Etanol 100% (3 cambios de 15 minutos cada uno).

Para extraer el disolvente y obtener el aerogel se usé un desecador Leica EM CPD300 y se siguiod

el método de desecacion por punto critico propuesto por Anderson en 1951 [39].

En una de las muestras se estudio el efecto de la fijacion con tetréxido de osmio (procedimiento

habitual en la preparacion de muestras bioldgicas). Se siguié el siguiente protocolo:

1. Fijacion con tetroxido de osmio al 1% en oscuridad durante 1 hora y a temperatura
ambiente
2. Lavado en agua destilada (3 cambios de 5 min. cada uno).

La fijacion con OsOs se llevé a cabo antes de la deshidratacion por gradientes de etanol.
4.5.3. Caracterizacién de hidrogeles por espectroscopia UV-Visible

Con objeto de determinar la concentracion exacta de proteina en cada hidrogel se realizaron
medidas de absorbancia en un Espectrofotometro UV-Vis UNICAM UV 300. Se usaron cubetas de
cuarzo de 10 mm de camino 6ptico. En primer lugar, se diluye la muestra en un factor 1:10, 1:20 6
1:100 dependiendo de la concentracion de cada una y tratando de que la absorbancia en el maximo no
supere una unidad de absorbancia. Se mide el espectro entre 200 nm y 400 nm. La concentracion de
proteina en cada muestra se calcula tomando el valor de absorbancia en el maximo (280 nm) y
siguiendo la Ley de Lambert-Beer (1), de acuerdo a la cual la absorbancia (A) es proporcional a la

concentracion (c), el camino éptico (b) y el coeficiente de extincién molar (g) [40]:

A=b-c-¢ D
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4.5.4. Visualizacion de fibras amiloides por TEM

El procedimiento de preparacion de muestras de hidrogeles para la caracterizacion de fibras

amiloides por microscopia electronica de transmision fue el siguiente:

1.

2.

Diluir la muestra en un factor 1:100.
Sobre un vidrio de reloj, depositar una gota de muestra diluida.

Con ayuda de unas pinzas, colocar una rejilla sobre la muestra de forma que la cara de la rejilla
recubierta con carbdn sea la que esté en contacto con la muestra. Dejar que la muestra se

absorba durante un minuto.

Para las muestras preparadas con NaCl, depositar la rejilla durante un minuto sobre una gota

de agua MiliQ con objeto de retirar el exceso de sal.

Depositar la rejilla por su cara recubierta de carbon sobre una gota del agente de contraste

acetato de uranilo en una concentracion de 0.1% 6 0.5%. Esperar un minuto y retirar la rejilla.

Colocar la rejilla sobre un papel de filtro y dejar secar durante al menos una noche.

.

Muestra  (Agua) UO,(CH3CO0O0),

Figura 11. Preparacion de muestras para TEM.

Las imagenes de microscopia electronica de transmisién se adquirieron operando a 200 kV en el
equipo de alta resolucion HAADF Thermo Fisher Scientific TALOS F200X.e3 y a 120 kV en el equipo
LIBRA 120 PLUS.

4.5.5. Caracterizacién de aerogeles por SEM

La preparacion de muestras para SEM fue realizada por especialistas en muestras bioldgicas del

CIC. Las muestras fueron recubiertas por una fina capa de carbono (~ 3nm) en un evaporador de
Carbén EMITECH K975X.

Las imagenes de SEM de electrones secundarios se adquirieron a 3 kV en el equipo AURIGA
(FIB.FESEM) y a 5 kV en el equipo GEMINI (FESEM).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados con betalactoglobulina

5.1.1. Sintesis de hidrogeles control

A continuacion se detallaran los resultados obtenidos para los hidrogeles de betalactoglobulina
siguiendo la sintesis control, es decir, sin afiadir agentes de entrecruzamiento como BTCA ni sales
como NaCl, solamente partiendo de una disolucion de proteina y ajustando las condiciones de pH y
temperatura para la formacion de las fibras amiloides y el hidrogel. El criterio que se seguira para
evaluar la bondad de los resultados sera el aspecto del gel a simple vista (mayor o menor consistencia),
considerando que el hidrogel sera suficientemente consistente cuando al invertir el vial de vidrio en el
que se encuentra el hidrogel éste no cae por accion de la gravedad. En algunos casos se considerara
el resultado como “relativamente aceptable”, siendo casos en los que el hidrogel presenta cierta
consistencia pero cae pasados unos segundos.

Se prepararon disoluciones de proteina a diversas concentraciones (1 %, 2 % y 2.5 %). Se
corrobor6 la concentracion de las disoluciones a partir del maximo de absorbancia (280 nm) en
espectros UV-Vis. Se muestra uno de los espectros a modo de ejemplo:

25 Espectro de absorbancia de la muestra IN-47

Absorbancia
)
. >
N
1]
©
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura 12. Espectro de absorbancia UV-Vis tomado diluyendo una muestra del 2.5 % en un factor 1/25

La concentracion obtenida a partir del espectro fue del 2.3 %, algo menor de la tedrica (2.5 %). Esta
diferencia puede deberse principalmente a la ligera dilucion que se produce en la muestra al afiadir
pequenas gotas de HCI 1M para ajustar el pH a 2.

e Para un 1 % se sintetizé un Unico hidrogel, que no dio buen resultado
e Para un 2 % se sintetizaron dos hidrogeles, dando ambos buenos resultados
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e Para un 2.5 % se sintetizaron ocho hidrogeles; dando cuatro buenos resultados, uno un
resultado relativamente aceptable (cierta consistencia, pero menor que los anteriores) y tres

malos resultados.

Figura 13. Comparacién entre un hidrogel con buen resultado (izquierda) y un hidrogel con mal resultado
(derecha). Ambos hidrogeles con concentracion 2.5%. Puede apreciarse como en la imagen izquierda al
invertir el vial el gel queda inmovilizado en la parte superior y el iman usado para la sintesis queda retenido
en el gel. En la imagen derecha, por el contrario, el gel cae hacia la parte inferior tras invertir el vial.

5.1.2 Sintesis de hidrogeles con BTCA

Se llevaron a cabo sintesis con el agente de entrecruzamiento BTCA a partir de disoluciones de
proteina al 1 %, 1.33 %, 2 % y 2.5 %.

o Para un 1 % se prepararon dos muestras, ninguna dio buen resultado.

e Paraun 1.33 % se preparé una muestra, que dio buen resultado.

e Para un 2 % se prepararon siete muestras; de las cuales tres dieron buen resultado, una un
resultado relativamente aceptable y tres malos resultados. En dos de las que dieron malos
resultados no se aplicé agitacion durante el tratamiento térmico. En la tercera se ensayé una

aproximacion mixta con BTCA+NaCl 150 mM tras tratamiento térmico.
5.1.3. Sintesis de hidrogeles con NaCl

En este caso se ensayaron en total cuatro estrategias alterando dos parametros: la concentracion
del NaCl en el hidrogel (150 mM 6 200 mM) y la adicion del NaCl de forma previa o posterior al

tratamiento térmico. Se trabajo con concentraciones del 0.67 %, 1 %, 1.33 %, 1.5 %, 2 % y 2.5 %.
¢ NaCl 150 mM antes del calentamiento:
= Paraun 1 % se preparo una Unica muestra, que no dio buen resultado
= Paraun 2 % se prepard una muestra, que dio buen resultado

= Paraun 2.5 % se prepard una muestra, que dio buen resultado
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e NaCl 150 mM después del calentamiento:
= Paraun 1.33 % se prepar6 una muestra, que no dio buen resultado

= Para un 2 % se prepararon dos muestras. Una dio buen resultado pero la
segunda no. Esta segunda fue en la que se siguid la estrategia mixta
NaCl+BTCA descrita anteriormente

¢ NaCl 200 mM antes del calentamiento:
= Paraun 0.67 % se prepar6 una muestra, que no dio buen resultado
= Paraun 1.33 % se prepar6 una muestra, que dio buen resultado
= Paraun 1.5 % se prepar6 una muestra, que dio buen resultado

e NaCl 200 mM después del calentamiento:
= Paraun 0.67 % se prepar6 una muestra, que no dio buen resultado
= Paraun 1.33 % se prepar6 una muestra, que dio buen resultado
= Paraun 1.5 % se prepar6 una muestra que, dio buen resultado

A continuacion se presenta una tabla a modo de resumen de los resultados obtenidos para cada
una de las estrategias anteriormente descritas:

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en las distintas estrategias de sintesis de hidrogeles con
betalactoglobulina. En rojo, se sefalan las muestras que dieron malos resultados. En verde, las que
dieron buen resultado. En naranja, las que dieron resultados relativamente aceptables. La muestra IN-41
aparece sefialada con un asterisco porque se uso una estrategia mixta BTCA+NaCl, por lo que aparece
en ambos apartados. Las siglas n.a. en las muestras IN-38 e IN-39 significan “no agitacion”.

- 0.67% 1% 1.33% 1.5% 2% 2.5%
IN-7 IN-8 IN-9 IN-45
IN-40 IN-42 IN-46
Control | -—— | || IN-43 IN-47
IN-44 IN-48
IN-4 IN-31 IN-1 IN-6
BTCA IN-13 IN-5 IN-15
-------------- IN-14
IN-35
IN-38 (n.a.)
IN-39 (n.a.)
IN-41%*
IN-10 IN-11 IN-12
NaCl150mM | ——- | | e
(antes)
NaCl 150 mM IN-30 IN-34
(después) [ - | e IN-41% | e
IN-17 IN-18 IN-19
NaCl200mM | |- e ] e
(antes)
NaCl 200 mM IN-25 IN-24 IN-26
(después) [ |0 e e
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5.1.4. Visualizacion de fibras amiloides por TEM

Algunas muestras fueron seleccionadas para comprobar, mediante microscopia electronica de

transmision, la presencia de fibras amiloides en los hidrogeles.

Figura 14. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-1 (concentracion de proteina
del 2 % y estrategia con BTCA). Se puede observar la presencia de fibras amiloides. Rodeada en negro se
presenta ampliada una zona en la que se observa un apilamiento ordenado de las fibras.

Size Mag Spot Pixel size | Fov
1024 |1s | 17500x 4 3.297 nm | 3.377 pm

Figura 15. Imagen TEM HAADF Thermo Fisher Scientific TALOS F200X.e3 de la muestra IN-1 (concentracion
de proteina del 2 % y estrategia con BTCA).
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Las figuras 14 y 15 corresponden a una misma muestra y preparacion pero fueron tomadas por
distintos equipos. Puede apreciarse que el equipo TEM HAADF Thermo Fisher Scientific TALOS
F200X.e3 requiere una mayor concentracion de agente de contraste para obtener una visualizacién
clara de las fibras amiloides.

Figura 16. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-7 (concentracion de proteina
del 1 %, estrategia control). Se puede observar la presencia de fibras amiloides.

Figura 17. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-31 diluida con agua miliQ en
un factor 1/100 (concentracion de proteina del 1.33 %, estrategia con BTCA). Se puede observar la
presencia de fibras amiloides.
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Figura 18. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-35 diluida con agua miliQ en
un factor 1/100 (concentracion de proteina del 2 %, estrategia con BTCA). Se puede observar la presencia
de fibras amiloides.

Figura 19. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-35 diluida con agua miliQ en
un factor 1/100 (concentracion de proteina del 2 %, estrategia con BTCA). Se puede observar la presencia
de fibras amiloides.
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En la imagen siguiente se muestran las medidas del grosor de las fibras amiloides de
betalactoglobulina, tomadas con ayuda del programa de edicion de imagen ImagedJ. El grosor medio
obtenido es de unos 13 nm.

Figura 20. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-31 diluida con agua miliQ en
un factor 1/100 (concentracién de proteina del 1.33 %, estrategia con BTCA).

5.1.5. Sintesis de aerogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina

A continuacion se muestran fotografias de los aerogeles de betalactoglobulina obtenidos por
liofilizacion que dieron mejores resultados. No se dispone de fotografias a nivel macroscopico de
aquellos obtenidos por secado con CO2 supercritico. El criterio para determinar la bondad de un aerogel
a simple vista es que presente un aspecto esponjoso, homogéneo y que no esté excesivamente
fracturado. Los aerogeles expuestos en las fotografias siguientes fueron obtenidos afiadiendo 2 mL de
hidrogel en un pocillo de la placa tituladora. También se ensayo la sintesis de aerogeles liofilizando
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directamente en los viales de vidrio donde se formaron los hidrogeles. Esta estrategia se desechd¢ tras
obtener hidrogeles altamente fracturados y adheridos a las paredes del vial. Una segunda estrategia
fallida fue la adicion de unicamente 0.5 mL por pocillo. El resultado obtenido se muestra en la Figura
21:

Figura 22. Aerogel obtenido por liofilizacion a partir del hidrogel IN-8 (2% betalactoglobulina, estrategia
control). En el circulo de la esquina superior derecha de la imagen aparece la estructura microscopica vista
por SEM AURIGA (FIB.FESEM) de Carl Zeiss SMT.
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Figura 23 Arriba: aerogel obtenido por liofilizacion a partir del hidrogel IN-11 (2% betalactoglobulina, estrategia
NaCl 150 mM antes del tratamiento térmico). Abajo :aerogel obtenido por liofilizacién a partir del hidrogel IN-12
(2.5% betalactoglobulina, estrategia NaCl 150 mM antes del tratamiento térmico)

Figura 24. Arriba: aerogel obtenido por liofilizacion a partir del hidrogel IN-47 (2.5 % betalactoglobulina,
estrategia control). Abajo: aerogel obtenido por liofilizacién a partir del hidrogel IN-48 (2.5%
betalactoglobulina, estrategia control)
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5.1.6. Visualizacién de aerogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina por SEM

A continuacién se muestran imagenes de microscopia electronica de transmision de alta resolucion

de los aerogeles obtenidos por liofilizacion y por secado con CO2 supercritico.

5.1.6.a. Aerogeles obtenidos por liofilizacién

Figura 25. Imagenes SEM AURIGA (FIB.FESEM) de Carl Zeiss SMT (escala 100 um izquierda, 30 um derecha)
del aerogel obtenido por liofilizacién del hidrogel IN-8 (2 % betalactoblogulina, estrategia control).

oz

100 ym

Figura 26. Imagenes SEM AURIGA (FIB.FESEM) de Carl Zeiss SMT del aerogel obtenido por liofilizacion
del hidrogel IN-11 (2 % betalactoblogulina, estrategia NaCl 150 mM previo a tratamiento térmico).
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Figura 27. Imagenes SEM AURIGA (FIB.FESEM) de Carl Zeiss SMT del aerogel obtenido por liofilizacion
del hidrogel IN-12 (2.5 % betalactoblogulina, estrategia NaCl 150 mM previo a tratamiento térmico).

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens
WD = 3.0 mm Mag= 100X

Figura 28. Imagen SEM de alta resolucién por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del
aerogel obtenido por liofilizacién del hidrogel IN-47 (2.5 % betalactoblogulina, estrategia control).
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EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 3.1 mm Mag= 300X Time :10:23:56

Figura 29. Imagen SEM de alta resolucién por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del
aerogel obtenido por liofilizacién del hidrogel IN-47 (2.5 % betalactoblogulina, estrategia control).

EHT = 5.00 kv Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 3.7 mm Mag= 100X Time :10:38:36

Figura 30. Imagen SEM de alta resoluciéon por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del
aerogel obtenido por liofilizacién del hidrogel IN-48 (2.5 % betalactoblogulina, estrategia control).
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5.1.6.a. Aerogeles obtenidos por secado con CO:2 supercritico.

EHT = 56,00 kv Signal A = InLens Date :11 May 2021 EHT = 5.00kV/ Signal A = InLens Date :11 May 2021

WD = 29 mm Mag= 200KX Time :13:38:52 WD = 29mm Mag= 6.00KX Time :13:40:36

e

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date 11 May 2021 EHT = 5.00kV Signal A= InLens Date :11 May 2021
WD = 3.5mm Mag= 6.00 KX Time 114:09:06 [ — WD = 3.0mm Mag = 130.00 K X Time :13:48:03

Figura 31. Imagenes SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss a
distintos aumentos del aerogel obtenido a partir del hidrogel IN-42 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia
control). En la imagen inferior derecha se muestra la medida del grosor de las fibras observadas. Este
grosor es de unos 60 nm.

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :11 May 2021
WD = 3.0mm Mag = 20.00 KX Time :13:58:34

Figura 32. Inagen SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del aerogel
obtenido a partir del hidrogel IN-42 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia control).
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Signal A = InLens Date :31 May 2021 EHT = 500 kv Signal A = InLens Date :31 May 2021
Mag= 1.00KX Time :9:33:41 WD = 3.0 mm Time :9:29:48
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5.00kV Signal A= InLens Date :31 May 2021 1pm EHT = 5.00kV Signal A = InLens Date :31 May 2021 ﬁ

WD = 3.0mm Mag= 10.00 K X Time :9:24:39 W WD = 3.0mm Mag= 10.00 K X Time :9:30:47
= e R

Figura 33. Imagenes SEM de alta resoluciéon por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss a
distintos aumentos del aerogel obtenido a partir del hidrogel IN-47 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia
control)

aEN .~ i

10 pm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021

— WD = 3.0 mm Mag= 3.00 KX Time :9:26:08

Figura 34. Imagen SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del aerogel
obtenido a partir del hidrogel IN-47 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia control).

o
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EHT = 5,00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021 Signal A= InLens Date :31 May 2021
WD = 3.0 mm Mag= 300X Time :9:39:16 Mag= 1.00KX Time :9:40:47

Date :31 May 2021 EHT = 5.00kV Signal A = InLens Date :31 May 2021

Time :9:50:59 WD = 3.0 mm Mag= 10.00K X Time :9:51:52

Figura 35. Imagenes SEM de alta resoluciéon por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss a
distintos aumentos del aerogel obtenido a partir del hidrogel IN-48 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia
control)

10 pm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021
— WD = 3.0 mm Mag= 3.00 KX Time :9:41:05

1A W 1T TN \

Figura 36. Imagen SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del aerogel
obtenido a partir del hidrogel IN-48 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia control).
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EHT = 5,00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021 .00 kV ignal A = InLens
WD = 37 mm Mag= 3.00KX Time :10:08:12 [ WD = 38mm Mag= 1000 KX

1 pm EHT = 5.00kV Signal A = InLens Date :31 May 2021 1pm EHT = 500kV Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 3.8mm Mag= 20.00KX Time :10:06:48 WD = 3.7 mm Mag= 40.00 KX Time :10:19:03

Figura 37. Imagenes SEM de alta resoluciéon por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss a
distintos aumentos del aerogel obtenido a partir del hidrogel IN-48 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia
control). Ensayo con fijacién con OsO,. Se muestra la medida del grosor de las fibras (unos 185 nm).

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 3.7 mm Mag= 10.00 KX Time :10:02:12

Figura 38. Imagen SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss del aerogel
obtenido a partir del hidrogel IN-48 (2.5 % betalactoglobulina, estrategia control). Ensayo con fijacién con
0504

34



o

CO,
supercritico )

.

{ cox OsO4J

L

‘ Liofilizaciéon ‘

Figura 39. Resumen de las estrategias de secado seguidas para el hidrogel IN-48 y los resultados
observados por SEM de alta resolucion por emision de campo GEMINI (FESEM) de Carl Zeiss.

5.2. Resultados con apoferritina

5.2.1 Sintesis de hidrogeles con BTCA
Siguiendo esta estrategia se llevo a cabo la sintesis de dos hidrogeles de apoferritina:

e Uno con un 1.33 % de concentracion, que no dio buen resultado

e Uno con un 2 % de concentracion, que no dio buen resultado
5.2.2. Sintesis de hidrogeles con NaCl

Para la sintesis de hidrogeles de apoferritina con NaCl se siguieron tres estrategias diferentes:
adicion de NaCl 150 mM ftras el tratamiento térmico, adicion de NaCl 200 mM tras tratamiento térmico

y adicion de NaCl 200 mM antes del tratamiendo térmico.
¢ NaCl 150 mM después del calentamiento:
= Se prepar6 un hidrogel al 1.33 %, que no dio buen resultado
= Se prepar6 un hidrogel al 2 %, que dio un resultado relativamente aceptable
¢ NaCl 200 mM después del calentamiento
= Se prepar6 un hidrogel al 0.67 %, que no dio buen resultado
= Se prepar6 un hidrogel al 1.33 %, que no dio buen resultado
= Se prepar6 un hidrogel al 1.5 %, que no dio buen resultado
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¢ NaCl 200 mM antes del calentamiento
=  Se prepar6 un hidrogel al 0.67 %, que no dio buen resultado
= Se prepar6 un hidrogel al 1.33 %, que dio buen resultado
= Se prepar6 un hidrogel al 1.5 %, que no dio buen resultado

A modo de resumen se presenta la siguiente tabla con los resultados obtenidos en los hidrogeles

de apoferritina a distintas concentraciones de proteina y con las diversas estrategias:

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos en las distintas estrategias de sintesis de hidrogeles con
apoferritina. En rojo, se sefnalan las muestras que dieron malos resultados. En verde, las que dieron buen
resultado. En naranja, las que dieron resultados relativamente aceptables

- 0.67% 1.33% 1.5% 2%
IN-33 IN-37
BTCA
NaCl 150 mM IN-32
(después) | -—— | |
IN-20 IN-21 IN-22
Nacl 200mMm@ | {1 | e
(antes)
NaCl 200 mM IN-27 IN-28 IN-29
(después) | | 0 | e

Figura 40. Hidrogeles de fibras amiloides de apoferritina. Ambos hidrogeles tienen una concentracién de
proteina del 2%. Para el hidrogel de la izquierda se siguio la estrategia de adicion de NaCl 150 mM tras
tratamiento térmico, dando un resultado relativamente aceptable. En el hidrogel de la derecha la estrategia
seguida fue la adicién de BTCA, no dio buen resultado.

36



5.2.3. Visualizacion de fibras amiloides por TEM

Las imagenes mostradas en este apartado corresponden a muestras de hidrogeles diluidas en un
factor 1/100 con agua MilliQ.

Figura 41. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-36 (2 % NaCl 150 mM tras
tratamiento térmico). Se observa la presencia de fibras amiloides de apoferritina.

Figura 42. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-37 (2 % BTCA). Se observa la
presencia de fibras amiloides de apoferritina.
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Figura 43. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-21 (1.33 % NaCl 200 mM antes
del tratamiento térmico). Se observa la presencia de fibras amiloides de apoferritina.

|

S

Figura 44. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-29 (1.5 % NaCl 200 mM tras
tratamiento térmico). Se observa la presencia de fibras amiloides de apoferritina.

38



Figura 45. Imagen TEM LIBRA 120 PLUS de Carl Zeiss SMT de la muestra IN-29 (1.5 % NaCl 200 mM tras
tratamiento térmico) diluida en un factor 1/100. Se observa la presencia de fibras amiloides de apoferritina.
Se presentan sobre la imagen las medidas del grosor de las fibras: aproximadamente 13 nm.

5.2.4. Sintesis de aerogeles de fibras amiloides de apoferritina

En la imagen inferior se muestran los aerogeles obtenidos a partir de los hidrogeles siguientes:
Por su metodologia (uso de placa microtituladora y adiciéon de 2 ml de hidrogel en cada pocillo) fue la
sintesis de aerogeles de apoferritina mas exitosa.

e IN-32: concentracion del 1.33 %. NaCl 150 mM tras tratamiento térmico
e IN-33: concentracion del 1.33 %. BTCA.

e IN-36: concentracion del 2%. NaCl 150 mM tras tratamiento térmico

e IN-37: concentracion del 2%. BTCA.
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Figura 46. Aparecen rodeados en verde los aerogeles con un aspecto satisfactorio y, en rojo, aquellos
que no dieron un buen resultado. Los otros aerogeles que aparecen en la imagen son de
betalactoglobulina

Para las muestras IN-20, IN-21 e IN-22 (hidrogeles de apoferritina obtenidos por adicién de NaCl
200 mM antes del tratamiento térmico, concentraciones del 0.67 %, 1.33 % y 1.5 % ) se ensay?¢ la
obtencion de hidrogeles por liofilizacion en el vial de vidrio de sintesis del hidrogel. El resultado fue
desfavorable: no se obtuvo nada parecido a un aerogel sino lo que se muestra en la imagen inferior.
Tras ello se concluyé que la placa microtituladora era un soporte mucho mas adecuado para la sintesis

de aerogeles:

Figura 47. Intento de sintesis de aerogel a partir de la muestra IN-22 (hidrogel de apoferritina al 1.5 % con
adicién de NaCl 200 mM previa al tratamiento térmico)
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A continuacion, se expone el resultado de los aerogeles obtenidos por liofilizacion a partir de los
hidrogeles de apoferritina formados por la adicion de NaCl 200 mM ftras tratamiento térmico
(concentraciones del 0.67 %, 1.33 % y 1.5 %). El resultado no fue satisfactorio debido probablemente
a que el volumen de hidrogel de partida fue insuficiente (0.5 mL). Tras este resultado se trabajé con

volumenes superiores (2 mL), obteniendo los resultados mas satisfactorios mostrados en la Figura 46.

Figura 48. Intento de sintesis de aerogeles con un volumen de 0.5 mL en cada pocillo.

5.2.5. Visualizacién de aerogeles por SEM

Se muestra una imagen de microscopio electronico de barrido del aerogel obtenido por liofilizacion

a partir de un hidrogel de apoferritina al 1.33 % con BTCA

Figura 49. Imagen SEM AURIGA (FIB.FESEM) de Carl Zeiss SMT del aerogel IN-33 (concentracion del 1.33
% BTCA, secado por liofilizacién).

En la visualizacion por SEM no pudo apreciarse la estructura porosa del aerogel. Podria
encontrarse una posible causa en el colapso del aerogel durante el proceso de preparacion de muestra
para SEM. Los aerogeles obtenidos resultaban en ocasiones bastante fragiles y no siempre fue posible

la fijacion al soporte de SEM manteniendo la integridad del aerogel.
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5.3. Discusion de resultados

5.3.1. Sintesis de hidrogeles

En este trabajo se han expuesto los resultados obtenidos en las diversas sintesis de hidrogeles de
fibras amiloides de betalactoglobulina (apartado 5.1.1.) y apoferritina (apartado 5.2.1.) siguiendo
diferentes estrategias: cambios en la concentracion y adicion o no de sales y agentes de
entrecruzamiento. Se ha observado que la estrategia de sintesis seguida resulta considerablemente
mas exitosa para la betalactoglobulina que para la apoferritina, razén por la cual se optd por insistir con

la primera proteina.

Por otro lado, se ha podido apreciar que un aumento en la concentracion de proteina generalmente
favorece la obtencion de hidrogeles. Ninguna sintesis resultd favorable para hidrogeles con una
concentracion de un 1% o inferior. Finalmente, se estimdé que una concentracién del 2.5 % de

betalactoglobulina resultaba adecuada.

No se aprecid una ventaja significativa en la sintesis de hidrogeles afiadiendo sales (NaCl a
distintas concentraciones tanto antes como después del tratamiento térmico) y agentes de
entrecruzamiento (BTCA). De hecho, la adicion de estas sustancias una vez formado el gel tras el
tratamiento térmico podria resultar indtil por quedar éstas en la superficie del gel relativamente
solidificado, sin llegar a penetrarlo; o incluso perjudicial por requerir agitacion, que puede contribuir a

una ligera ruptura del gel.

Puede apreciarse una cierta aleatoriedad en algunos de los resultados obtenidos, (véase Tablas 1
y 2) en las que aparecen muestras replicadas que en unos casos llegan a gelificar y en otros casos no.
Una posible explicacion a este fenomeno podria encontrarse en el funcionamiento inestable de la placa
calentadora utilizada en el tratamiento térmico. En algunas ocasiones, la introduccion de la muestra en
el bafio de aceite a 90 °C provocaba una desestabilizacion de la temperatura, que llegaba a alcanzar
los 120-130 °C. De acuerdo a [41], el calentamiento de un sol proteico a una temperatura muy superior
a la requerida para la desnaturalizacion de la proteina conlleva la formaciéon de un metasol, que no
gelifica tras enfriar. Este proceso podria estar relacionado con la B-eliminaciéon de enlaces disulfuro y
la ruptura de enlaces peptidicos. Este hecho también explicaria los malos resultados obtenidos para
aquellas muestras que se introdujeron en un horno a 150 °C con intenciéon de favorecer el

entrecruzamiento del BTCA.
5.3.2. Visualizacién de fibras amiloides por TEM

Se utilizé microscopia electronica de transmision con el objetivo de caracterizar y corroborar la
presencia de fibras amiloides en los hidrogeles. En algunos casos, se pudo observar la presencia de
fibras en hidrogeles cuya sintesis no resulto exitosa (véase Figura 15, Figura 42, Figura 44). Por tanto,
la no-formacion de fibras no podra ser el motivo de los malos resultados obtenidos en determinadas
sintesis. Se han buscado, por tanto, explicaciones alternativas como las expuestas en el apartado

anterior (formacion de un metasol por exceso de temperatura).

Ambos tipos de fibras amiloides obtenidas (betalactoglobulina y apoferritina) presentan un grosor

similar (unos 13 nm), que ademas concuerda con el valor hallado en estudios previos (10 £ 2 nm) [42],
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considerando un cierto margen de error en la toma de medidas por un método relativamente impreciso.
Respecto a la morfologia de las fibras se observan ciertas diferencias. En las fibras de
betalactoglobulina se aprecia una forma de cable, muy similar a la presentada por Jurado et al. Las
fibras de betalactoglobulina obtenidas en este trabajo a pH 2 y 90 °C con una incubacién de 5 horas
(Figura 50a) son comparables a las sintetizadas en [42] a pH 2, 80 °C y 12 horas de incubacion (Figura
50c). Las fibras de apoferritina sintetizadas para este TFG (pH 2, 90° C, 5 h) (Figura 50b) no muestran
esta morfologia tipo cable, encontrandose cambios de direccion mas frecuentes y angulosos. En las
fibras de apoferritina presentadas por Jurado et al. (pH 2, 80°, 12 h) en la Figura 50d se observa una
morfologia mas recta, con cambios de direccion mas suaves y menos frecuentes. La principal
explicacion a estas diferencias morfoldgicas entre las fibras de apoferritina encontradas en la
bibliografia y las sintetizadas en este trabajo podria hallarse en el tiempo de incubacién: 12 h para el
primer caso y 5 h en el segundo. Si pueden encontrarse similitudes entre las fibras de apoferritina
sintetizadas y las obtenidas por Jurado et al. a 50 °C durante 24 h. Podria esperarse que unas sintesis
a 80 °C y unos tiempos de incubacion mayores (12 h-24 h) hubieran dado lugar a las morfologias
expuestas en Figura 50d y Figura 51a. En futuros trabajos resultaria valioso estudiar la capacidad de
gelificacion de fibras con estas morfologias, pudiéndose quizas encontrar unas condiciones adecuadas

para la formacion de hidrogeles de apoferritina, objetivo que no ha sido alcanzado en este trabajo.

2'601n m, €\

Figura 50. (a y b): Imdgenes obtenidas para este trabajo. (c y d): Imdgenes adaptadas de [42]. (A) Fibras de
betalactoglobulina (90 °C, 5 h). (B) Fibras de apoferritina (90 °C, 5 h). (C) Fibras de betalactoglobulina (80 °
C, 12 h). (D) Fibras de apoferritina (80 °C, 12 h). pH=2 en A, B, C, D.
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Figura 51. Fibras amiloides de apoferritina obtenidas a 80 °C (a) y 50 °C (b) a pH 2 con un periodo de
incubacién de 24 h. Nota: Adaptado de “Apoferritin fibers: A new template for 1D fluorescent hybrid
nanostructures.”  Por  Jurado et al, 2016, Nanoescale, 8(18), (pp- 9648-9656).
https://doi.org/10.1039/c6nr01044;. [42].

5.3.3. Sintesis de aerogeles.

En la bibliografia se han encontrado un total de cuatro publicaciones en las que se lleva a cabo la
sintesis de aerogeles a partir de fibras amiloides de betalactoglobulina. En dos casos el paso de
hidrogel a aerogel se lleva a cabo por liofilizacion [43, 44] y en otros dos casos por secado con CO2

supercritico [32, 45]. En la Figura 52 se presenta el aspecto macroscopico de dichos aerogeles:

Figura 52. (A) Aerogel obtenido por liofilizacion congelando previamente a -196 °C [43]. (B) Aerogel
obtenidos por secado con CO; supercritico [32].

Puede observarse que el aspecto de los aerogeles varia en funciéon del método de secado. El
secado por liofilizacion produce aerogeles opacos mientras que el secado por COz2 supercritico produce
aerogeles mas translicidos, con un aspecto mas cercano al del hidrogel original. Este fendbmeno ocurre
debido a que en la liofilizacion la estructura del gel cambia dramaticamente mientras que en el secado
por COz2 supercritico ésta se preserva en un mayor grado [46]. Los aerogeles de fibras amiloides de
betalactoglobulina expuestos en este trabajo en el apartado 5.1.5 fueron obtenidos por liofilizacion y
presentan un aspecto mas préximo al aerogel de la Figura 52A que al de la Figura 52B, tal y como
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podria esperarse. Podrian apreciarse pequefas diferencias debidas a la temperatura y velocidad de
congelacion previa al secado. Para el aerogel expuesto en la Figura 52A ésta fue de -196 °C, llevando
a cabo una congelacion rapida con nitrégeno liquido. Por el contrario, en este trabajo la congelacion se
realizd lentamente a -20 °C en un congelador. Desafortunadamente, no se dispone de fotografias de
los aerogeles obtenidos por secado con CO: supercritico durante la realizacion de este trabajo. Por
ello, no sera posible establecer una comparacién entre los aerogeles sintetizados y los presentados en

la bibliografia.

Respecto a los aerogeles obtenidos a partir de fibras amiloides de apoferritina, cabe sefialar que
los hidrogeles IN-33 e IN-37 (1.33 % y 2 %, estrategia con BTCA) fueron los Unicos que dieron lugar a
aerogeles con un aspecto aceptable. Resulta llamativo el hecho de que los hidrogeles de partida no
presentasen buena consistencia. EI BTCA, por tanto, podria ser un factor clave en la sintesis de
aerogeles de apoferritina, siendo ésta una linea interesante a seguir en investigaciones futuras. Debera
perfeccionarse, sin embargo, la sintesis de hidrogeles suficientemente consistentes si se desea utilizar
COz2 supercritico como método de secado ya éste es un requisito a nivel técnico para la consecucion

de esta estrategia.
5.3.4. Visualizacién por SEM

El método de secado de un aerogel, asi como la velocidad de congelacion en el caso de aerogeles
obtenidos por liofilizacion, afecta a la morfologia que éste presenta a nivel microscépico. La liofilizacion
produce un cambio muy significativo en la estructura inicial del hidrogel mientras que el cambio
estructural se minimiza en el secado por CO:2 supercritico. Este hecho puede apreciarse en las

imagenes SEM obtenidas de la bibliografia y mostradas en la Figura 53.

Figura 53. Morfologia a nivel microscépico de aerogeles obtenidos por (A) liofilizacion previa congelacion
lenta a -20 °C. (B) liofilizacion previa congelacion rapida a -196 °C [44] (C y D) secado con CO; supercritico
[32, 45].

Los resultados obtenidos en este trabajo para el secado por liofilizacién (previa congelacion lenta
a -20 °C) y por CO:2 supercritico concuerdan con los presentados en la Figura 53, observandose

morfologias muy similares tanto en un caso como en otro.
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En el secado por liofilizacion puede apreciarse una pequefia diferencia entre la morfologia
observada en un aerogel en el que se sigui6 una estrategia de sintesis con NaCl y un aerogel en el que
se siguié una estrategia control. En el primer caso se observa una superficie mas lisa, sin pliegues,
mientras que el detalle ampliado en la imagen derecha de la Figura 54 permite observar una superficie
mas plegada, con un aspecto similar al de un papel extendido tras ser comprimido. No se conocen los
motivos responsables de estas diferencias, aunque resultaria de interés indagar sobre este hecho en
trabajos futuros.

Figura 54. Izquierda: aerogel obtenido siguiendo una estrategia con NaCl. Derecha: aerogel obtenido
siguiendo una estrategia control.

En el secado por CO2 supercritico de la muestra IN-48 se ensayaron dos estrategias: en la primera
se realizo una fijacion con OsO4 previa al secado y en la segunda no. El OsO4 ayuda a mantener la
estructura original de las muestras de origen bioldgico en la preparacion para SEM [47]. En la Figura
55 puede apreciarse la mayor integridad de las fibras de gel en el caso en el que se us6 OsO4 durante
la preparacién de la muestra.

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021 EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 30mm Mag= 3.00KX Time :9:50:59 WD = 3.7 mm Mag= 1000KX Time :10:02:12

Figura 55. Izquierda: secado de la muestra IN-48 por CO; supercritico sin OsO,4. Derecha: secado de la
muestra IN-48 por CO; supercritico previo tratamiento con OsO,

Por otro lado, en la muestra IN-48 sin OsO4 y a menos aumentos pudo observarse una estructura
tipo panal de abeja con poros de entre 10 y 30 micras que no se observd en otras muestras con
preparaciones idénticas. No se ha encontrado explicacién a este hecho.
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EHT = 5.00 kv Signal A = InLens Date :31 May 2021
WD = 3.0mm Mag= 300X Time :9:39:16
CECENR ST A e

Figura 56. Estructura en forma de panal de abeja obtenida mediante el secado por CO; supercritico de la
muestra IN-48

Se aprecia cierta inconsistencia en el grosor de las fibras medido en distintas muestras preparadas
en condiciones idénticas. Ver Figura 31d y Figura 37d. En el segundo caso el grosor es unas 3 veces

superior. Se desconocen las razones de estas diferencias.

6. CONCLUSIONES

1. Es posible obtener hidrogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina con una alta
consistencia a partir de concentraciones de proteina del 1.33 %.

2. No es necesaria la adicion de sales como NaCl o agentes de entrecruzamiento como BTCA
para obtener hidrogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina.

3. No se halogrado una sintesis exitosa de hidrogeles de fibras amiloides de apoferritina para las
concentraciones de trabajo en las condiciones de sintesis seguidas (pH 2, 90 °C, 5 horas de
incubacion).

4. Se ha confirmado que para unas condiciones de sintesis de pH 2, 90 °C y 5 horas de incubacion
las fibras amiloides de betalactoglobulina presentan una morfologia diferente a las fibras
amiloides de apoferritina. En ambos casos el grosor de las fibras es de unos 13 nm.

5. La sintesis de hidrogeles precursores afiadiendo BTCA podria favorecer la formacion de
aerogeles de apoferritina por liofilizacion.

6. Se ha confirmado que el método de secado seguido para la obtencion del aerogel afecta a su
estructura microscépica, produciéndose una mayor alteracion respecto a la estructura del
hidrogel en el secado por liofilizacion que en el secado por CO2 supercritico.

7. Cuando los hidrogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina se sintetizan afiadiendo NaCl,
los aerogeles correspondientes obtenidos por liofilizacion presentan estructuras con unas
superficies mas lisas frente a aquellos en los que se siguid una estrategia control.

8. EI OsO4 podria resultar de utilidad en la conservacion de la estructura para la obtencion de

aerogeles de fibras amiloides de betalactoglobulina por secado con CO2 supercritico.
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