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Resumen

Tres grupos de nanocompositos a base de quitosano y nanoparticulas de oro, fueron obtenidos
por medio de sintesis quimica, usando citrato de sodio y quitosano como agentes reductores en
diferentes composiciones. Las relajaciones térmicas de estos materiales fueron estudiadas por
medio de la técnica de espectroscopia de impedancia eléctrica, asi como la dependencia de la
conductividad en funcién de la concentracion de particulas y productos de reaccién. En base a
los resultados obtenidos se determind un intervalo de concentracién de nanoparticulas de oro
(AuNp’s), el cual fue empleado para sintetizar un cuarto grupo de materiales desarrollados a
partir de un copolimero hibrido natural sintético enriquecido con AuNp's, este ultimo grupo de
nanocompositos fue evaluado “in vitro” e “in vivo” con el fin de determinar su capacidad como

soporte celular para regeneracion de heridas en piel y su posible toxicidad.

Los materiales fueron caracterizados por técnicas analiticas tales como Espectroscopia de
Infrarrojo (FT-IR), Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis), analisis termogravimétrico
(TGA), difraccion de rayos X (XRD) y Microscopia electronica de barrido (SEM).
Adicionalmente se realizd una colaboracion para obtener calculos tedricos de estructura del
quitosano puro. Las mediciones realizadas por espectroscopia de infrarrojo corroboraron la
interaccién de la nanoparticula con la matriz de quitosano. Las mediciones de UV-vis
permitieron detectar el plasmon de resonancia especifico para nanoparticulas de oro metalico y a
su vez relacionar el valor maximo de longitud de onda con tamaiios el particula en un intervalo
comprendido entre los 10 a 50 nm, estas dimensiones fueron confirmadas por medio del analisis

las micrografias obtenidas por SEM.

Los andlisis de difraccion de rayos X, termogravimétricos y los célculos teoricos de estructura
fueron herramientas fundamentales para comprender y explicar la dependencia de la
conductividad de los nanocompdsitos, ya que las conformaciones moleculares del quitosano en
funcién de la humedad generan fenémenos conductivos complejos en el polimero al
interaccionar con nanoparticulas metalicas. Asi mismo se observé que la presencia de citrato de
sodio en los materiales produce variaciones en la humedad de los mismos afectando la

conductividad idnica.
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El estudio “in vivo " reveld que los polimeros implantados no presentaron rechazo, inflamacion o
sefias de toxicidad, por el contrario se observé que los materiales permitieron la reepitelializacion
del tejido con mejores resultados cosméticos comparado con el TheraForm, el cual fue usado
como control debido a que este compuesto es usado de forma comercial para el tratamiento de
estas lesiones. De la misma forma los resultados obtenidos de la citometria de flujo mostraron
que los compdsitos evaluados producen citocinas que intervienen positivamente en el proceso
regeneracion y reepitelializacion. En los estudios “in vitro” se cultivaron macréfagos, células
mononucleares de sangre periférica y células HEPG2 con el fin de evaluar la posible toxicidad
de los nanocompdsitos. Los resultados demostraron que estos materiales presentaron niveles de
toxicidad bajos, lo cual se confirmé por medio de la deteccion de 6xido nitrico en la que se

observo una produccion cercana a cero por parte de los macrofagos y células HEPG2

Los estudios realizados sugieren que existe una relacion entre la dependencia de la conductividad
de los nanocompositos y su desempefio a nivel bioldgico. De la misma forma se comprobd que
los compositos con nanoparticulas de oro pueden funcionar como alternativas en el proceso de

cicatrizacion y reparacion de heridas.



Abstract

Three groups of nanocomposites based on chitosan and gold nanoparticles (AuNp's) were
obtained by chemical synthesis using sodium citrate and chitosan as reducing agents with several
compositions. Thermal relaxations of these materials were studied using electrical impedance
spectroscopy, as well as the behavior of the conductivity as a function of particles concentration
and reaction products. Based on the results obtained it was determined a range of AuNp’s
concentration, which was employed to synthetize a fourth group of materials. The latter group
was developed from a hybrid copolymer enriched with gold nanoparticles. The last set of
composites was tested “in vitro” and “in vivo” in order to determinate their capability as cellular

support for the regeneration of wound skin and its possible toxicity.

All materials were characterized by infrared spectroscopy FT-IR, Ultraviolet- visible
spectroscopy (UV-Vis) thermogravimetric analysis (TGA), X-ray diffraction (XRD) and
scanning electron microscopy (SEM). Infrared spectroscopy confirmed the functionalization
between the base material and the reactive molecules. Additionaly, structural theoretical
calculations were obtained by a collaboration. Infrared spectroscopy corroborated the interaction
between the gold nanoparticles and chitosan matrix. UV- vis spectroscopy allowed to detect the
resonance plasmon of metallic gold, as well as, to relate the maximum wavelength with particle

size of 10 to 50 nm, these dimensions were confirmed by means of SEM micrographs analysis.

The XRD, TGA measurements and the theoretical calculations were essentials tools for
understanding and explaining the nanocompositos conductivity dependence, since, the molecular
conformations of chitosan in function of moisture produce complex conductive phenomena on
the polymer when it interacts with metallic nanoparticles. Besides, it was observed that the
amount sodium citrate amount on materials produce variations in moisture which affect the

conduction.

The “in vivo” test revealed the implanted polymers did not produced rejection, inflammation or
toxicity signals. The evaluated materials allowed the reepithelialization process with better
results compared with TheraForm, which was used as positive control, since, this commercial

composite, is widely used for the treatment of skin wounds. The cytometry results showed that
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these materials can produce cytokines involved in the regeneration process of the wound. For “in
vitro” test macrophages, blood peripheral mononuclear cells, and Human hepatocellular liver
carcinoma HepG2 cells were cultured for the purpose of evaluation of the nanocomposites
toxicity. Obtained results showed low toxicity levels for all materials which was confirmed by
detection of nitric oxide test with a production close to zero by macrophages and HepG2 cells.
Results suggest that there may be a relationship between the dependence of nanocomposite
conductivity and its biological performance. In addition, it was found that the chitosan
composites with gold nanoparticles are good alternatives in the healing process and repair of skin

wounds.
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CAPITULO 1 Introduccién

CAPITULO 1

1. Introduccion

Durante la ultima década, la aplicacion de nanoparticulas de oro (AuNp's) en sistemas biologicos
ha atraido la atencion de distintas areas de la ciencia, desde la fisica hasta la medicina incluyendo
disciplinas afines. Este fenomeno se debe a que, el tamafio cien veces menor a una célula
humana conjugado con las propiedades Opticas, eléctricas y mecanicas de estas particulas
permiten desarrollar dispositivos altamente sensitivos que son capaces de interactuar con DNA,
enzimas y proteinas receptoras de membrana. Estas interacciones dan lugar a infinidad de

aplicaciones tanto en la deteccion como en el tratamiento de enfermedades'.

A pesar de los atributos que representa la nanotecnologia para el mundo moderno, en los ultimos
afios la controversia sobre la toxicidad y acumulacion en sistemas bioldgicos ha ido
incrementando exponencialmente, ya que, no se han establecido protocolos especificos que
evalien con claridad estos parametros. Algunos estudios sugieren que la toxicidad de las
nanoparticulas de oro depende directamente del tamafio de particula, concentracion y método de

sintesis’.

En base a lo anterior, la probabilidad de que un nanocompdsito produzca una reaccion adversa es
bastante factible, por esta razon, es necesario emprender la busqueda de herramientas que
permitan estudiar con mayor profundidad, las propiedades de estos materiales y sus posibles
interacciones tanto fisico-quimicas como bioldgicas. Investigaciones realizadas por medio de
espectroscopia de impedancia eléctrica sugieren que la dependencia de la conductividad en
nanocompbsitos de plata puede correlacionarse con la actividad antibacterial de los mismos®. Lo
cual, abre la puerta a la posibilidad de utilizar un método estandarizado que permita determinar

concentraciones 6ptimas de Np's para su aplicacion en sistemas biologicos.

Las nanoparticulas metalicas pueden obtenerse por via fisica o quimica, la primera ruta consiste
en someter soluciones de sales metalicas y agentes estabilizantes a radiacion ultravioleta,

calentamiento por microondas y ultrasonido de alta frecuencia. La sintesis quimica se basa en la

Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas
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reduccion de una sal metélica por medio de una reaccion de d6xido reduccion en la que se
emplean distintos agentes reductores y estabilizantes para controlar el tamaiio y la forma de la
particula; El método de Turkevich permite obtener particulas homogéneas en tamaiio y forma, es
quiza el procedimiento mas conocido y estudiado en cuanto a la ruta quimica debido a que es
facilmente escalable y econémico’, a su vez, las Np’s pueden embeberse en polimeros organicos
e inorganicos como el alcohol poli vinilico (PVA),polivinil pirrolidona (PVP), polietilenglicol
(OPE), quitosano (CS) y almidon, lo que da lugar a disminuir la posible toxicidad de la

nanoparticula y permitir la interaccion con diferentes tipos de farmacos®.”’.

El quitosano es un polimero natural derivado de la quitina, este polisacarido se caracteriza por

ser biocompatible, biodegradable y no toxico'®!!

. Debido a que el CS posee en su estructura
grupos amino e hidroxilo puede presentar interacciones electrostaticas con otras moléculas, por
lo que ha sido ampliamente reportado como estabilizador y reductor en sistemas nanométricos

obteniendo particulas cero valentes en la matriz del mismo '>'*!4,

En este trabajo se estudiaron las propiedades fisico-quimicas de nanocompositos sintetizados a
base de quitosano y nanoparticulas de oro, las cuales fueron obtenidas, usando el método de
reduccion quimica, empleando citrato de sodio y quitosano como agentes reductores. Se
realizaron mediciones de espectroscopia de impedancia eléctrica para determinar si las
propiedades eléctricas de los materiales dependen del método de sintesis. Adicionalmente, se
evaluaron dichos materiales por medio de pruebas “in vitro” e “in vivo” para comprobar si
existe una relacion entre la dependencia de la conductividad y respuesta biologica (citotoxicidad

y capacidad de cicatrizacion).
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1.1.Antecedentes

1.1.1. Quitina y Quitosano

La quitina o poli (8-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina) es el segundo polimero de origen natural mas
abundante en la tierra, se encuentra principalmente en el exoesqueleto de insectos, conchas de
crusticeos, camarones y en la pared celular de algunos hongos, levaduras y bacterias."’ La
quitina tiene una estructura fibrosa similar a la celulosa. Con base en la distribucion de sus
cadenas poliméricas a partir de la polaridad, este polisacarido se clasifica en dos tipos de
conformaciones estructurales: a y f. La forma S describe cadenas alineadas y paralelas, mientras
que a presenta cadenas antiparalelas, sin embargo, ambos tipos de quitina poseen laminas
ordenadas en capas unidas firmemente por C-O-NH- enlace de hidrogeno manteniendo una
distancia de 0.47 nm, lo que genera insolubilidad en la molécula, ya que la mayoria de grupos

reactivos se encuentran ocupados16 .

A nivel comercial la quitina es producida por procesos termo-quimicos basados en la
desmineralizacién y desproteinizacion de desechos de industria camaronera'’. Después de
remover la proteina, calcio y componentes de bajo peso molecular, la quitina se obtiene por una
hidrolisis basica y acida con 4cido clorhidrico e hidroxido de sodio respectivamente'®. La forma
desacetilada de la quitina es el quitosano (CS), se diferencia de la quitina por su capacidad de
solubilizarse en medios acidos diluidos'®. Su estructura esta constituida por unidades de N-acetil
glucosamina ensambladas por enlaces  (1-4), como se observa en la figura 1 posee tres grupos
funcionales un amino y dos grupos hidroxilo ubicados en los carbonos 2, 3, y 6
respectivamente.”’ Estos grupos reactivos le confieren al CS propiedades quimicas relevantes

o . . s . 21
que han permitido su aplicacién en numerosas areas” .
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Figura 1. Estructura molecular de la quitina y el quitosano.

1.1.2. Propiedades basicas del quitosano

El grado de desacetilacion (DA) representa el nimero de unidades de N-acetil-glucosamina
desacetiladas o grupos amino libres, con respecto al total de unidades del polimero. Se le llama
quitosano a la quitina con un grado de desacetilacion del 60% o mayor. El DA es quiza la
caracteristica mas importante del CS. Este pardmetro estructural influencia directamente el peso
molecular, humedad, solubilidad, y reactividad del quitosano, por lo que, sus propiedades fisico

quimicas dependeran en gran proporcién de este parametro>>.

e Propiedades fisico - quimicas

El quitosano es soluble en medios acuosos acidos, en estas condiciones el grupo amino libre
contenido en la unidad de glucosamina desacetilada, se protona generando alta densidad de

cargas positivas,” como se observa en la siguiente ecuacion:
CH;COOH + H,0 - CH;COO™ +H"

Quitosano-NH, + H" = Quitosano-NH;3" + H,0

Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas
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Por medio de este mecanismo se obtiene soluciones éacidas del polimero, sin embargo, la
solubilidad del CS depende de varios factores entre estos se encuentran el DA, la concentracion
ionica, el pH de la solucidn, la constante de disociacion o pK, y la distribucion de grupos acetilo

a lo largo de la cadena principal®.

El CS es considerado un polieléctrolito o una polioxisal, ya que sus cargas positivas son capaces
de reaccionar con infinidad de agentes organicos e inorganicos. Dicha caracteristica permite
obtener una amplia gama de materiales a base de quitosano desde una pelicula delgada hasta un

hidrogel, pasando por fibras, esferas y nanoesferas>.

e Propiedades eléctricas

Los mecanismos de conduccion del quitosano se encuentran estrechamente ligados a su
propiedad como polication. En una disolucion acida los grupos polares (NH, y OH) del CS
interaccionan con iones hidronio (H") libres producidos por la disociacién del acido, por lo que,
la transferencia de carga dependera de la constante de disociacion del acido y variara si el acido

es fuerte o débil?®.

La conductividad del CS es de tipo i6nico, tipicamente se encuentra entre 10°y 10" S cm™, sin
embargo, en condiciones de humedad puede aumentar hasta 10* S cm™, debido a que el grupo
amino tiende a protonarse dejando grupos OH libres que participan en la conductividad

i6nica®”*®

e Propiedades Biolégicas

El CS es biocompatible, biodegradable, no téxico y actiia como agente antibacterial para algunas
especies™.Por sus propiedades quimicas es capaz de generar enlaces con moléculas de origen
bioldgico con carga negativa parcial o total, como por ejemplo, aminoécidos, 4cidos nucleicos,
proteinas y lipidos23‘30. Estudios realizador por Muzzareli demostraron que este polisacarido es
quimio-atractivo, activador de macrofagos, promueve la cicatrizacion y la reepiterializacion,

estimula la interaccion integrina-célula, previene infecciones, puede modificarse por via
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enzimatica y quimica, es muco-adhesivo, puede controlar la liberaciéon de citoquinas,

componentes de matriz extracelular y antibi6ticos®'.

1.1.3. Nanoparticulas de Oro: desde sus inicios al dia de hoy

Aunque parezca sorprendente, el uso del oro en el mundo antiguo no siempre se limité a definir
escalas sociales y politicas. Registros médicos provenientes del siglo XVI revelan que este metal
fue usado como un tratamiento empirico para combatir la epilepsia, el cual seria retomado, en el
siglo XIX para combatir los efectos de las terrible enfermedad del momento conocida como la
sifilis, este tratamiento, consistia en aplicar una solucion de oro en el area afectada para
disminuir las lesiones presentes en el paciente, lo que posteriormente seria explicado y
comprobado por Robert Koch, quien expuso el efecto bacteriostatico que producia el cianuro de

oro en el bacilo de la tuberculosis®>.

En el mes de Abril de 1856, Michael Faraday obtuvo la primera soluciéon de oro coloidal
conocida a cual llamo “oro en estado dividido”, dicha solucidn, fue una mezcla acuosa en la que
el metal se encontraba fraccionado a un grado tal, que el ojo humano no podia diferenciar las
particulas que se encontraban en ella. En 1951 Turkevich publica el estudio de la nucleacién y
crecimiento de particulas de oro usando citrato de sodio como agente reductor del 4cido cloro
aurico, método que fue mejorado por Frens en 1973. A partir de este momento, la reduccion
quimica de las sales metdlicas de oro fue tema de estudio para muchos cientificos, el
entendimiento de los sistemas que permitieran obtener particulas controlando el tamafio y la

forma de las mimas gener6 gran interés en el mundo quimico y fisico™.

1.1.4. Sintesis de AuNp's

Existen varios métodos para sintetizar nanoparticulas pero de manera general se pueden dividir
en dos tipos, el primer tipo se conoce como “top down” o de arriba abajo, que consiste en romper
sistematicamente un trozo de oro hasta obtener un tamafio especifico, generalmente se emplean

métodos fisicos, el mayor problema de este método es la dificultad y el costo que se representa el
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control del tamafio y la forma de la particula, otra limitante de este procedimiento es la baja

probabilidad de funcionalizacion del producto obtenido con otras sustancias.

El segundo tipo de sintesis “bottom up” o de abajo hacia arriba, como su nombre lo indica se
fundamenta en originar Np's a partir de moléculas individuales, por medio de sintesis quimica,
se realiza una reaccion de 6xido-reduccion de una sal metalica. El proceso inicia a partir de un
atomo del elemento, el cual sufre una etapa recubrimiento o nucleacion y posteriormente otra de
crecimiento, lo que da lugar a la sintesis “in situ”. Especificamente, para las AuNp’s se ha
propuesto que la relacion de formacion de las mismas esta dada por 10n’+ 2, donde n
corresponde al niimero de capas que rodearian al atomo principal, por lo que la particula mas

pequeiia se encontraria conformada de 13 4tomos®.

1.1.5. Método de Turkevich

El método de Turkevich se encuentra clasificado en el tipo de sintesis “bottom up”, ya que su
principio basico consta en reducir una solucion de acido clorodurico (HAuCls) usando citrato de
Sodio (CS) como agente reductor y estabilizante, en una temperatura cercana a la ebullicion del
agua. En principio, la reaccién da lugar a la formacién de centros de nucleacion, a los que se

uniran atomos de oro formando asi la nanoparticula.

Esta técnica se ha catalogado como la mas famosa entre muchas, pero €xito de la misma, radica
en la posibilidad de controlar tamafio de la particula variando la relacion entre citrato de sodio/
acido cloroaurico, obteniendo particulas monodispersas estables en un intervalo de 10 a 60 nm
como se observa en la figura 2. La adicion de citrato de sodio modifica el pH de la reaccion,
influenciando directamente la distribucion del tamafio de particula, debido que al incrementar la
concentracion de CS se obtienen mas sitios de nucleacion y por lo tanto particulas con menor

tamafio>".
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H,0

R = cC=—0

CH 2™

Figura 2. Estructura de una nanoparticula obtenida por el método de Turkevich. Tomado de P. Zhao et al.
Coordination Chemistry Reviews (2013).

1.1.6. El papel del agente reductor

Como se expuso previamente, la obtencion de nanoparticulas por medio de sintesis quimica se
fundamenta en la reduccion de una sal metalica usando un agente reductor y aunque el CS ha
demostrado ser bastante efectivo, algunas aplicaciones exigen condiciones tanto fisicas como
quimicas especiales, por este motivo, han propuesto multiples variaciones al método de
Turkevich que se basan en emplear otros agentes reductores con fines diversos entre los que se

encuentran:

e Disminuir el tamafio de particula

e Generar alternativas mas economicas
e Escalar el procedimiento

e Aumentar la funcionalizacion

e Disminuir la toxicidad

e Incrementar propiedades especificas
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Un ejemplo claro es el método propuesto por Brust-Schiffrin que consiste en usar bromuro de
tretra-octilamonio (TOAB) en una solucién de tolueno y borohidruro de sodio como agente
reductor, para obtener nanoparticulas en soluciones no polares, el producto de este método puede
funcionalizarse con medicamentos oleosos, aceites, y polimeros hidrofobicos. Adicionalmente se
ha explorado la posibilidad de emplear aminoacidos, acido ascorbico y polisacaridos, con el fin

obtener métodos amigables con el medio ambiente, disminuir la toxicidad (Skimling).

1.1.7. El quitosano como agente de reductor

El CS se caracteriza por ser un polication que en presencia de sales metalicas puede actuar como
agente reductor y estabilizante. Estudios realizados por Huang & Yang en 2004 demostraron
que, este polisacarido es efectivo en la sintesis de nanoparticulas de oro y plata, ya que variando
tanto el peso molecular como la concentracion del mismo se pueden obtener sitios de nucleacion,
y estabilizar la solucion coloidal simultaneamente. Aunque existian estudios previos sobre el uso
de algunos azucares como agentes estabilizadores de Np's, el uso del quitosano como reductor

en estos sistemas representa grandes ventajas3 2

En primer lugar, los boratos, citratos y demds surfactantes utilizados en la sintesis, pueden
incrementar la probabilidad de obtener respuestas adversas en sistemas bioldgicos. Aunque se
conoce que el tamaiio de particula puede inducir dafio celular, también es un hecho que la carga
superficial de una nanoparticula estd dominada por medio en el que se encuentra, al ser
biocompatible, biodegradable y no toxico, se obtienen particulas recubiertas faciles de
funcionalizar con infinidad de moléculas y baja probabilidad de reacciones desfavorables. En
segundo lugar la fuente de este recurso es un desecho de la industria camaronera por lo que es
bastante econémico en relacion a otros agentes reductores usados convencionalmente lo que da
lugar a desarrollar particulas usando un solo componente que ademas de reducir estabiliza la

. . . . . 7
particula por medio de un proceso amigable con el medio ambiente®’, 3
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1.1.8. La estabilidad de la particula

Al obtener particulas tan pequeiias algunos electrones presentes en el atomo pasan a la superficie
del medio generando una carga superficial levemente positiva o potencial de Nernst, este efecto
provoca la adsorcion de aniones presentes en el medio inmediato que rodea la nanoparticula
confiriéndole una carga levemente negativa casi cercana a cero, lo que se conoce como el
potencial zeta negativo. Lo que implica que una nanoparticula de oro requiere cargas muy
pequenias tipo Van der Waals, para generar repulsiones electrostaticas entre particulas y fuerzas
de atraccion leves entre las mismas para lograr a un sistema estable que dependera de la
absorcion de los iones presentes en el medio y seran suministrados por el agente estabilizante

empleado en la sintesis®.

La teoria de DLVO propuesta por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek, explica la interaccion
entre las particulas de un coloide justificando la estabilidad por medio fuerzas de atraccion tipo
Van Der Waals y fuerzas electrostéticas repulsivas de Coulomb. Dicha teoria expone que cuando
la distancia entre dos particulas disminuye, la fuerza de interaccion que se produce, puede
calcularse como una combinacion de fuerzas (atraccion Van der Waals, repulsion electrostaticas
de Coulomb). Asi pues, cuando disminuye la distancia entre dos particulas tanto las fuerzas
atractivas como las de repulsion electrostatica aumentan, teniendo en cuenta que la nanoparticula
se encuentra en un medio liquido y esta compuesta de n cantidad de atomos, estas fuerzas se
anularan en su mayoria, sin embargo, la polarizacion en la particula dependera del medio en el
que se encuentre, si dicho medio genera una carga superficial dominante en la particula,
incrementando la barrera energética, entonces se obtendra un estabilidad coloidal debido a que

las fuerzas repulsivas impediran la agregacion de las particulas.

1.1.9. Propiedades épticas de las nanoparticulas

Cuando una particula interacciona con un haz luz incidente, el campo electromagnético induce
una polarizacion de los electrones de conduccion o libres en la superficie de la particula (banda
de conduccion), de esta manera la diferencia de carga que se genera produce una oscilacion

dipolar de los electrones a una frecuencia determinada, lo que se conoce como el plasmén de
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resonancia superficial. La energia que se produce por esta oscilacion depende de la densidad de
electrones libres y del medio dieléctrico que rodea la particula, y se encuentra en el rango de luz

visible para los metales.

Las nanoparticulas de oro con un intervalo de tamafio de entre 10 a 60 nm presentan un color
rojo brillante caracteristico y su maximo de absorbancia se observa entre los 520 y 540 nm. La
teoria de Mie para la absorcion y dispersion de la luz por esferas explica la relacion existente
entre la coloracion y el tamafio de particula, por medio de la relacion entre la ley de Lambert-

Beer y el nimero de particulas por unidad de volumen®.

1.1.10. Espectroscopia dieléctrica

Para comprender el concepto de espectroscopia dieléctrica o espectroscopia de impedancia es
necesario conocer algunos conceptos basicos. La impedancia es la suma de dos componentes: la
resistencia (R), la cual se mide en ohmios en honor a Georg Simon Ohm y la reactancia (X)
Matematicamente la impedancia puede representarse como lo muestra la ecuacion donde la parte

real esta dada por R y la imaginaria por X.
Z = R+HX

Es un hecho que todos los materiales se componen de moléculas que estdan compuestas de
electrones, lo que implica que todos los materiales conducen electricidad en mayor o menor
medida. Los materiales conductores, generalmente metalicos poseen una alta densidad de
electrones libres, por lo que, la resistividad al paso de la corriente serd baja, y dichos electrones
podran moverse facilmente generando un flujo constante. A diferencia de un material dieléctrico
o aislante que presenta una R alta por lo que tiene baja concentracion de electrones, sin embargo
cuando un dieléctrico es sometido a un campo eléctrico los electrones y a su vez los iones

presentes el material seran los responsables de la aparicion de la corriente y la polarizacion.

La espectroscopia de impedancia eléctrica puede ser una herramienta poderosa, debido a que
puede medir la tendencia que presenta un material a polarizarse cuando es sometido a un campo
eléctrico en funcion de la temperatura y la frecuencia desde frecuencias bajas o lentas de pHz

pasando por medias y llegar hasta altas o rapidas 7Hz. Esta técnica es sensible a especies
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dipolares y cargas localizadas en un material, puede determinar sus fuerzas, su cinética e incluso

su estructura.

1.1.11. Polarizacion dieléctrica

Tradicionalmente se distinguen tres mecanismos basicos que pueden contribuir a la polarizacion:
polarizacion electrdnica, ionica y dipolar

e Polarizacion electréonica

Un material compuesto por atomos posee una nube electronica de carga negativa unida a una
carga puntual positiva en el centro, en presencia de un campo eléctrico esta nube se distorsiona
dando lugar una redistribucion de cargas o formacion de un dipolo, el cual a su vez genera un
momento dipolar que puede ser o no permanente. La polarizacion electronica se establece de
inmediato (= 10™'° seg) el fenémeno especifico descrito es el desplazamiento de una nube de

electrones con respecto al nicleo formando un dipolo.

e Polarizacion ionica

En un material aislante ideal, el valor de la conductividad es cero, lo que significaria que no
existen moléculas cargadas eléctricamente en su estructura. Sin embargo, estos materiales poseen
diferentes fases y por lo tanto existiran iones y electrones en la interface de los mismos. En este
caso al someter el material a un campo eléctrico las moléculas se desplazaran hasta encontrar
posiciones de equilibrio para que la fuerza del campo y la fuerza de oposicion elastica sean
iguales entre ellas y se anulen. Esta polarizacion asi como la electrénica se da instantaneamente

(=101 seg), se describe por el desplazamiento de un ion con respecto a otros.

12
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e Polarizacién dipolar

La polarizacion dipolar o de orientacion consiste en el cambio de orientacion de los dipolos
permanentes de las moléculas al aplicar un campo eléctrico Todos los atomos y moléculas
pueden presentar un momento dipolar, cuando un material es sometido a un campo eléctrico se
produce un momento dipolar inducido. Sin embargo, en materiales dieléctricos, amorfos y
liquidos polares se presenta un momento dipolar permanente, en el cual, los dipolos se orientan
en la direccion del campo eléctrico inducido. Al retirar el campo eléctrico los dipolos en
materiales polares no regresan a su posicion inicial instantaneamente, por lo que los momentos
dipolares se mantienen en un estado de inercia y el reordenamiento de los mismos es muy lento,
al tiempo que requiere la molécula para regresar a su origen se le llama conoce como tiempo de

relajacion.

1.1.12. Relajaciones dieléctricas

Especificamente la relajacion dieléctrica define el tiempo que requiere un dipolo llegar a una
polarizacion cuando son sometidos a un campo eléctrico externo. La relajacion se escribe en
términos de permitividad compleja como una funcion de la frecuencia por las ecuaciones de

Debye, Cole-Cole, Havrylliak-Negami, etc.

El tiempo caracteristico constante de un proceso de relajacion define el intervalo que requiere el
atomo para encontrar el equilibrio después de una excitacion a este tiempo se le llama tiempo de
relajacion 7, que es dependiente de la temperatura ya que esta directamente relacionado con la
viscosidad del material. En solidos amorfos como los polimeros estos parametros pueden variar

desde segundos a horas e incluso hasta afios, dependiendo de la temperatura.

Los mecanismos de polarizacion que influencian los polimeros estudiados por espectroscopia de
impedancia eléctrica se pueden definir en dos tipos, el primero de estos es la polarizacion debida
a la migracion de iones, este fenomeno produce un aumento en la conductividad del material y
comprende migraciones de carga tanto intrinsecas (transferencia de protones por accion de los

enlaces de hidrogeno), como extrinsecas (iones e impurezas).
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El segundo tipo es la polarizacion dada por la orientacion de dipolos permanentes, como se
explico anteriormente, el dipolo permanente se da cuando la polarizacion del material se orienta
en direccion al campo eléctrico aplicado, producido por movimientos cooperativos en los
segmentos moleculares del material, y pueden medirse por medio de impedancia eléctrica,

siempre y cuando se encuentren en un medio viscoso.

Un polimero en condiciones no ideales es un material heterogéneo, el quitosano por ejemplo
posee en su estructura una fase amorfa y otra cristalina las cuales se separan por interfaces o
barreras internas del material y los contactos. Los portadores de carga pueden moverse por
fuerzas eléctricas entre las fases del material, dando lugar a fenémenos interfaciales, como
resultado de las diferencias de conductividad y permitividad de cada fase. El fendmeno de
relajacion interfacial se explica por una carga de polarizacion o lo que se conoce como

polarizacion de Maxwell- Wagner.

¢ El moédulo eléctrico

La expresion del modulo eléctrico es empleada comunmente para interpretar los datos
experimentales, obteniendo informacion de los procesos de relajacion en materiales que
presentan conductividad ionica. En esta representacion, la polarizacion interfacial y las
contribuciones de los electrodos se desprecian, la parte imaginaria del médulo depende de la
temperatura y puede relacionarse con movimientos iénicos del material por medio del tiempo

“ i .41
donde f, es la frecuencia méaxima del pico™ .

La permitividad compleja (¢) y el factor de perdida (£”) son propiedades de gran interés debido
a que estos parametros permiten conocer la posibilidad que tiene un material para una aplicacion.
En materiales con inclusiones conductoras, la corriente i6nica y los efectos interfaciales podrian
enmascarar los procesos de relajacion dieléctrica en intervalos de baja frecuencia, por esta razon,
para analizar el proceso dieléctrico, la permitividad compleja € * puede determinarse en términos

del mddulo eléctrico M por la siguiente ecuacion:
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’ n

&€ ) €
8’2 + 8"2 + LEIZ + €112

1
M'=—=M+iM" =

Donde M" es la parte real y M’ la imaginaria del modulo eléctrico, ¢’ es la parte real y ¢’ la

imaginaria de la permitividad.
1.1.13. Teoria de Debye

La teoria de Debye asume de forma ideal, que las moléculas presentes en un medio poseen una
forma esférica y al aplicar un campo eléctrico externo, estas no se veran afectadas por el mismo,
debido a que el eje de rotacion de la molécula no sera influenciado por el campo y por lo tanto el
valor de £ no se modificara. En un caso real las moléculas presentes en un medio pueden tener
infinidad de formas, en polimeros las moléculas estan ordenadas en cadenas lineales y muchos
de estos presentan ramificaciones. En fase solida los dipolos tienen mayor probabilidad de
interactuar y su respuesta no depende de un campo eléctrico alternante. El tiempo de relajacion
de estos materiales es de diferentes valores ya que depende de los ejes de rotacion de las
moléculas presentes, dando lugar a que la dispersion se encuentre en un intervalo de frecuencias

amplio.
Un dieléctrico polar poseera a varias frecuencias, se puede describir por:

* gv - gao

£ =g, +——=

1+ jor
Donde & y &. son contantes dielécticas en el limite de frecuencia cero a una frecuencia infinita
respectivamente, @ es la frecuencia que esta dada por w=27f'y res el tiempo de relajacion. La
ecuacion de Debye describe al espectro dieléctrico como una relajacion simple de Debye. La
parte real de la permitividad relativa ¢’ es usualmente se le llama constante dieléctrica ¢” es la
perdida dieléctica que esta relacionada con la energia disipada en el material debido a fricciones

internas del mismo.

Al representar la permitividad en un plano complejo donde £” corresponde al eje de las Y y ¢ al

de las abscisas obtenemos un diagrama de Cole-Cole como se muestra en la figura 3. Cole-Cole
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mostro que para un material con relajacion tipo Debye, al graficar ¢ versus ¢’, cada punto
corresponde a una frecuencia, particularmente se genera un circulo que al intersectar el eje

horizontal (£) a &y &, se obtiene un semicirculo.

& Diagrama de Argand para d modelo de Debye

Figura 3. Diagrama Cole-Cole.

e Correcciones al modelo de Debye

Muy pocos materiales cumplen con las condiciones ideales de la ecuacion de Debye, entre estos
los dieléctricos polares, ya que las moléculas presentes en estos carecen de simetria esférica. Al
aplicar un campo en estos materiales, existird una variabilidad en la frecuencia de relajacion que
como se explico previamente es dependiente del eje de rotacion Bajo estas condiciones al
graficar £” vs £ se observara una distorsion en el semicirculo graficado. En base a esto se han
propuesto modelos alternativos Cole- Cole y Cole- Davison, los cuales estan basados en

ecuaciones empiricas que describen variantes mas cercanas a los materiales no ideales
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e Modelo de Cole-Cole

Las condiciones que propone este modelo son adecuadas para polimeros o materiales orgéanicos
de cadena larga ya que la relajacion es mas lenta, el pico de perdidas tiene un ancho mayor y una

altura menor. La ecuacion propuesta para este modelo es la siguiente:

* 8\‘. _gw

€ =g +——2—.0<a<l
1+(jowr,_ )™

@

Donde la expresion t... es tiempo de relajacion y a es una constante dada por el material que
induce un ensanchamiento simétrico, cuyos valores 0< a <1, son directamente al nimero de
grados de libertad internos de la molécula. Cuando a =0 se obtiene nuevamente la ecuacion de
Debye. En la figura 4 se compara la funcion de distribucion para la aproximacion de Debye y
para la correccién hecha por Cole-Cole, cuando se varia a. para las frecuencias de relajacion
Cole-Cole se observa que &” disminuye mas lentamente en comparacion con la relajacion de
Debye. Cuando hay un incremento de ¢, el factor de perdida £~ es mas ancho para la relajacién

del modelo Cole-Cole y el valor de pico &max €s menor.

2.:02
A7 N
/2 2

Figura 4. Diagrama de Cole-Cole, Cuando a= 0 se recupera la ecuacion original de Debye y por tanto las
caracteristicas ideales.
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e Modelo Cole- Davidson

Este modelo representa fendmenos de relajacion también para materiales organicos pero con la
variacion de que presenten estructuras asimétricas y por lo tanto relajaciones asimétricas en base

a su eje de rotacion. La férmula empirica propuesta es:

PR . B
(1+jwrtl—c)ﬂ

©

Donde 0< B <1 es una constante caracteristica del material que describe la asimetria del mismo,
a baja frecuencia la parte de £’ se mantiene sin cambios hasta que fincrementa de 0 a 1, sin
embargo, a frecuencias altas la parte de ¢ inferior a fincrementa. Cuando f = 1(Debye) se
obtienen valores aun mas bajos ya que la temperatura disminuye pues la asimetria de su
relajacion aumenta y por lo tanto el valor de £ disminuye.

Para la parte de £”, a bajas frecuencias incrementa £y para altas frecuencias £ decrece. El punto

principal a notar es que la curva de £” versus &’ pierde la simetria

0.8
— e
- 0..6'..-00‘000.\..\

o

Figura 5. Diagrama de Cole-Cole, Cuando =1 se recupera la ecuacion original de Debye y por tanto las
caracteristicas ideales
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1.1.14. Relajaciones dieléctricas en polimeros

Un material polimérico se caracteriza por ser una macromolécula compuesta por unidades
repetitivas que forman cadenas lineales unidas entre si, adicionalmente presentan grupos
quimicos ramificados a la cadena principal generando estructuras complejas. Los procesos de
relajacién que se presentan en polimeros sélidos, involucran cambios de orientacion molecular
en el material, descaderando variaciones en las propiedades mecanicas y eléctricas de los
mismos. Sin embargo debido a la complejidad de estos materiales, el estudio de los miltiples

procesos de relacion requiere herramientas especiales.

La espectroscopia de impedancia eléctrica permite detectar diferentes procesos de relajacion
determinando variaciones de conductividad en funciéon de la temperatura. Retomando el
principio de polarizacion, al someter el material bajo la acciéon de un campo eléctrico, la
orientacion de los grupos polares cambia en direccion al campo empleado, al incrementar o
disminuir la temperatura, se genera un cambio en la movilidad molecular. Tanto en polimeros
sintéticos como biologicos se puede observar una relajacion primara o relajacion o y una serie de
relajaciones secundarias (B, wet y y), las cuales se han atribuido a movimientos locales
especificos en la molécula poliméricas, sin embargo, en caso de los polisacarido dichas

relajaciones pueden presentar variaciones debido a la capacidad higroscdpica que poseen.

o Relajacion o

La relajacion o a nivel molecular se relaciona con el movimiento cooperativo de segmentos de
cadena principal, por esta razén se asocia con la transicion vitrea (7g), aunque la ciencia de
polimeros aun no ha podido establecer con claridad una relacién especifica que explique la
dependencia de estos parametros, en la practica, es bastante comun relacionar la 7g de polimeros
solidos con el movimiento cooperativo de las moléculas, lo que macroscopicamente se observa
como el cambio de la viscosidad en un polimero, representa un aumento en el tiempo de
relajacion ya que la distribucion molecular del material cambia por efecto de la temperatura, este
fendémeno, es de tipo no lineal, y puede describirse por medio de la ecuacion de Vogel Fulcher
Tamman Hess (VFTH)
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1
270(T)

A
T)= exp(———
F(T) o exp( T_T”)
Donde log fo~ = 10'°-10"*Hz y A son constantes, 7 es la temperatura de Vogel, que

generalmente es de 50-70°K menor que la temperatura de transicion vitrea Tg.

En 1994 Edwards y Evans propusieron que la relacion entre la relajacion « y la temperatura de
transicion vitrea podian explicarse basandose en el modelo del tubo reptante, el cual contempla
que un polimero puede representarse como un conjunto de puntos a lo largo de un plano unidos
entre si (cadena principal o primitiva), donde cada esfera se encuentra rodeada maximo de 12
estructuras vecinas similares (N, <12), confinando la estructura a un tubo flexible que presenta

movimientos brownianos a lo largo de la cadena.

De la misma manera observaron que el modelo del tubo reptante podia comparase facilmente con
un fluido en movimiento, por esta razon, se relacion6 el fenomeno de difusion constante con un
sistema de tubos o varillas orientados al azar y por medio de aproximaciones matematicas se
comprobo que la Temperatura de Vogel puede encontrarse en una region cercana a la 7g, debido
a que el fenomeno fisico se genera por una naturaleza molecular similar, y probablemente en
condiciones ideales estas dos temperaturas serian equiparables, sin embargo, se debe tener en
cuenta que para casos no ideales, el peso molecular del polimero afecta el valor de la Tg ya que
las estructuras no seran del todo lineales y los extremos de cadena seran propensos a enlazarse o
liberarse de otras cadenas, dominando entonces los movimientos de cadena principal y por tanto,

la viscosidad, el tiempo de relajacion y la temperatura de transicion vitrea*,
e Relajacion g

La relajacion S es el fenomeno mas observado en polisacéridos puros a bajas temperaturas en el
intervalo de (-135 a 20°C), se ha relacionado con movimiento de segmentos cadena mediado por
enlaces glucosidicos tipicos de glucopiranosas, asi mimo a esta relajacion se le atribuye la

dindmica local de la cadena polimérica.
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e Relajacién y

Se relaciona con el movimiento de radicales de cadena, particularmente grupos OH, -O-CH,-OH,
-NH,. Este proceso es muy rapido y solo se observa en polimeros que tienen un volumen alto de
ramificaciones susceptibles a presentar momento dipolar. Detectar esta relajacion puede ser un
proceso complejo debido a que se requiere trabajar en frecuencias mayores de 1MHz para las

unidades repetitivas alcances una orientacion completa.
. Relajacion B,

Esta relajacion se asocia con el grado de humedad presente en un polisacarido, a temperaturas
menores de 100° C, aunque no esta claramente descrito el fenémeno fisico que produce se

relaciona con el movimiento de segmentos de cadenas principales unidas a moléculas de agua.
¢ Relajaciéon o

Esta relajaciéon se presenta a temperaturas mayores a 60°C y es parte del grupo de las
relajaciones secundarias en polimeros, se relaciona principalmente con el proceso de migracion
de protones que ocurre después de la relajacion a. En perspectiva, al incrementar la temperatura
el primer proceso que ocurrira serd el movimiento de las cadenas principales que componen la
matriz polimérica, a continuacién, se presentara un reacomodo de la estructura y finalmente
existird migracion de protones a través de la misma. La relajacion o se reconoce como una
dependencia de lineal de la conductividad, por medio de una regresion lineal tipo Arrhenius se
obtiene el valor de la pendiente con el fin de calcular la energia de activacion que requiere el
sistema por medio de la siguiente ecuacion:

E
r=ryexp(o )
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Donde 7, es el tiempo de relajacion R es una constante y T es la temperatura. Einfeldt y
colaboradores afirman que este proceso de relajacion se relaciona con el potencial de barrera que

. . . .z . 43
se presenta en materiales con fases diferentes en las cuales se genera migracion de iones™.

1.1.15. Influencia del agua en los procesos de relajacion en polisacaridos

Aunque el origen de las relajaciones térmicas se atribuye directamente al movimiento de
cadenas, radicales, y migracion de iones, en el caso de los polisacaridos, las interacciones de
estos materiales con moléculas de agua distorsionan los procesos de relajacion alterando las
propiedades fisicas, micro mecédnicas y el comportamiento dieléctrico de los polimeros
biolégicos. Estudios realizados en celulosa y quitosano demostraron que los grupos hidroxilo y
amino promueven la absorcion de moléculas de agua causando hidratacion del material, dando
lugar a interacciones de diferente tipo entre la matriz polimérica y la molécula de agua, haciendo
complejo el analisis de estos materiales. Sin embargo para el entendimiento de estos fendémenos
se han utilizado técnicas complementarias, como la difraccion de rayos X y analisis
termogravimétricos, para conocer la distribuciéon y porcentaje de absorciéon de agua en el

material.

Particularmente en quitosano se ha determinado que las moléculas de agua pueden encontrarse

en tres estados diferentes:

e Agua Ligada (no congelable): En este estado las moléculas de agua se unen fuertemente a
los grupos hidroéfilos, se le denomina agua no congelable, debido que solo llega a
congelarse a -20°C, ademas, no muestra transicion térmica por DSC.

e Agua ligada (congelable): es agua que esta unida débilmente a la cadena polimérica o a
moléculas de agua no congelable. Este tipo de agua se funde por calentamiento a
temperaturas mayores a 0°C.

e Agua libre (capilar): Este tipo de agua se volatiliza facilmente durante el calentamiento y
hasta una temperatura de 100 a 110° C, es la porcién de agua que se congela con mayor
rapidez, debido a que las moléculas de agua se encuentran débilmente ligadas, este estado

es el principal responsable de la actividad de acuosa en un polimero.
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Generalmente, los polimeros que contienen grupos amida como el quitosano presentan una
relajacion dieléctrica y mecanica a temperaturas bajas cercanas a -70°C y 1 MHz, esta relajacion
es cominmente llamada relajacion f,.,, ya que es altamente sensible al contenido de humedad.
Einfieldt y colaboradores han relacionado los movimientos de cadena por medio de enlaces
glucosidicos entre cadenas vecinas correspondientes a dindmicas de cadenas locales con la
relajacion 2, dichas movilidades aparecen cerca de 10° Hz, por otra parte, Nishinari y Montes en
estudios independientes atribuyen el origen de la relajacion S a la rotacion de grupos metilo en
unidades de glucosa, aunque existen multiples publicaciones que atribuyen ciertos tipos de
relajacion a movimientos tipicos de una parte de la cadena o ramificacion de la misma, lo cierto
es que, en polisacaridos las relajaciones secundarias (5, fwet, o) y por consiguiente las
propiedades dieléctricas y mecanicas se encuentran estrechamente ligadas a su grado de

hidratacion.

En el caso particular que compete a esta tesis, se expone el contexto del quitosano como un
polisacarido semicristalino que puede presentar dos fases: una regién hidratada o tendén
asociada con la fase amorfa y una region anhidra o templada, relacionada con la fase cristalina,

que dan lugar a tres tipos de sales acidas de CS:

e Tipo I: es una estructura anhidra por completo que se presenta en una doble hélice
plegada y rigida
e Tipo II: comprende una doble hélice relajada e hidratada

e Tipo III: es un complejo, hidratado de cuatro hélices y otro anhidro de 5 hélices

En condiciones ambientales este polisacarido tiene la capacidad de captar moléculas de agua
presentes en su entorno (higroscopico), generando una compresiéon y descompresion de la
estructura que modifica drasticamente su porcentaje de cristalinidad, debido a que, la interaccion
entre el quitosano y el agua se forma por medio de enlaces de hidrogeno a partir de grupos
radicales (-OH, NH,), los cuales pueden estar presentes entre cadena y cadena o en los extremos
de las mismas, lo que genera una variacion dependiente de la humedad en las fases amorfa y

cristalina del polimero.
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Estudios realizados por Kobasi y colaboradores mostraron que el grado de cristalinidad del
quitosano disminuye a medida que aumenta el entrecruzamiento y el porcentaje de humedad,
ubicando los planos hkl respectivos del quitosano anhidro {(110),(020),(012),(120),(121)} y
quitosano hidratado {(012),(120),(200),(210)}, se demostré que la celda unitaria (4 unidades
para la estructura anhidra, 8 unidades para la hidratada) sufre una expansion incrementando la
distancia interplanar en funcion de la humedad. Dichas expansiones pueden asociarse con las

relajaciones térmicas que se observan por espectroscopia de impedancia eléctrica.

El efecto plastificante originado por la absorcion de agua en los polisacaridos afecta la
viscosidad del material desencadenando variaciones en las relajaciones térmicas y demas
parametros que se derivan de esta, un ejemplo claro se observa en la variabilidad de la Tg en el
quitosano en funcion de la temperatura de Vogel y por tanto del pico correspondiente a la
relajacion a. Para quitosano anhidro el valor de la resistividad es muy alto (probablemente 1072
Q x cm) lo que implica un comportamiento no conductivo debido a la ausencia de portadores de
carga, sin embargo al hidratar la molécula, los grupos polares (NH;") y los iones OH™ débilmente

unidos promueven procesos i6nicos que permiten detectar resistividades menores**

Crofton y Pethrick estudiaron el comportamiento de la perdida dieléctrica a bajas y altas
temperaturas en el polisacarido de la celulosa y su relacion con el contenido de agua, observando
que existen dos fendmenos importantes gobernados por el porcentaje de humedad que afectan
directamente a las relajaciones dieléctricas de polimeros bioldgicos. En muestras con bajo
contenido de humedad se observo que al incrementar la temperatura se obtuvo una dependencia
de la conductividad casi lineal, lo que indica que en la estructura no se presentaron movimientos
de cadena principal, sino de sitios especificos. Dicho efecto fue atribuido a la reorientacion de
radicales idnicos, incluyendo hidroxilos y acetilos provenientes de solventes orgéanicos, en
contraste con muestras hidratadas que presentaron un aumento en la amplitud del pico obtenido,
en funcion del porcentaje de humedad de la muestra, y fue relacionada la movilidad de protones,

p . i s — 45
lo que implica movimientos de cadenas principales™ .
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1.1.16. Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

El DMA es una técnica de analisis térmico que mide las propiedades de los materiales sometidos
a esfuerzos periodicos, esta metodologia es usada comiinmente en materiales de naturaleza visco
elastica (polimeros) y consiste en medir el tiempo de desplazamiento (deformacion sinusoidal)
producido cuando al aplicar una tension, por tanto es posible, determinar el modulo de la muestra
y la propiedad amortiguante de la misma. El tiempo de retrasé en la deformacion se reporta
como la fase de retraso y fisicamente es el angulo al que se orientan las cadenas del polimero

cuando reciben un esfuerzo, también llamado tangente de delta (tan J).

Los materiales viscoeldsticos presentan dos fases simultaneas (liquido-solido) dependientes del
tiempo, lo que significa que la velocidad de deformacion del material depende de la
conformacion del mismo. Las propiedades vitreas se producen en moddulos mayores y
temperaturas bajas y las elasticas en méodulos bajos y temperaturas altas. La temperatura de
transicion vitrea puede ser determinada por medio del analisis dindmico mecanico en funcion de
la temperatura y puede relacionarse con la relajacion a, por medio de la frecuencia dependiente

de la naturaleza de transicion.

Para obtener la temperatura de transicion vitrea (7g) de un material se emplean tres parametros

importantes: la parte real del modulo

e E" de inicio (mddulo de almacenamiento): es la parte real del médulo y se da a bajas
temperaturas, generalmente se relaciona con fallas mecanicas del material.

e E”: es la parte imaginaria del médulo, se observa en temperaturas intermedias y se ha
relacionado con el cambio de las propiedades fisicas atribuidas a la 7g en plasticos, se
asocia a la temperatura a que se inicia el proceso de movimiento de segmentos de cadena
que se correlaciona con la aparicion de la temperatura de transicion vitrea.

e tan O: Algunos autores emplean esté expresion para comparar los resultados de las
mediciones de DMA y espectroscopia eléctrica. Se observa a altas temperaturas y se ha
determinado como un punto intermedio entre los estados elasticos y vitreos de los
polimeros. Lo mas importante de este parametro es que tanto el ancho como la forma del

pico cambian drasticamente en relacion al grado de cristalinidad de la muestra.

25
Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas



CAPITULO 1 Antecedentes

1.2. Diseiio de materiales complejos para regeneracion de tejidos

El avance tecnolégico en la sintesis y caracterizacion de materiales ha desatado una lista
interminable de nuevas propuestas en el area biomédica, algunos autores describen esta
tendencia como la era de la medicina personalizada, ya que a partir de una necesidad especifica
se desarrolla una alternativa de tratamiento. Un biomaterial perfecto es aquel se usa como
herramienta en la deteccion, diagndstico o tratamiento de un padecimiento, por medio de
sistemas “inteligentes”, lo que implica que responden a un factor determinado sin producir

alteraciones o dafio al organismo*.

Particularmente en la regeneracion de tejidos se han desarrollado soportes celulares
tridimensionales a partir de polimeros y proteinas especificas, obteniendo buena adhesion y
viabilidad celular, sin embargo, con la llegada de la nanotecnologia se ha abierto un sinfin de
posibilidades para perfeccionar dichos materiales agregando estructuras nanométricas que
permitan potenciar diferentes sus caracteristicas. En 2009, Zhang y colaboradores demostraron
que nanocompositos a base de quitosano y nanoparticulas de oro poseen biocompatibilidad,
aunque el quitosano por si mismo promueve la adhesion y proliferacion celular de queratinocitos,
al adicionar nanoparticulas de oro se obtienen mejores resultados disminuyendo la probabilidad

de desdiferenciacion a fibroblastos*’.

Estudios adicionales sefialaron que el uso de nanoparticulas disminuye el oxigeno reactivo
dependiendo de la dosis usada, adicionalmente pueden catalizar la oxidacion de NADH a NAD
aumentando la actividad antioxidante de la vitamina E, ademds, inhiben la formacién de
osteoclastos que inducen la activacion del factor nuclear potenciador k3 que esta relacionado con
la respuesta inflamatoria producida por estrés oxidativo derivado de macréfagos. Nanoparticulas
entrecruzadas con antioxidantes disminuyeron la expresion de CD68 e incrementaron la
expresion de SOD1 lo que sugiere esta combinacion disminuye la respuesta inflamatoria en

. ‘ 4
lesiones de piel provocadas en ratones 8
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1.3. Introduccién a la inmunologia

El sistema inmune es el mecanismo natural del organismo compuesto por dérganos, células y
moléculas que funcionan de manera coordinada, este sistema diferencia lo propio de lo extrafio,
su accion principal es proteger nuestro cuerpo de agentes que pueden generar algtn dafio, como
bacterias, patogenos y células tumorales. Una de sus principales cualidades es la capacidad de

aprender y acoplarse a diversos y nuevos ambientes externos, ademas de poseer memoria y

selectividad.
Para su estudio podemos se puede separar en inmunidad innata € inmunidad humoral:
e Lainmunidad innata o natural:

Esta compuesto por diferentes 6rganos que nos protegen del medio ambiente externo tal
como la piel, asi como de compuestos quimicos derivados de nuestro cuerpo enfocados a la
destruccion de patdgenos tal como el 6xido nitrico y perdxido de hidrogeno y células como
macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas, eosinofilos, basofilos, mastocitos, células NK,
plaquetas y proteinas encargadas de la homeostasis del cuerpo. Los cuales en conjunto
conforman la primera linea de defensa de nuestro cuerpo ante la entrada de cualquier

sustancia extrafia a nuestro cuerpo. Como se muestra la figura 6.
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Figura 6. Mecanismos de la innata y adaptativa.
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e Inmunidad adaptativa o especifica

Esta inicia de las 4 a las 12 horas de haber entrado el agente extrafio al cuerpo y esta a cargo de
las células B y T, con la finalidad de tener una respuesta especifica de antigeno, esto
dependiendo de la intensidad de la antigenicidad de la sustancia o microorganismo, puede
montar una respuesta de memoria hacia el antigeno que le dio origen o no, esto con la finalidad
de tener una respuesta mas rapida cuando se presenta de nuevo el microorganismo o sustancia
extraiia. Una respuesta de este tipo es muy efectiva para la eliminacién de manera especifica del
patogeno. Los linfocitos B ejercen una respuesta humoral en base a anticuerpos especificos e
inespecificos de antigeno y los linfocitos T ejercen un papel regulatorio del sistema inmune asi
como de toxicidad celular hacia microorganismos de manera directa o por mediadores

moleculares liberados al medio ambiente extracelular.

Cabe mencionar que tanto la inmunidad innata como la especifica tienen la facultad de producir
moléculas solubles conocidas como citocinas, las cuales ademas de mediar la respuesta inmune,

estan involucradas en los procesos de crecimiento celular®.

¢ Respuesta inflamatoria mediada por citocinas

Las citocinas son proteinas solubles de bajo peso molecular que se producen en cantidades
minimas (picogramos) y producen la activacion y desactivaciéon de factores en la respuesta
inmune, especificamente en la respuesta inflamatoria se encuentran dos grupos: proinflamatorias
e inmunosupresoras o antiinflamatorias. Es importante comprender que estos procesos funcionan
como una cascada de sefializacion donde un producto causa la produccion o no de otro. En la
figura7 se puede observar un esquema representativo que simplifica y relaciona las c€lulas que

originan las citocinas y los factores involucrados en el proceso inflamatorio.
La respuesta inflamatoria se caracteriza por la produccion cronoldgica de tres citocinas:

e Factor de necrosis tumoral (TNF): se puede producir por monocitos, macréfagos,

linfocitos T, B células NK vy fibroblastos, como su nombre lo indica su funcién principal
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es la necrosis de tejido tumoral, aunque también se le atribuye el aumento de temperatura

corporal.

interleucina 1 (IL-1): Producida por monocitos, macrofagos, células dendriticas,
endoteliales, NK entre otros, esta proteina induce la produccion de histamina generando
dilatacion en los vasos sanguineos y aumento de la permeabilidad vascular ademas

promueve el incremento de temperatura corporal.

interleucina 6 (IL-6): se produce por monocitos, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales y linfocitos T, particularmente esta relacionada con la produccion del

fibrinégeno en la fase aguda de la inflamacion.

Por otro lado la actividad antiinflamatoria esta mediada por otro grupo de citocinas que activan

la accion de linfocitos B inhibiendo la respuesta inflamatoria, entre estas se encuentran:

Interleucina 4 (IL-4): Esta citocina es producida por linfocitos T y basofilos, interviene en

los procesos inflamatorios de los macrofagos y bloquea la accién de la IL-1.

Interleucina 13 (IL-13): se produce por linfocitos T y actua en conjunto con la IL-4,
inhibe las citocinas producidas por los monocitos entre estas la IL-6 contrarrestando la

accion inflamatoria
Interleucina 10 (IL-10): producida por macrofagos y linfocitos B, es la citocina

inmunosupresora mas importante ya que inhibe la produccién del factor de necrosis

tumoral y otras citocinas que median la diferenciacion celular.
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Figura 7. Esquema de produccién de citocinas.

e 1.3.1. Técnicas cominmente usadas para la evaluacién de la citotoxicidad

La citotoxicidad celular se define como la alteracion celular en una o mas funciones principales,
promovida por un cuerpo extraiio, lo que conlleva a un dafio estructural o metabdlico. Como se
expuso anteriormente el efecto producido por un antigeno esta mediado por diversos factores, los
cuales pueden ser monitoreados por técnicas directas e indirectas, que se correlacionan entre si.
La técnica del MTT o Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol es una de las
pruebas usadas cominmente para medir de manera indirecta la citotoxicidad de un componente y
por tanto la viabilidad celular. El MTT es un colorante amarillo soluble en agua que penetra
facilmente la célula, cuando esta se encuentra viable, como se observa en la figura 8, la enzima
succinato- deshidrogenasa producida por el metabolismo mitocondrial reduce el compuesto a
azul-purpura de formazan usando NADH como donador de electrones. La formacién de cristales
de Formazan, se relaciona directamente con la cantidad de células viables y puede medirse por
medio de espectroscopia visible a una absorbancia de 570 nm. Esta técnica permite conocer si el
metabolismo celular ha sido alterado y puede complementarse con una prueba sencilla de

o g ees 5 . . .4 50
viabilidad con azul tripano, eosina o naranja de acridina™".
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o Q-

e e

Figura 8. Reaccién de reduccién del MTT a Formazin, la enzima succinato deshidrogenasa

El contacto con un antigeno téxico produce estrés oxidativo celular, el cual se caracteriza por la
emision de especies de oxigeno reactivas, estas moléculas actiian como radicales libres con
potencial oxidativo, afectando los grupos sulfihidrilos proteicos presentes en las membranas de
microorganismos y células tumorales. La oxidacion de las proteinas conduce al agotamiento de
glutation citosolico, que a su vez reacciona con el anién superéxido formando Oxido Nitrico
(NO), esta produccién de NO se ha atribuido directamente a los macréfagos, aunque algunos
estudios indican que las plaquetas pueden producir este oxido. La determinacién del NO se
puede realizar por varias técnicas, sin embargo, la técnica mas usada se basa en el uso de la
enzima nitrato reductasa para promover la oxidacion de nitratos a nitritos que en presencia del
reactivo de Griess toman un color purpura oscuro, el cual puede medirse por densidad dptica y

correlacionarse por medio de una interpolacion a una cantidad cuantificable de producto®

e Células de hepatoblastoma humano Hep G2

Hep G2 es una linea celular inmortal obtenida de un nifio de 15 afios de origen argentino, la cual
se caracteriz0 por presentar un carcinoma hepatocelular bien diferenciado morfolégica y
funcionalmente, por esta razén, esta linea, ha sido usada como modelo para estudiar diferentes
enfermedades hepaticas humanas referentes a la distribucion y redistribucion de proteinas en el
higado, de la misma forma, se ha implementado el uso de este tipo de células como un pardmetro
de evaluacién de metabolismo hepatico y deteccion de agentes citotoxicos y genotdxicos de una

. . , e , “ e 52
gran variedad de firmacos, productos botanicos y demds xenobioticos ™.
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CAPITULO 2

2. Justificacion

A pesar del enorme potencial que representa la nanotecnologia para el mundo moderno, ain no
existen estudios que permitan conocer a fondo la naturaleza quimica y eléctrica que confieren
estos materiales a los sistemas biologicos. El enorme desafio al que se enfrenta esta nueva
tecnologia, es determinar las concentraciones dptimas, tamafios de particula, métodos de sintesis
y purificacion que generen una respuesta efectiva sin producir algin tipo de dafio colateral como

la bioacumulacion y citotoxicidad.

La espectroscopia de impedancia eléctrica es una técnica que se ha utilizado exitosamente en el
estudio de las propiedades de los polimeros dieléctricos, permitiendo el desarrollo de infinidad
de dispositivos entre estos biosensores de moléculas bioldgicas, por esta razon, a partir del afio
2008 se iniciaron labores de investigacion en nanocompositos de quitosano plata por medio de
una colaboracion celebrada entre los grupos de biopolimeros y propiedades eléctricas del
Cinvestav unidad Querétaro, obteniendo como resultado que la dependencia de la conductividad
en nanocompositos de plata puede correlacionarse con la actividad antibacterial de los mismos®,
Lo cual, abre la puerta a la posibilidad de utilizar un método estandarizado que permita

determinar concentraciones 6ptimas de Np's para su aplicacion en sistemas bioldgicos.

Investigaciones recientes han reportado que las AuNp’s en concentraciones adecuadas
promueven el desarrollo de sustancias activas que producen crecimiento de queratinocitos y

3334 sin embargo, atin no existen herramientas que

células de glioma propias de sistema nervioso
permitan determinar de forma puntual la concentracion optima de las particulas, con base en lo
mencionado previamente, se pretende estudiar si existe relacion entre la dependencia de la

conductividad de compositos a base quitosano oro con la regeneracion celular, y citotoxicidad.
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2.1 Objetivos

2.1.1. Objetivo general

Obtener nanocompositos a base de quitosano y nanoparticulas de oro por medio de sintesis
quimica con el fin de estudiar la depencia de la conductividad en funcién de la concentracion de
nanoparticulas empleando la técnica de espectroscopia de impedancia eléctrica, asi como,

determinar si existe una relacion entre la conductividad y la toxicidad del mismo.

2.1.2. Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de oro por medio del método de Turkevich usando citrato de
sodio como agente reductor, variando la concentracién del HAuCly y la relacion de citrato
de sodio/HAuCly.

¢ Sintetizar nanoparticulas de oro usando quitosano como agente reductor.

e Caracterizar los materiales obtenidos por medio de espectroscopia de infrarrojo (FTIR),
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), difraccion de rayos X (XRD), anilisis
termogravimétrico (TGA). Asi como determinar un intervalo de tamafio de particula para

cada método de sintesis, y la homogeneidad de las Np’s en el material.

e Evaluar las propiedades eléctricas, relajaciones térmicas y tiempo de relajacion de los
nanocomp6sitos por medio de espectroscopia de impedancia para si existe 0 no una
dependencia de la conductividad con respecto a la concentracioén de particula y el agente

reductor empleado en la sintesis.

e Desarrollar un compésito a base de quitosano y nanoparticulas de oro con el fin de
evaluar tanto in vivo como in vitro su posible aplicacion como soporte para regeneracion

de queratinocitos y toxicidad respectivamente.
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CAPITULO 3

3. Materiales y Métodos

3.1. Sintesis de Nanocompésitos

Como se observa en la figura 9, para este trabajo se sintetizaron 4 grupos de materiales, todos
basados en el método de reduccion quimica. Para los 3 primeros grupos se realizaron variaciones
en cuanto al agente reductor (citrato de sodio y/o quitosano) y la concentracién del mismo,
mientras para el grupo 4 se sintetizo un copolimero al que posteriormente se le incorporaron

nanoparticulas obtenidas previamente por el método empleado para €l grupo 3.

Sintesis de nanocompositos

“ g

HAuCl, + Citrato
de sodio (CitS) + HAuCl, +CS(GY)
CS (G2)

adicion de
nanoparticulas de oro

£ [HAuCL |
= tamatio de Tamago de Aplicaciones
particula particula similar Biologicas

Figura 9. Nanocomp6ésitos sintetizados a base de quitosano y nanoparticulas de oro obtenidos por el método
de Turkevich

sodio + CS (G1)

Los reactivos usados para esta sintesis fueron: Quitosano de peso molecular medio (300,000
g/mol) con 85% grado de desacetilacion (cat. Num. 448877), acido clorodurico HAuCl, (cat.
num. 50790), citrato de sodio (cat. num. S1804). Todos, adquiridos de la casa comercial Sigma
Aldrich® y se usaron sin purificacién adicional. Para obtener las soluciones de 4cido clorodurico
y citrato de sodio se disolvié la cantidad del reactivo respectivo en agua destilada, por otro lado,

la solucién de quitosano se realiz6 usando acido acético glacial al 0.4 M.
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e Grupol.

A 6 ml de solucion de &cido cloroaurico 0.3 mM se le adicionaron 2 ml de quitosano al 2% p/p,
posteriormente se homogenizo por medio de agitacion magnética y se llevé a un bafio Maria a 95
°C manteniendo la temperatura y la agitacion, se adicioné por goteo citrato de sodio al 1%
(Figura 10). Las condiciones de la reaccion se mantuvieron aproximadamente de 20 a 25
minutos, hasta obtener un color rojo brillante. La cantidad de citrato de sodio fue disminuyendo

para cada sintesis obteniendo de esta manera soluciones diferentes con relaciones de 0.1 a 5 de
HAuCly/citrato de sodio.

Las peliculas fueron obtenidas por medio del método de evaporacion de solvente, sirviendo las

soluciones en cajas de Petri y dejandolas en un horno de secado a 60 °C toda la noche.

_— ol £\
= N7 g

Qui ano

Citrato de
sodio

Figura 10. Esquema representativo del método de sintesis empleado.

o Grupo2

Para esta sintesis se realizd una serie de materiales a partir de un intervalo de concentraciones
crecientes de HAuCly desde 0.02 a 1 mM. De la misma forma que para el grupo 1 en un vaso de
precipitado se homogenizaron 2 ml de quitosano al 2% p/p y 6 ml de la solucion de 4cido
clorodurico, es importante aclarar que para estos materiales se utilizaron 2 moles de citrato de
sodio como reductor por cada mol de HAuCl,; Una vez obtenida la solucion se llevé a bafio

Maria a 95°C y se adiciono por goteo el citrato de sodio al 1%, el tiempo de reaccion fue de 20 a
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A partir de concentraciones de dcido clorodurico a diferentes molaridades (0.02 a 1 mM) se
sintetizaron nanoparticulas usando como reductor una solucion acida de quitosano al 2% p/p,
para este caso particular no se adiciono citrato de sodio. Las condiciones de reaccién y obtencion

de peliculas fueron las mismas que se usaron para los materiales de los grupos 1y 2.

e Grupo 4

Para este grupo de materiales se sintetizo un copolimero a base de quitosano y metacrilato de
glicidilo (GMA) en una relacién molar 1:4. La solucién principal se preparé disolviendo 0.25 g
de quitosano en 4cido acético 0.4 M, posteriormente se mezclé con 1g de GMA y una soluciéon
de hidroxido de potasio (KOH) 0.05 M al 15 %. La solucion final se llevé a 60 °C manteniendo
agitacion temperatura y flujo de nitrégeno constante por dos horas. El material obtenido al que
llamaremos (CS-g- GMA) se precipito por goteo en acetonitrilo a 40°C, finalmente se retir el
exceso de acetonitrilo del material y se dispersé en agua destilada dejandolo en agitacion

magnética constante durante 24 horas.

De forma alterna se sintetizaron diferentes nanocompositos a partir HAuCl, (0.15, 0.3, 0.6, 1.07
mM) adicionando una solucién de quitosano al 2% p/p como reductor. El método usado para
estos materiales fue el mismo que se hizo para los materiales del grupo 3. Al CS-g- GMA
dispersado en agua se le adicionaron las diferentes solucion de nanoparticulas se y se estabilizo

la mezcla manteniéndola a 60° C por una hora.

La solucién final se dividio en 2 volumenes iguales uno de estos se sirvié en una caja de Petri la
cual se 1levé a un horno durante toda la noche a 60°C, a este material se le llamo ((C8-g-GMA)-
AuNp’s). Al segundo volumen se le adiciono una solucién de colageno tipo I en 4cido acético al

0.04% p/p y se mantuvo en agitacion constante durante dos horas a temperatura ambiente. Estas
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soluciones se sirvieron en cajas de Petri y se dejaron secar a temperatura ambiente hasta obtener

peliculas, a este material se le llamo (((CS-g-GMA)-AuNp s)-Col).

3.2. Caracterizaciéon de materiales

e Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un equipo marca Perkin Elmer modelo Spectrum
One. Las peliculas obtenidas fueron analizadas por la técnica de transmisién en un intervalo de

4000 a 450 cm™' con una resolucién de 4 cm’™ y 16 barridos.

e Espectroscopia de UV-Vis

El espectro de ultravioleta se realizé por medio de un equipo Agilent modelo 8453, el analisis se
hizo en las soluciones liquidas, en un intervalo de 400 a 800 nm, este equipo se uso6 para estimar

si el tamafio de particula correspondia con el maximo de absorcion en la region visible.

e Analisis termogravimétrico (TGA)

Estas mediciones fueron hechas en un equipo marca Metler Toledo modelo 851e. Se pes6 1 mg
de muestra en crisoles de aluminio de 40 ul manteniendo una atmosfera de aire 50 ml/min. El
programa de temperatura consistio en calentar las muestras de 25 a 300°C con escala de
10°C/min.

e Difraccion de rayos X (DRX)
Los materiales analizados fueron cortados en cuadrados de aproximadamente 4 cm’ y luego se

fijaron en una lamina de cobre. Se utilizé un difractdmetro de Rayos X marca Rigaku model
ULTIMA 1V, equipado con fuente de cobre (A=1.5406 A) a 30kV.

e Microscopia de barrido electrénico (SEM)

Para el analisis de particula se cortaron cuadrados de aproximadamente 0.7x0.7 cm, que fueron

fijados en cinta de grafito a una lamina de cobre .Se utilizé un microscopio marca JEOL modelo
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JSM-7401F. Debido a que las muestras contenian nanoparticulas de oro no se recubrieron
previamente como es usual, en este caso se usé el modo COMPO y se manejaron energias de 3.0

a 8.0 kV para evitar que se cargara la pelicula.
e Preparacién de contactos para mediciones dieléctricas

Para analizar los nanocompdsitos por espectroscopia de impedancia se realizaron contactos tipo
sandwich, evaporando una capa delgada de oro por cada lado de la muestra, para esto se utiliz6
un evaporador de plasma marca Plasma Science Inc y un blanco de oro con 99.99% de pureza. El
procedimiento se realiz6 manteniendo un flujo constante de Argon, un vacio de 40 mTorr, voltaje
de 0.2 Kv, el tiempo de deposito fue de 4 minutos para lado de la muestra. El area y el espesor de

cada muestra se midi6 con un micrometro marca Mitotuyo.

e Espectroscopia de impedancia eléctrica

Se usd un equipo de impedancia marca Agilent modelo 4249A, la amplitud de la sefial de
medicion fue de 100 mV. Para los materiales del grupo 1 y 2 se hicieron mediciones tanto en
vacio como en ambiente. Los programas de calentamiento para los dos métodos fueron similares,
cada muestra se precalentd de 25 a 40°C con el fin de eliminar el exceso humedad, se mantuvo la
muestra a 40°C hasta que el valor de la resistencia fuera constante, esto se logré en un tiempo
aproximado de 20 minutos, posteriormente se dejo enfriar la muestra y se procedié con el

analisis de 25 a 130°C para ambiente y para vacio de 3 a 100°C.

Los datos de resistividad obtenidos de las mediciones de impedancia fueron analizados y
graficados en el software Zview®. Para todas las muestras se realizé un ajuste al modelo Cole-
Cole con resistencia en paralelo, el cual consistié en delimitar el semicirculo, la intercepcion con

la parte real de la impedancia o frecuencia cero (eje X) permite determinar la resistencia DC Rgc-

Para determinar la conductividad DC (o4c) se uso la ecuacion:

_ d
Odc =5 XS
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Donde d es el espesor de la pelicula y S es el area de la pelicula. Los valores de conductividad
fueron graficados usando el software Origin Pro 9.0 ®, obteniendo la dependencia de

conductividad versus el reciproco de la temperatura.

Para analizar la respuesta dieléctrica de los nanocompositos se uso el complejo de permitividad

* . . ¥ ’ . . . . .y
¢ que puede convertirse a un complejo de modulo eléctrico por medio de la siguiente ecuacion.

gl . 8”

+ 1
8'2 + gnz 8’2 + €112

1
M =— =M +iM" =

Donde M’ es la parte real y M’’ es la parte imaginaria del mddulo eléctrico, ¢ es la parte real y

¢ "'corresponde a la parte imaginaria de la permitividad

Usualmente la interpretacion de los datos experimentales se realiza usando la expresion del
modulo eléctrico, esta herramienta se emplea para obtener informacién sobre procesos de
relajacion que se presentan en materiales con conductividad idnica. Basicamente el uso del
modulo eléctrico elimina efectos de enmascaramiento que se presentan en los materiales que
poseen inclusiones conductivas y polarizacion interfacial. La parte imaginaria del médulo
depende de la temperatura y puede relacionarse con movimientos de translocacion ionica. El

tiempo de relajacion correspondiente esta dada por: donde £, es un pico de frecuencia méxima®*'.

Adicionalmente, se graficaron las mediciones de conductividad versus la temperatura reciproca
para todas las muestras y tomando la region no lineal (relajacion o) se obtuvo el valor dela

temperatura de Vogel por medio de la ecuacion de Vogel-Fulcher-Tamman (VTF).

DT, )

T=toexp(T_To

De la regién lineal (relajacion o) se obtuvo el valor de la energia de activacion por medio de una

regresion lineal y usando la aproximacion Arrhenius.
E
T =Ty eXp(——
o exp( RT)

39
Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas



CAPITULO 3 Materiales y Métodos

3.2. Pruebas biolégicas

3.2.1. Evaluacion de los materiales “in vivo”

Los materiales evaluados en esta prueba fueron los obtenidos en el grupo 4, se manejaron cuatro
concentraciones (0.15, 0.3, 0.6, 1.07 mM) tanto para ((CS-g-GMA)-AuNp's) como para (((CS-g-
GMA)-AuNp’s)-Col) con un total de 8 materiales evaluados. Se usaron dos materiales como
controles CS-g-GMA, el cual ya ha sido evaluado con buenos resultados para la regeneracion de
algunos tejidos, y TheraForm TM , que es una bio-matriz de coldgeno absorbible comercial
fabricada y distribuida comercialmente para activar la regeneracién de piel y tejido conectivo
humano. Todos los materiales fueron cortados en cuadrados de 8x8 mm y se lavaron con 600 pL
de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) por 5 minutos y otras dos veces con 600 uL de
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), estos materiales fueron esterilizados por luz

ultravioleta durante 10 minutos.

Figura 11. Proceso de la cirugia. La lesion proxima a la cabeza fue implantada con los materiales a evaluar,
el otro segmento lesionado se uso como control negativo.Las dreas de las zonas lesionadas tanto muestra como
control se midieron diariamente hasta completar los 15 dias de recuperacion.

Se usaron 10 ratones hembra de la cepa BALB/C con 6 semanas de nacidos y un peso promedio
de 21 g. Cada ratéon fue anestesiado usando hidrocloruro de ketamina 100mg/kg y xilazina
5mg/kg®’. Posteriormente se afeito la zona dorsal del animal y se removi6 dos cuadrados de piel
(Dermis y epidermis) de 6x6 mm, en esta zona se implanto el material a evaluar y los controles,
el otro segmento lesionado se dejé como control para cada animal como se observa en la figura
11. Para evaluar el efecto cicatrizante de los nanocompositos después de aplicarlos sobre el

cuadrado de piel removido, se observo el proceso de curacion durante 40 dias.

v

Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas



CAPITULO 3 Materiales y Métodos

3.2.2. Evaluacién de los materiales “in vitro”

¢ Extraccién de macréfagos peritoneales de ratén

Se sacrificaron 10 ratones hembra de 6 semanas de nacido cepa BALB/C por dislocacion
cervical, posteriormente se realizé una incision en zona peritoneal con el fin de retirar dermis y
epidermis de dicha zona, a continuacién se inyectaron 5 ml de Dulbelcco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), después de 3 minutos se recuperd el medio inyectado en un tubo Falcon de

plastico de 50 ml, esto se repitié por dos ocasiones.

e Conteo en camara de Neubauer

Se tomaron 20 pL del medio recuperado y se mezclaron con 20 ul. de Azul tripano, esta solucién
se depositd en la camara de Neubauer por capilaridad y se contaron las células presentes en los
cuadrantes de los extremos (Fig. 12). Una vez obtenido el nimero de células se aplicé la
formula. Finalmente se obtuvieron 5X10° células/ml y se realizaron los calculos

correspondientes para obtener 50.000 células en 100 pL.

#celulas
ml

(#celulas totales

5 )*dil*104=

Figura 12. Cimara de Neubauer. El volumen de la cimara es de 0.1 mm® = 10 cm®= 1 ml.
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e Cultivo de macréfagos

En una placa de 96 pozos se cultivaron 100 pL de los macrofagos obtenidos, en cada pozo se
cultivé 5x10* células, posteriormente se agregaron 200 uL de medio DMEM adicionado con
10% de suero bovino fetal (SBF), la placa se incubo durante 24 horas a 37°C y 5% de CO,. Se
observo al microscopio para verificar que los macréfagos se encontraran adheridos a la placa, se
retir0 el medio y se adicionaron 100 pL de una solucién de nanoparticulas de oro obtenidas por
el método usado para el grupo 3 (usando quitosano como reductor), las muestras se hicieron por
triplicado y se evaluaron 4 concentraciones diferentes (0.3, 0.6, 2 y 3 mM), a continuacién se
adicionaron 200 pL de DMEM suplementado al 10% con SBF, la caja se incubo durante 24
horas en las condiciones establecidas y se evalu6 citotoxicidad por medio de MTT y deteccion de

oxido nitrico.

e Cultivo de células HEP-G2

Las células HEP-G2 fueron donadas por el Cinvestav- Unidad Monterrey. Se utilizaron 5x10*
células en una placa de 96 pozos con 200 pL de medio DMEM adicionado con 10% de suero
bovino fetal (SBF), las cuales se incubaron a 37°C y 5% de CO,. A las 24 horas se observaron al
microscopio, se reviso la viabilidad celular con azul de tripano, confirmando que habia un 80%
de vialidad celular, posteriormente adicionaron 100 pL de una solucién de nanoparticulas de oro
obtenidas por el método usado para el grupo 3 (usando quitosano como reductor), las muestras se
hicieron por triplicado y se evaluaron 4 concentraciones diferentes (0.3, 0.6, 2 y 3 mM), a
continuacion se adicionaron 200 L de DMEM suplementado al 10% con SBF, la caja se incubo

durante 24 horas en las condiciones establecidas.

e Separacion de células mononucleares de sangre periférica

En un tubo con 10 ml de Ficoll-Paque, se adicionaron 5 ml de sangre y se centrifugo a 1400rpm
durante 30 minutos conservando la temperatura entre 20 y 25°C, posteriormente se retiro el
sobrenadante y se deposité en otro tubo con 10 ml de DMEM. La mezcla del sobrenadante y el
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medio se centrifugo nuevamente durante 10 min a 800 rpm, se retir6 el sobrenadante y el pellet

obtenido se resuspendio en medio 2 mL de medio DMEM adicionado con SBF al 10%.

e Ensayo de MTT

Esta prueba se realizé tanto para los macréfagos, células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y células de la linea Hep G2, después de 24 horas de cultivo se retiré el medio de cada
pozo y se reemplazé por 100 pL de medio nuevo, posteriormente se adicionaron 20 pL
(Smg/mL) de MTT y se llevé a incubar por un periodo de 4 horas (37°C, 5% CO,), una vez
cumplido el tiempo de incubacion se adicionaron 80 uL de dimetil sulfoxido (DMSO) para
disolver los cristales de formazan, como muestra blanco se usaron pozos con células adheridas
con medio, MTT y DMSO. Finalmente se hizo la lectura por densidad 6ptica en un lector de

placas para tomando la absorbancia a 570nm.

e Prueba de Azul tripano

A 100 pL de la suspension celular (macréfagos y HEP-G2) se le agregaron 100 uL de una
solucion de azul tripano al 0.2% diluida con PBS estéril, se homogenizo la mezcla con agitacion
leve durante 15 segundos. Posteriormente, se us6 una camara de Neubauer para realizar el conteo

de 100 células, finalmente se obtuvo el porcentaje promedio de células tefiidas de azul®.

¢ Deteccion de Oxido nitrico

Para esta prueba se usé el kit de deteccion colorimétrica de Oxido comercializado por Biovision
(Cat No. K262-200). Para realizar la curva estandar se emplearon los reactivos proporcionados

en el kit, los cuales se presentan en orden de uso el siguiente cuadro

Buffer de ensayo Cofactor enzimatico
Estandar de Nitratos Iniciador

Estandar de Nitritos Reactivo de Griess R1
Enzima Nitrato reductasa Reactivo de Griess R2
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Los estandares de nitratos y nitritos se constituyeron con 100 pl de Buffer obteniendo una
solucion al00mM, de cada solucién se tomaron 5 ul y se mezclaron con 495 pl de Buffer para
obtener una soluciéon madre de 1 mM. Posteriormente en una placa de 96 pozos se colocaron 0,
2,4, 6, 8 y 10 pl de cada solucién y se ajust6 el volumen a 85 pl usando el Buffer de ensayo, para

obtener estandares de 0, 2, 4, 6,8, y 10 nmol por pozo.

Se adicionaron 5 ul de la enzima nitrato reductasa obtenida del kit , A cada placa cultivada
(macrofagos, BPMC, células Hep G2 y estandares) por cada pozo y 5 ul de cofactor,
posteriormente se incubaron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente, durante este
tiempo la enzima convierte los nitratos a nitritos, posteriormente se adicionaron 5 pl de solucién
potenciadora y se llevé a incubar durante 10 minutos, finalmente se adicionaron 50 ul de
reactivo de Griess R1 y 50 pl de reactivo de Griess R2, la reaccion se revelo después de 10
minutos. Cada placa se leyd en un lector de placas usando una absorbancia de 540 nm. Los
valores de absorbancia obtenidos para las muestras estandar fueron graficados y se obtuvo una
regresion lineal en la que se interpolo el valor de la absorbancia detectado para cada muestra

analizada.

e Citometria de flujo

Por medio de Citometria de flujo se analizaron dos tipos de muestras, las cuales fueron
colectadas de ratones sometidos a cirugia e implantados con los nanocompésitos empleados en la
prueba “in vivo” mencionada previamente. Los individuos tratados fueron sacrificados a las 48
horas después de haber recibido el implante, y posteriormente de cada animal se extrajeron 2 ml
de sangre, los cuales fueron centrifugados a 1000 rpm para obtener el suero, el cual fue
conservado a -20°C hasta su analisis. Adicionalmente a cada animal se le extrajo el bazo, el cual
fue homogenizado con 200 pl de PBS estéril, centrifugado a 1600 rpm/10 min para obtener el

sobrenadante el cual fue almacenado con las mismas condiciones que el suero.

Los analisis de citocinas se realizaron usando un citdmetro marca BD Biosciences, modelo

Accuri C6, en el que se corrieron las muestras siguiendo las instrucciones especificas del
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fabricante del Kit de deteccion de citocinas Th1/Th2/th17 CBA de ratén producido por BD, las
interleucinas evaluados fueron IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL17A, INF Y y TNF.

Los analisis estadisticos fueron realizados empleando el paquete estadistico SPSS v.21.0.0. Los
datos mostrados representan la media del error estindar de al menos tres experimentos. La
prueba de ANOVA, fue empleada para evaluar la produccion de citocinas, y la prueba de Tukey
fue empleada para comparaciones entre grupos. El nivel de significancia fue considerado en

p<0.05* y altamente significativo para p<0.001**
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CAPITULO 4

4. Resultados y Discusion para materiales del grupo 1

4.1. Sintesis de Nanocompositos

El método tradicional de Turkevich permite obtener diferentes tamarios de particula variando la
relacion entre citrato de sodio y 4cido cloro 4urico, al incrementar el CS se obtienen particulas de
menor tamaiio. En teoria, para reducir completamente el HAuCly se requieren 4 moles de citrato
por 1 mol de sal aurica, como se muestra en la ecuacion. Para obtener los nanocompbsitos del

grupo 1, se empleo citrato de sodio como reductor y quitosano como agente estabilizante.

HAuCL + 4Na;CsH50; —>Au® +4NaCl +4Na2H5C505 +4CO0; +H'

El quitosano se solubiliza en medios acuosos acidos con pH menor a 6. A pH acido los grupos
amino presentes en la estructura se protonan y por lo tanto se obtiene alta densidad de cargas
positivas es aqui donde se forma un polieléctrolito soluble'®. Por encima de esta barrera de pH se
produce la precipitacion de CS en el medio, por lo que, al adicionar una cantidad correspondiente
a 4 moles de CS por 1 mol de HAuCly, se observo precipitacion del quitosano, debido a que esta

cantidad de citrato produjo un cambio de pH de 4 a 7.5.

En la tabla 1 se presentan las relaciones HAuCly/CS empleadas para la obtencion de los
nanocompésitos estudiados. Cabe aclarar que para este grupo de materiales se parti6 de una
solucién de acido cloroaurico al 0.3 mM y quitosano al 2% en peso al cual se le adicionaron
diferentes cantidades de citrato de sodio sin rebasar una relacion de 2 moles de citrato de sodio

por cada mol de 4cido clorodurico, con el fin de evitar la precipitacion del quitosano.
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Tabla 1. Nanocompésitos sintetizados variando la concentracién de citrato de sodio

Relaciéon HAuCly/CS  HAuCl, ( mg/ml) CS (uL) 2% CS (mL)
' 0.1 0.624 624 2
0.21 0.624 297 2
0.3 0.624 208 2
0.4 0.624 156 2
0.6 0.624 104 2
2 0.624 31.2 2
3 0.624 20.8 2
5 0.624 12.48 2

4.2. Espectroscopia de Infrarrojo

La tabla 2 presenta un resumen de los grupos funcionales caracteristicos del quitosano

57, los

cuales pueden ubicarse en la figura 13 que muestra el espectro de infrarrojo obtenido para la

serie de materiales sintetizados.

Tabla 2. Grupos funcionales caracteristicos

N° Grupo Funcional cm’
1 OH gstiramiento S.) 3450
2 NH(Estiramiento S.) 3360
3 CH:(Estiramiento S y As 2870y 2912y 1430
glucopiranosa)
4 C=0 (Estiramiento As 1650
amida [)
5 NH2 (Deformacion As.) 1560-1590
6 C=0 1730
7 CHa(amida m 1420
8 CHsy C-CHj3 (amida ) 1380
9 C-O0 1255
10 C-0-C (enlace glicosidico) 1150-1040
11 C-H 838-850

*S= simétrico, As= Asimétrico.

La primera banda observada a los 3300 cm'corresponde a un estiramiento simétrico de los

grupos —OH, seguida de otra banda a los 2880 cm’ la cual, se asocia con un estiramiento

simétrico del grupo metilo. La banda presente a los 1640 cm™ corresponde a un estiramiento

antisimétrico del grupo C=0 presente en las amidas primarias, la banda a los 1550 ¢cm-1 que

corresponde a la deformacién antisimétrica del grupo NH3". La banda a los 1410 cm™ se produce
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por estiramiento de los grupos C-N, a los 1025 cm™ se observa una banda que corresponde a

estiramientos del enlace glicosidico (C-O-C)Ss.

NH::
C-H z
OH CH, - C-O
- \
<
2
.§ A\ ‘
S|
§ Y
£ 0.21
<«
A
S
\C=O
T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Niimero de onda (cm'l)

Figura 13. Espectro de infrarrojo de quitosano (CS) y compésitos HAuCl,/CS, las relaciones usadas se
indicante en la grafica

Para este grupo de muestras no se observaron variaciones significativas en los espectros de
infrarrojo. Se determin6 un cambio leve en la intensidad de la banda presente alrededor los 1640
cm’’, cuando cambia la concentracion de CS. Lo que podria implicar una interaccion en el
carbonilo propio de la amida primaria. Adicionalmente se observa la desaparicion de un pequefio
hombro asociado a las vibraciones del grupo carbonilo, ubicado a los 1730cm™, como se puede
observar en la figura 14 esta banda se observa en el espectro del CS y desaparece en los
materiales sintetizados con mayor cantidad de CS, reapareciendo en el nanocompésito con
menor cantidad de citrato de sodio.

Aunque en principio el CS se emplea como agente reductor, es importante notar que, estos

compositos fueron desarrollados en un medio con 2% de quitosano, el cual actiia como reductor,

por su naturaleza como policatién, por lo que, probablemente en materiales con menores
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cantidades de citrato de sodio, el quitosano redujo la sal metalica que no fue reducida por el

citrato®’.

Absorbancia (u. a.)

C=0

T X L
2000 1000
Nuimero de onda (cm )

Figura 14. Ampliacién espectro de infrarrojo.
4.3. Analisis morfolégico

Las micrografias de obtenidas por microscopia electronica de barrido muestran que los
nanocompdsitos sintetizados presentaron distribucion homogénea de las nanoparticulas
embebidas en el quitosano (figura 15). Usando el software AutoCAD 2007 se realizo el anélisis
de tamafio de particula a partir de las micrografias, la distribucion de las particulas se muestra en
el histograma presentado en la figura 16a para los materiales con una relacion igual a 1 de

HAuCl4/CS, el histograma se obtuvo de 3 micrografias analizadas por cada relacion de material.
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LM COMPO 50KV K100 000 WD St SEM COMPO  50kV X100000 WD 86mm  100nm

Figura 15. Micrografias de SEM para relaciones de HAuCl,/CS (a) 0.21 and (b) 1.

Cerca de un 76% de las nanoparticulas analizadas se encontraron entre los 8 y los 11 nm. Al
incrementar la relacion de HAuCl,/CS antes de 1 el tamafio de la particula disminuye, sin
embargo después de esta relacion el promedio de tamafio de particula no cambia
significativamente. Lo que se comprobé nuevamente al obtener la dependencia de las
absorbancias maximas para cada material en Uv-Visible (figura 16b), como se expuso
previamente el maximo de absorcion puede ser relacionado con el tamafio de particula,

confirmando de esta manera el incremento del tamario de particula.
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Figura 16.a) Histograma de tamafio de particula. b) Relacién entre tamaiio de particula y maximo de
longitud de onda.
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La sintesis convencional de Turkevich usa citrato de sodio como agente reductor sin ningin otro
compuesto adicional (como quitosano), el incremento de la concentracion de CS permite obtener
tamarios de particulas menores® .Sin embargo al realizar la sintesis de Turkevich usando
quitosano en el medio se observé que los materiales obtenidos con pocas cantidades de citrato de
sodio el tamarfio de particula disminuyé. Esta tendencia puede obtenerse ya que el quitosano

actia como agente reductor por sus propiedades quelantes y de polication, en ausencia del citrato

de sodio®™®

! Marcad ido. 5 4: - o
i Marcador no definide. A dicionalmente se ha reportado que al existir un exceso de sal
metalica en relacion se promueve la nucleacion de particulas de tamafios de particula menor y

mayor polidispersidad, lo que concuerda con la tendencia obtenida®.

4.4. Mediciones térmicas

El contenido de humedad presente en los materiales fue determinado mediante analisis
termogravimétrico (TGA), estas mediciones permiten evaluar el porcentaje de agua libre en la
muestra por medio de la disminucion de peso durante el anélisis calorimétrico. Para medir este
parametro se tomo como referencia, la pérdida de peso a los 120°C, debido a que después de esta
temperatura el agua libre de la muestra termina de evaporarse. La figura 17 muestra que el
contenido de humedad es menor a medida que aumenta la relacion HAuCly/CS, para la relacion

cercana a 1 (la cantidad de citrato de sodio es menor) el valor de la humedad cambia muy poco.

8 -— Quitosano
10.04

perdida de agua (%)
< © ©
2 . %

a—8
85 \-\
8.0 .
0 1 2 3 4 5
HAuCl/CS

Figura 17.Porcentaje de humedad de los nanocompésitos sintetizados.

Estos resultados implican dos fendmenos relevantes, el primero es que cuando existe mayores

cantidades de citrato de sodio aumenta la humedad del material y por tanto el efecto plastificante
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del mismo, lo que se puede explicar por una formacién de mayor cantidad de enlaces de
hidrogeno provenientes del acetato de sodio que se genera en la reaccion, en contraposicion, los
compdsitos obtenidos con menor cantidad de citrato de sodio presentaron menor absorcion de
agua en relacion incluso al quitosano, lo cual, puede atribuirse a existan particulas con menor
area superficial que genere mayor interaccion con la matriz polimérica y de esta manera se

bloquee la formacion de enlaces de hidrogeno.

4.5. Mediciones de conductividad

Se empled el modelo de Cole-Cole con una resistencia en paralelo para obtener el valore la
resistencia en corriente directa Res*®. La figura 18a presenta los semicirculos caracteristicos del
modelo de Cole-Cole con una resistencia, los cuales corresponden al espectro de impedancia
obtenido para un nanocompdsito sometido a incrementos de temperatura. El eje de las ordenadas
corresponde a la contribucion de la parte imaginaria de la impedancia (Z”’), el eje de las X
representa la parte real (Z’). Se observa una respuesta casi lineal entre las partes, a bajas
frecuencias se presentan distorciones asociadas con la polarizacion interfacial o con los efectos

de contactos

-16.0-b) .
Polanzacién Efecto de contactos O
1 .
-1x10 -16.5 ¢
e
E E L 2N
S & -17.04 :
N ]
£
1754 -
g
18,04 * <—Quitosano
of : : . SR SR SR S
0 1x10° 2x10° 3x10 HAuCly/CS

Z', Ohm

Figura 18. a) Diagrama de Cole- Cole, ajuste de la medicién a frecuencia cero corriente directa. b)
Dependencia de la conductividad CD en relacién a los nanocompésitos con diferente relacién de HAuCl,/CS

La figura 18 b muestra la dependencia de la conductividlad DC obtenida para cada
nanocompdsito analizado, los valores fueron calculados mediante de la ecuacion 64; =d/(Rgc x S)
anteriormente descrita. Se observa que la conductividad aumenta gradualmente hasta llegar a
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relaciones de HAuCly/CS cercanas a 1, por lo que es légico pensar que el citrato de sodio
promueve los mecanismos que dan lugar al aumento de la conductividad, sin embargo, los
compositos realizados a bajas cantidades de citrato, presentan un cambio en la conductividad
comparados con la muestra de puro quitosano, lo que induce a proponer que la conductividad en
este caso depende de varios factores involucrados, entre estos: el porcentaje de agua que varia en

relacion al Citrato de Sodio, el exceso de HAuCly y por tanto, el tamafio de particula.

4.6. Mediciones dieléctricas

La figura 19a presenta la relacion entre la parte del modulo eléctrico dado, eje Y versus el
intervalo de frecuencia de medicién (de 10% a 10® Hz) eje X. Se observa un desplazamiento
progresivo del pico obtenido en modulo eléctrico a bajas temperaturas asociadas a la relajacion
a (25, 29 y 33°C), y temperaturas mayores, relacionadas con la relajacion o (67, 91, 102 y 112°
C), al incrementar la temperatura, aumenta el valor de la parte imaginaria del modulo y se

presenta un corrimiento gradual en los picos obtenidos que va de menor a mayor frecuencia.
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Figura 19. a) Modulo eléctrico, se observan los picos a diferentes temperaturas b) conductividad versus
temperatura reciproca

La parte b de la figura presenta la dependencia de la conductividad DC (cqc) Versus el reciproco

de la temperatura para la muestra con relacion 0.1 HAuCly/CS medida en condiciones
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ambientales. Se delimita claramente una dependencia no lineal a temperaturas bajas (36 a 86°C),

la cual puede describirse por medio de la relacion de Vogel-Fulcher-Tammann (VTF)

DI,
T-T,

)

o =0,exp(-

Este tipo de dependencia se relaciona con la relajacién a, la cual a su vez puede asociarse con la
temperatura de transicion vitrea (7), explicada por medio de una aproximaciones matematicas,
donde se define al polimero como un fluido en movimiento, y se supone que el fluido es un
sistema cristalino rodeado de la mayor cantidad de vecinos, este modelo matematico demuestra
que la region cercana al fendmeno cinético (estado de no equilibrio) presenta una relacion con la

ley de Vogel Fulcher ® La expresion que lo relaciona es bastante sencilla:
Ty, =Ty + (50070)

Para esta muestra la temperatura de Vogel fue de 286.44°K. Adicionalmente se observa una
dependencia lineal, correspondiente a la relajacion o del material, la cual puede describirse como
una regresion lineal tipo Arrhenius, la cual se relaciona la pendiente con la energia de activacion,

que particularmente para esta muestra fue de 77.03 KJ/mol

El tiempo de relajacion, calculado a partir de la frecuencia maxima de los picos localizados en el
diagrama de médulo eléctrico versus el reciproco de la temperatura, se muestra en la figura 18.
Se puede observar que se presenta una dependencia similar a las mediciones de conductividad
(figura 19b). La dependencia no linear se encontré entre los 36 y 86 °C y la temperatura de
Vogel calculada fue de 285° K, la parte lineal se observé desde los 92 hasta los 178°C

presentando una energia de activacion calculada fue de 75 KJ/mol.
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Figura 20. Tiempo de relajacién versus el reciproco de la temperatura

La aparicion de la relajacion o se relaciona con la conductividad i6nica, esto se ha reportado
anteriormente para muestras de quitosano puro®"ort Mareador no definido. ;1 oryn0 amplio de
polisacaridos {Errort Marcador no definido. (1 () <o expuso anteriormente, esta relacion aparece debido
al reacomodo de los grupos radicales de la cadena polimérica y la migracion de iones, la cual es
responsable de las polarizaciones dieléctricas adicionales en sistemas no homogéneos
eléctricamente y amorfosF"er* Marcador no definido. 1 ;) relaiacién o se observe en un intervalo de 70-
150 °C en las peliculas medidas sin vacio y para las peliculas medidas en vacio o peliculas secas
el intervalo fue un poco mas amplio (25-150 °C). Adicionalmente esta relajacién mostro un
comportamiento tipo Arrhenius con energias de activacion de entre 87 y 130 kJ/mol. Valores que

5 5 " . 5 % - . '
corresponden a lo reportado anteriormente para quitosano y demas polisacaridos similares ¥

Marcador no definido. 43
5% @

La figura 21 muestra la relacion de la temperatura de Vogel versus la relacion HAuCly/CS. La
temperatura de Vogel Ty, es la temperatura de activacion aparente de la relajacion o en muchos
polimeros, usualmente se relaciona con un valor de 50 a 70°K menor a la temperatura de

Error! Marcador no definido.

transicion vitrea' que a su vez se encuentra relacionada con la absorcion de

humedad y por tanto al efecto plastificante de los mismos.

En el caso de los nanocompdsitos obtenidos se observo que la temperatura Vogel disminuye
cuando disminuye el contenido de humedad (Fig.17 y Fig 21), aunque este comportamiento se
podria catalogar como “anormal”, es importante notar que la asociacion de nanoparticulas con

macromoléculas (polisacaridos), producen una red intercomunicada por enlaces particulares de
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regiones especificas tanto de la particula como de la matriz, lo que produce una pérdida de

estabilidad en el polimero y por tanto alteraciones en las propiedades del material ®
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Figura 21. Temperatura de Vogel obtenida para los materiales sintetizados.

Los compdsitos sintetizados con mayor cantidad de citrato de sodio, presentan mas productos de
reaccion, los cuales producen enlaces de hidrogeno con el grupo amino del quitosano,
aumentando el efecto plastificante del material. De la misma forma, las muestras sintetizadas con
menor cantidad de Citrato presentan interacciones electrostaticas débiles entre la superficie de la
nanoparticula polarizada y el quitosano directamente. Adicionalmente el exceso de acido
clorodurico puede ser el responsable de un comportamiento anormal en la temperatura de Vogel,
ya que existiran mas sitios de nucleacion y estos poseeran interacciones deébiles con las
moléculas de agua debido a la naturaleza electrostatica de la nanoparticula, actuando como

: { d finido.
plastlﬁcador iError! Marcador no definido )

La sintesis de nanoparticulas de oro usando un medio citrato de sodio y quitosano de forma
conjunta es un proceso relativamente sencillo en la practica, sin embargo, estos dos componentes
se ionizan en medio acuoso acido produciendo una serie de interacciones electrostaticas
complejas entre el acido clorourico, el citrato de sodio y el quitosano al mismo tiempo. El

nanocomposito obtenido tendra diferentes tipos de enlaces:

Nanoparticula- Quitosano

Nanoparticula- Citrato de sodio (producto de reaccion)

56
Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas



CAPITULO 4 Materiales del grupo |

Basandonos en estos resultados se propone la siguiente reaccion entre el CS, HAuCly, citrato de

sodio y acido acetico:

o [}
o Na
o o, ®0
o 5 o o o
0+ HAUCL + 4 o @ + CH,COOH + H)O
b = ud ™ NaO ONa

AN R
R o ® . )
HO_ HN '0
0
0,

ONa
X
Nao o
o

Figura 22, Estructura propuesta en base a las posibles interacciones entre la nanoparticula, el citrato de
sodio, el quitosano y el dcido acético involucrados en la reaccién.

Debido a esto, los nanocompdsitos preparados con diferente relacion de citrato a pesar de
contener la misma cantidad de quitosano y éacido clorodurico, presentaron variaciones en la
conductividad idnica, debido a que, al disminuir la cantidad de citrato, aumenta la concentracién
de acido clorodurico y por tanto la concentracion de iones. Como resultado aumenta la
conductividad del polimero y el efecto plastificante del acido clorodurico en el material
aumenta®’. Para las muestras mayores a 1 el quitosano juega el papel de reductor por medio de
los grupos amino libres, permitiendo la formacion de particulas y como se expuso anteriormente,
la cantidad de quitosano empleada fue la misma para todos los materiales, por lo que se observa
un efecto de saturacion, para el tamafio de particula (Fig.16), Conductividad (Fig.18), Absorcion
de agua (Fig.17) y temperatura de Vogel (Fig.21)
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Es importante resaltar que la variacion de citrato de sodio en la reaccion, afecta directamente el
contenido de humedad, la conductividad y las relajaciones térmicas del material. Los productos
de reaccion puede forman enlaces de hidrogeno con la matriz del material uniendo el grupo OH
del quitosano y su grupo carboxilato (ver la estructura propuesta)63 . Por otra parte, las peliculas
sintetizadas con bajas concentraciones de citrato presentaran interacciones electrostaticas débiles
distribuidas por toda la superficie de la nanoparticula, la cual se encuentra polarizada y unida

directamente a los grupos NH, del quitosano

El exceso de HAuCl, presente en los materiales fue reducido por accion del quitosano, y aunque
es bien conocido que este polisacarido tiene la facultad de reducir esta sal de oro, aun no se
conocen con claridad los detalles de esta reaccion, sin embargo, lo mas probable es que los
grupos OH actuen en la reaccion formando sitios de nucleacion y posteriormente nanoparticulas
metalicas. Lo que si es un hecho es que el sitio de union entre la nanoparticula de oro cargada
superficialmente y el quitosano es el grupo amino y que estas uniones se dan por fuerzas
electrostaticas®: Para este grupo de materiales no se observé con claridad esta interaccién debido
a que la concentracion de éacido clorodurico usada fue muy baja, sin embargo este efecto se

observara en los capitulos siguientes para mayor entendimiento.

4.5. Conclusiones

Se logo obtener nanocompdsitos de oro- quitosano por medio del proceso de reduccion quimica

usando con cantidades decrecientes de citrato de sodio, como reductor.

Por sus propiedades quimicas, el quitosano actué como agente reductor y estabilizante,
permitiendo la formacién de particulas con menor tamafio, en los compdsitos con pocas

cantidades de CS.

A partir del material con relacion 1 HAuCly/CS, se observo un efecto de saturacion producido

por el HAuCl, al cual se le atribuye la variacion en la conductividad, temperatura de Vogel y
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absorcion de agua. De la misma forma, estos efecto se correlacionan con la decreciente
concentracion de citrato de sodio en la reaccion, por lo que, es necesario profundizar en el tema y

de esta manera definir con mayor claridad las atribuciones de cada componente en la sintesis.
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CAPITULO S

5. Resultados y Discusiéon para materiales del grupo 2

5.1. Sintesis de Nanocompésitos

En el capitulo 4, se estudiaron las caracteristicas propias de nanocompoésitos a base de quitosano
sintetizados variando la cantidad de citrato de sodio, estos materiales presentaron dependencias
poco convencionales que fueron atribuidas a el exceso de HAuCly y CS, por esta razén en el
presente capitulo se discutiran los resultados y dependencias que se obtuvieron para materiales
desarrollados empleando el método de Turkevich a partir de diferentes concentraciones mili
molares de acido cloroaurico, todos los detalles de la reaccion se presentaron en el capitulo 2:

materiales y métodos.

En la tabla 3 se puede observar una serie de 8 compdsitos representativos para este grupo de
materiales, cabe aclarar que para todos se mantuvo una relacion molar de 1:2 entre el 4cido
cloroaurico y el citrato de sodio debido a que como se comentd en el capitulo anterior, al
incrementar la concentracién de CS el pH de la reaccién aumenta y el quitosano presente en el

medio tiende a precipitarse.

Tabla 3. Nanocompositos sintetizados variando la concentracién de 4cido clorodurico

HAuClymw) HAuCl, ( mg/ml) CS (uL) 2% CS (mL)

0.02 6.79 30.886 3
0.06 21.75 98.857 2
0.1 33.98 154.464 2
0.2 67.96 285.586 2
0.4 135.92 659.046 2
0.6 203.87 922.665 2
0.8 292.22 1318.09 2

1 363.57 2141.90 2

*Para todas las reacciones se utilizaron 6 ml de HAuCL, 2 ml de CS 2% p/p y la cantidad en citrato de sodio en ul
correspondiente para obtener la relacion molar de 1:2 respectivamente.
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5.2.Espectroscopia de Infrarrojo

La figura 23 compara el espectro de infrarrojo obtenido para quitosano puro con los materiales
sintetizados a diferentes concentraciones de 4cido clorodurico. Inicialmente se observa que todas
las muestras presentan las bandas caracteristicas del quitosano (tabla 2). A los a los 3300 cm” se
delimita una banda que corresponde a un estiramiento simétrico de los grupos —OH, seguida de
la banda asociada a un estiramiento simétrico del grupo metilo ubicada a los 2880 cm™. La banda
presente a los 1640 cm™ corresponde a un estiramiento antisimétrico del grupo C=0 presente en
las amidas primarias, la banda a los 1550 cm-1 que corresponde a la deformacion antisimétrica
del grupo NH;". La banda a los 1410 cm™ se produce por estiramiento de los grupos C-H, a los

1025 cm™ se observa una banda que corresponde a estiramientos del enlace glicosidico (C-O-
(o)l

OH

N
1mM

08mM
N

Absorbancia (u.a.)

0.6 mM
S
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~a

g

C=0 amida |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm'l)

Figura 23. Espectro de infrarrojo de quitosano (CS) y compésitos sintetizados variando las concentraciones
de HAuCl,

Aunque los espectros son bastante similares para los grupos de materiales 1 y 2, es importante

resaltar que para los compositos sintetizados en el grupo 2 se observaron diferencias
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significativas entre el quitosano puro y las demés muestras. Al incrementar la concentracion de
sal de oro en los nanocompdsitos, la intensidad del hombro presente a los 1650 cm™ decrece
proporcionalmente hasta casi desaparecer para las muestras sintetizadas al 1 mM (Fig. 24), esta
vibracion se relaciona con el estiramiento antisimétrico del grupo C=0 y a su vez con la amida I
presente en las unidades acetiladas del quitosano que se encuentran enlazadas de forma paralela
con otra cadena principal del polimero®. La segunda variacién se observo en la banda asociada a
las vibraciones N-H del grupo NH;" ubicado a los 1550cm™, como se muestra en la figura 24,

con el aumento de la molaridad se produjo un corrimiento de dicha banda y un cambio en el

ancho de la misma.

+

NH, c-0

N \&J
= éw

(o}

Absorbancia (u.a.)

i

X

\

amida |

1600 1400 1200 1000 800
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Figura 24. Ampliaci6n del espectro de infrarrojo para los materiales del grupo 2

Asi mismo, se observd un corrimiento de la banda ubicada a los 1080 cm’ a longitudes de onda
menores, lo cual se relaciona con vibraciones de C-O del enlace glicosidico, otra variacion en el
ancho de banda se pudo ver a los 1420 cm™, generalmente asociado con vibraciones de C-H en el
grupo de amida II. Estas contribuciones indican que, puede haber una interaccion entre la
superficie de las nanoparticulas y los grupos amino del quitosano, aunque no se puede despreciar
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la contribucién que proporcionan los productos del citrato y el acetato provenientes de la

reaccion y que se observan especificamente en las regiones afectadas por los grupos carbonilos®’.

5.3. Anélisis morfolégico

Las micrografias de SEM mostraron que las nanoparticulas embebidas en la matriz de quitosano
se encuentran distribuidas homogéneamente como se observa en la figura 25. De la misma
forma, se puede notar, que la concentracién de nanoparticulas en la pelicula es proporcional a la
molaridad de 4cido clorodurico respectivamente, lo que implica que para estos compésitos hubo

una reduccion completa de la sal precursora.

Porcentaje de nanoparticulas (%)

6 10 12 14 16

Tamaiio de particula (nm )

Figura 25. Micrografias de SEM obtenidas para materiales con concentraciones de a) 0.06 mMy b) 1 mM de
HAuCI, (después del punto de percolacién). ¢). Micrografia de TEM para la concentracién 0.3 mM; las
nanoparticulas de oro se diferencian por los puntos blancos . d) histograma de distribucién de tamaiio de
particula obtenido del analisis de micrografias de TEM.
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El andlisis de tamafio de particula se realizé usando la misma metodologia aplicada a los
materiales del grupo 1, por medio del software AutoCAD 2007, se determiné la dimension de las
particulas empleando, minimo tres micrografias de diferentes areas para cada material. El
promedio de tamafio de particula fue de 10 nm, como se observa en el histograma de distribucion

de tamafio de particula (fig.25d) un 60% de las particulas analizadas se encuentran entre 9 y 12
nm.

En la figura 26a se muestran los espectros de UV-Vis realizados para los nanocompdsitos
obtenidos, todos los materiales presentaron un plasmén de resonancia con valores méximos de
absorcion entre 516 y 522 nm, de la misma forma, se observo que la intensidad de la banda de
absorcion aumenta en funcién a la concentracion de HAuCl, (Fig 26b).. De acuerdo con lo
reportado en la literatura, los valores de absorcién obtenidos, se relacionan con intervalos de
tamafio de 9 a 15 nm, por lo que, se pudo determinar que los tamafios de particula obtenidos por

el analisis, son congruentes con los picos maximos de absorbancia®.
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Figura 26. a) Espectroscopia de UV-Vis,b) fotografia de soluciones de nanoparticulas de oro con
concentraciones crecientes de precursor
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5.4. Mediciones térmicas

El contenido de agua libre en cada pelicula fue determinado en base a un anlisis
termogravimétrico, teniendo en cuenta que la pérdida de peso a los 120° C se relaciona
directamente con la evaporacién de agua, se obtuvo una tendencia inversamente proporcional de
la humedad en relacion a la concentracién de nanoparticulas, como se observa en la figura 27 a

mayor concentracion de 4cido cloroaurico en la reaccion, se obtuvo menor porcentaje de pérdida
de peso.

_
(=]
[4,]

Perdida de peso (:/o)
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©
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Figura 27. Analisis de porcentaje de humedad para materiales del grupo 2

Es bien conocido que, como producto de la reaccion entre el citrato de sodio y el acido
clorodurico se obtienen acidos carboxilicos, que permiten recubrir la nanoparticula y eliminar
efectos de aglomeracion®”*®%°1o que implica que las fuertes interacciones entre el quitosano y los
productos de reaccion del citrato, asi como el quitosano y las nanoparticulas, limitan la
formacion de enlaces con moléculas de agua que puedan existir en el ambiente, impidiendo la

formacion de enlaces de hidrogeno.
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5.5. Difraccién de rayos X (XRD)

Con el fin de corroborar la presencia de oro en los nanocompdsitos, se realizd difraccion de
rayos X a cada material, todos los espectros mostraron picos de difraccion alrededor de 26= 8.7°,
12°, 20° y 38.18°, particularmente, para la muestra con mayor concentracion de HAuCl; se
observo la aparicion de otro pico cerca de los 21.8°. Como lo muestra la figura 28 al incrementar
la concentracion de 4cido clorodurico, se presenté un aumento gradual en la intensidad del pico
ubicado a los 38.18° caracteristico de la reflexion del oro, de la misma forma, los planos de

difraccion a los 8.7° y 12 ° tuvieron un corrimiento a valores de 20 menores.

L
ASSNS

S 10 1o 20 i) JU 35 40
20 (grad)

Figura 28. Espectro de rayos X realizado a peliculas obtenidas con diferente concentracién milimolar de
HAuCl,,

Varios autores han descrito que, los picos de difraccién ubicados alrededor de 8.7°. 12° y 21.8°
han sido relacionados con la forma hidratada del quitosano (quitosano tipo I), mientras que una
reflexion alrededor de los 20° se asocia a una combinacién de la fase cristalina y amorfa
simultineamente o quitosano tipo 70273 A simple vista los resultados sugieren que el
incremento de la concentracion de nanoparticulas en el material, afecta la estructura
convencional del quitosano, promoviendo la interaccion de la matriz y las moléculas de agua,
modificando las distancias interplanares, esto se reconfirma con los resultados obtenidos para el
porcentaje de humedad (Fig 27). Sin embargo, con el fin de entender con mayor profundidad la
estructura del quitosano en estado sélido y su interaccion con las nanoparticulas de oro con el

agua, se realizaron difractogramas de rayos X a una muestra sintetizada con 0.2 mM de &4cido
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clorodurico, calentando la pelicula desde temperatura ambiente hasta 160° C como se observa en

la figura 29.

Intensidad (u.a.)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
26 grad

Figura 29. Patrén de difraccién de rayos X obtenido para una pelicula de 0.2 mM de 4cido clorodurico con
incremento gradual de temperatura.

Los patrones de difraccion obtenidos para el nanocompoésito de 0.2 mM de HAuCl; mostraron
que al incrementar la temperatura los planos relacionados con la forma hidratada del quitosano
(26 = 8.6 y12°%) presentaron un corrimiento a valores de 26 mayores, y desaparecieron cerca de
los 100° C, asi como, el pico a los 26= 21.8°. Adicionalmente entre los 100 y 120° comienza a
aparecer un plano ubicado a los 26 = 15.5°, el cual corresponde a la forma deshidratada o seca
del quitosano™,”’. Después del calentamiento se dejé enfriar la muestra hasta llegar a
temperatura ambiente (30°) y se observo que en estas condiciones el compdsito mantiene la

forma deshidratada con un contenido de agua cercano a 0.2 % peso.
5.6.Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

Como se ha expuesto anteriormente, el contenido de humedad de los nanocompésitos, es un
parametro sumamente relevante, el cual puede afectar de forma critica las propiedades de los
mismos y por tanto los mecanismos de conduccion, por esta razon se realizaron analisis de DMA

con el fin de esclarecer el panorama en cuanto al efecto del agua en los procesos de relajacion,
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para esto se midieron todas las peliculas con y sin previo calentamiento a 120°C. Como lo
muestra la figura 30 se graficé la fan J versus la temperatura para un compdsito sintetizado a 0.2
mM de é4cido clorodurico, el contenido de humedad para la muestra sin precaletamiento fue de
9.8%, y para la muestra con precalentamiento fue de 0.2 % en peso. Las mediciones arrojaron
tres picos de la tan 9, para las muestras con mayor humedad, sin embargo para las mismas

muestras con baja humedad se observo una desaparicion del primer pico.

50 100 150 200 250 300 350
T(°C)

Figura 30. tan J versus temperatura, la medicioén se hizo en una pelicula obtenida con 0.2 mM de HAuCl,,
durante el primer barrido el material contenia 9.8 % de humedad (tridngulos abiertos), el segundo barrido se
realiz6 con un precalentamiento de la muestra con un porcentaje de humedad de 0.2% peso (circulos
abiertos)la linea continua presenta los resultados del ajuste y la linea segmentada presenta los picos obtenidos
del ajuste..

Los nanocompositos con diferentes concentraciones fueron analizados de la misma manera que
la pelicula a 0.2.mM. La figura 31a muestra la dependencia obtenida para este grupo de
materiales sin calentamiento previo (contenido de humedad de 9.8% en peso), el primer pico
mostro una relacion clara con la concentraciéon de HAuCly en cada material, mientras que el
segundo pico ubicado a los 165°C y tercer a los 285°C, no presentaron una tendencia clara. Al
retirar el exceso de humedad de las muestras por calentamiento previo (contenido de humedad de
0.2% peso) se observo la desaparicion del primer pico (Fig. 30), lo que corrobora que el
contenido de agua en las muestras altera la estructura del material.

Es importante recordar que en quitosano puro y compdsitos de quitosano con nanoparticulas de
plata también presenta picos a 75°C y 165°C, ademas el pico a los 165°C se ha relacionado con

68
Uso de nanoparticulas de oro para aplicaciones Biomédicas



CAPITULO 5 Materiales del grupo 2

la temperatura de transicion vitrea de estos materiales y el pico a los 285°C se asocia con la
relajacién G iError! Marcador no definido., 28.
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Figura 31.a) posicién del primer pico obtenido en mediciones de DMA para nanocomposites a diferente
concentracién de icido clorodurico b) temperatura de Vogel calculada a partir de las mediciones de
conductividad (circulos abiertos) mediciones dieléctricas (cuadrados negros).

Debido a que es dificil concluir la naturaleza de los procesos de relajacion observados por la
técnica de DMA, se llevaron a cabo mediciones de espectroscopia dieléctrica en los
nanocompositos.

5.7. Mediciones de conductividad

La figura 32 muestra la dependencia de la conductividad eléctrica en corriente directa en funcion
de la temperatura para una muestra con 0.3 mM de HAuCl; antes y después del
precalentamiento, es decir con 9.5% y 0.2% en peso de agua respectivamente. La conductividad
fue calculada usando la ecuacion opc =d/(Rpc x S) explicada en los capitulos anteriores, y el
valor de la resistencia empleado fue determinado por medio del ajuste al semicirculo obtenido en
impedancia eléctrica y basado en el modelo de Cole-cole con resistencia en paralelo. Como se
observa en la figura se obtiene la Rpc a partir del ajuste realizado cuando se presenta una

interseccion entre los ejes de la parte real e imaginaria = 0 (o en el limite f —0)™,
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Figura 32. Conductividad en corriente directa versus el inverso de la temperatura para una pelicula de
sintetizada con una concentracién de 0.3mM de HAuCl,. Los circulos abiertos corresponden a la dependencia
de la conductividad para la pelicula sin precalentamiento (9.5% de humedad) y los tridngulos abiertos
delinean el comportamiento de la conductividad para la misma pelicula pero con un precalentamiento (0.2.%
de humedad). a) Modelo de Cole-Cole con resistencia en paralelo usado para obtener el valor de la resistencia
en corriente directa Rpc b) dependencia de log 6 (T)"? vs T

En primer lugar es importante resaltar que en general cada nanocompdsito mostro 4 diferentes

comportamientos, todos en funcion de la temperatura

1

2)

Para las muestras que fueron medidas directamente se observé un comportamiento no
lineal en el intervalo de temperatura entre los 25 y 70°C, el cual puede ser descrito por la

DT,

relacion de Vogel-Fulcher-Tammann (VFT) & = 5, exp(- ) donde oy es un factor

0
pre- exponencial, D es una constate del material y 7 es a lo que se le conoce como la
temperatura de Vogel. Este comportamiento se relaciona con la relajacion a y como se

vera posteriormente con el contenido de agua libre presente en el material

ao

RT

Una dependencia lineal tipo Arrhenius o = g, exp(— ) y relacionada con la relajacion

o del material, la cual fue observada en el intervalo de temperatura comprendido de 70 a

150°C para materiales sin precalentamiento y de 33 a 150°C para los compositos
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sometidos a precalentamiento. Sin embargo los dos tipos de muestras presentaron la
misma energia de activacién de 103.2 kJ/mol, lo que implica que esta contribucién es

dependiente del nimero de portadores de carga.

3) Una pendiente negativa, observada en las muestras con y sin precalentamiento a los

160°C que corresponde al inicio de la degradacion del material

4) Una dependencia no lineal para peliculas con precalentamiento presente en el intervalo

de temperatura de 0 a 33°C.

Para las muestras con menor contenido de humedad (0.2% peso de acuerdo a las mediciones de
TGA realizadas previamente) se observo la desaparicion de la dependencia no lineal, dando lugar
€n su mayoria a un comportamiento tipo Arrhenius que inicio desde los 33°C y continuo hasta el

punto de inicio de la degradacion.

Adicionalmente, en todas peliculas secas ubicadas por debajo del umbral de percolacién en el
intervalo de temperatura de 0 a 33°C, se observo que la conductividad presento una dependencia
no lineal. Este comportamiento no lineal se ha observado en muchos polimeros y puede ser
explicado por el modelo del salto de rango de la variable (VRH) propuesto por Mott’>’®. De

acuerdo con este modelo la dependencia de la conductividad en funcién de la temperatura puede

-

Donde 0) se considera como el valor del limite de la conductividad a una temperatura infinita y

escribirse de la siguiente forma:

o9~ I/T, Ty depende de la localizacion y densidad de los estados y el exponente y se relaciona
con la dimensionalidad d de proceso en la via de transporte a partir de la ecuacion y = 1/(1 + d),
donde d = 1, 2, 3. La aplicabilidad del modelo de VRH fue examinada graficando los resultados
experimentales en la forma In o(T)"? vs T7 . Se propone que los materiales CS/AuNp's
demuestran caracteristicas tridimensionales y su comportamiento de transporte descrito por la

expresion In o(T)" vs T puede ser lineal, como se observa en las mediciones experimentales’’.
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Todas las muestras presentaron un comportamiento similar. La figura 33 muestra la dependencia
de la conductividad obtenida para las peliculas secas (circulos abiertos) y himedas (circulos

solidos negros) a temperatura ambiente con diferente concentracion de HAuCls.

-5 O/O—O
-0

-10-
8 %
2 ©OOO-O~O

-20 \O\

- ‘N\I

0.0 03 06 0.9 12
HAUCI, (mM)

Figura 33. Dependencia de la conductividad para muestras del grupo 2, los circulos abiertos muestran la
conductividad obtenida para muestras secas y los circulos negros muestran el mismo parametro para
peliculas a temperatura ambiente.

El valor de la conductividad disminuyo progresivamente para los nanocompdsitos con
concentraciones de 0 a 0.6 mM de acido cloroaurico. La conductividad idnica de la pelicula de
quitosano puro puede relacionarse con la presencia de especies conductivas de los grupos NH;"y
los iones H*. de acuerdo a lo descrito en la literatura el niimero de iones H' y grupos amino
protonados disminuyen debido a la formacién de enlaces con las nanoparticulas y el citrato de
sodio. El incremento en la concentracion de la sal de oro y citrato de sodio, producen una
disminucidn de la cantidad de iones y grupos amino protonados, por lo que disminuye el valor de
la conductividad, como se observa en la figura 33. La conclusion anterior fue confirmada en los
obtenidos para espectroscopia de infrarrojo, donde se observa, el corrimiento y deformaciones de
la banda correspondiente a los grupos NHj", atribuida a la interaccién entre el grupo amino y la

particula metalica.

A una concentracion de 0.6 mM de 4cido cloroaurico se observo que la conductividad de las dos
peliculas, tanto himeda como seca mostraron un incremento abrupto en 6 6rdenes de magnitud

(desde 10° a 102 S/cm) correspondiente a un efecto de percolacion. Sin embargo de acuerdo con
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las micrografias realizadas por SEM y TEM (Fig. 25) no se observan conexiones fisicas entre las
nanoparticulas de oro. Por esta razén, y de acuerdo a la reaccion propuesta con previamente para
peliculas con sales de HAuCly y NaCl, se propone que el efecto de percolacion observado para
este grupo de materiales esta relacionado con la aparicion de un camino conductivo entre las

AuNp’s y las sales.

5.8. Mediciones dieléctricas

Como se menciond en el capitulo anterior (ver capitulo 4) para las mediciones correspondientes
al proceso de relajacion se empleo la expresion del modulo eléctrico, ya que, como se describid
en el capitulo 2 el moddulo eléctrico permite suprimir los efectos producidos por la polarizacion

interfacial y las contribuciones de los contactos.

El cambio de la parte imaginara del modulo eléctrico versus la frecuencia obtenida para el
nanocomposito sintetizado con 0.3 mm de HAuCly se muestra en la figura 34, donde se puede
ver que en el intervalo de temperatura de 25 a 70°C los picos presentan menor amplitud que para
los picos en el intervalo de temperatura de 70 a 150°C, de la misma forma se puede notar que al

incrementar la temperatura se produce un corrimiento a intervalos de frecuencia mayores.

A 10 a9 67 91102 112
13 ’

2933‘
bY)

Figura 34. Dependencia del tiempo de relajacién para un nanocompésito a 0.3 mM de icido clorodurico. Los
circulos abiertos corresponden a muestras sin precalentamiento mientras que los tridngulos abiertos
presentan el comportamiento de las muestras con tratamiento. La grafica insertada presenta el cambio de
amplitud y corrimiento de los picos a diferentes temperaturas.
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De la misma forma que para la conductividad se pueden observar tres dependencias diferentes en

la pelicula con precalentamiento a una humedad de 0.2%

1) Comportamiento no lineal en el intervalo de temperatura de 22 a 70°C, con picos de

menos amplitud, los cuales describen una tendencia de Vogel-Fulcher- Tamman

2) Dependencia lineal tipo Arrhenius en el intervalo de temperatura de 70 a 150°C, la
cual se observa desde los 22 a los 150°C para la misma muestra sometida previamente a

precalentamiento con temperatura de activacion de 102. 4 Kj/mol

3) A temperaturas cercanas a 160°C se observa una pendiente negativa que se identifica

con el inicio del proceso de degradacion’,””.

Las mediciones de conductividad en peliculas secas presentaron una desaparicion de la
dependencia no lineal tipo VTF dando lugar a la aparicién de una tendencia lineal que conservo
la misma pendiente observada en las peliculas humedas. En la figura 35 se muestra que la
energia de activacion calculada para las peliculas sintetizadas de 0 a 0.8 mM de HAuCly, a partir
del tiempo de relajacion y las mediciones de conductividad arrojaron valores muy similares.
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Figura 35. Energia de activacion calculada para materiales del grupo 2. Los circulos muestran los valores
obtenidos por medio de la medicion de conductividad y los tridngulos muestran los resultados de las
mediciones dieléctricas
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Asi mismo se puede ver que la energia de activacion fue directamente proporcional a la
concentracion de sal de oro empleada en la sintesis de cada material. Tanto las mediciones de
conductividad como las dieléctricas en peliculas con bajos porcentajes de humedad (0.2%)
mostraron una pendiente lineal constante con valores de 80 a 118 kj/mol, sin embargo en el caso
de las peliculas con humedad mayor la fraccion lineal obtenida fue menor (70 a 160°C), lo que
concuerda con reportes previos de quitosano y otros polisacéridos, en los que un comportamiento
tipo Arrhenius se observa en materiales con baja humedad y son relacionados con procesos de
relajacién o '**. Dicha relajacion se relaciona con los procesos de difusion local de iones entre

altos potenciales de barrera en sistemas desordenados compuestos por fases conductoras y no

conductoras.

La conductividad iénica de un polimero se relaciona con el numero de iones conductivos
presentes en el mismo, estos iones pueden excitarse por un proceso térmico que genera una
cantidad de energia suficiente para que este ion se difunda de una posicion a otra, a esta energia

se le conoce como la energia de activacion®..

Retomando los resultados obtenidos en las mediciones de DMA (Fig. 30) se observa claramente
que el primer pico relacionado con la relajacion a se encuentra presente en muestras con mayor
humedad, mientras que en peliculas con bajos porcentajes de agua este pico desaparece, lo que
implica que esta relajacion, es un proceso altamente dependiente del contenido de humedad
presente en la muestra y por tanto la temperatura de transicion vitrea calculada a partir del

comportamiento no lineal tipo VFT, dependera del contenido acuoso.

Por otra parte, el segundo pico obtenido se observo en los dos tipos de muestras y corresponde a
la relajacion o, de la cual se calcularon los valores de la energia de activacion, revelando que,
esta relajacion depende de la concentracion de nanoparticulas presentes en cada material’®. Al
comparar la temperatura de transicion vitrea 7, obtenida en las mediciones de DMA (Fig. 31)
con la temperatura de Vogel T, obtenida de las mediciones de espectroscopia de impedancia

eléctrica (fig. 31b), se puede obtener la siguiente relacion: T, = T + 61.9 £0.7 K.

Los resultados obtenidos sugieren que la temperatura de transicion vitrea esta relacionada con el
porcentaje de humedad del material y por tanto con el efecto plastificante que ejercen las

moléculas de agua en los nanocompositos. Esta conclusion se basa en los resultados obtenidos
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por difraccion de rayos X ya que como se presenté anteriormente cuando aumenta la cantidad de
particulas metalicas en el compoésito disminuye el porcentaje de humedad debido a las
interacciones que generan las nanoparticulas y se observa un corrimiento en los planos de

difraccién tipicos del quitosano y por tanto un cambio en la distancia interplanar del mismo.

5.9. Conclusiones

Los nanocompésitos sintetizados a base de quitosano y citrato de sodio presentan enlaces de
hidrogeno que a bajas concentraciones de acido clorodurico se encuentran mediados por los
productos de reaccion del CS, sin embargo, cuando la concentracion de nanoparticulas es mayor
las interacciones de la matriz polimérica con moléculas de agua disminuyen debido a que las
interacciones electrostaticas entre el quitosano y la nanoparticula aumentan bloqueando los

grupos amino del CS.

Debido a que la relajacion a es dependiente al porcentaje de humedad, y a su vez, este parametro
es dependiente de la concentracion de nanoparticulas en el material, tanto esta relajaciéon como la
temperatura de Vogel y la temperatura de transicion vitrea dependeran de la interaccién del
nanocompdsito con las moléculas de agua libre presentes en el material, esta conclusion esta

soportada tanto en las mediciones realizadas por DMA como en los estudios realizado por XRD.

La relajacion ¢ mostro una dependencia tipo Arrhenius tipica, con energias de activacion entre
80 y 118 kJ/mol, la cual depende de la concentracion de nanoparticulas presente en el compdsito,

ya que al aumentar la cantidad de particulas en el material aumenta la energia de activacion.

La aparicion de un incremento de 6 6rdenes de magnitud (de 10 a 102 S/cm) por encima de 0.6
mM de HAuCly_ en la conductividad tanto para materiales humedos como secos, fue causado por
el aumento de la concentracion de nanoparticulas en la matriz de quitosano y productos de
reaccion . el efecto de percolacion observado para este grupo de materiales esta relacionado con
la aparicion de una ruta de conduccion entre las nanoparticulas de oro y las sales presentes en el

material
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CAPITULO 6

6. Anailisis Estructural del Quitosano puro

Como se expuso en los capitulos anteriores tanto la conductividad como las relajaciones térmicas
de los nanocompositos sintetizados, son parametros dominados, en primera instancia, por la
interaccion de la matriz con moléculas de agua o en otras palabras por el porcentaje de humedad,
el cual sera mayor o menor segun la composicion quimica que presente el material. En este orden
de ideas, para comprender con mayor claridad los fenémenos que ocurren en los compésitos con
nanoparticulas de oro, es necesario conocer las modificaciones estructurales que se presentan en

quitosano puro por accion del agua.

Con el fin de profundizar, aclarar y determinar la contribucion especifica de la humedad en las
relajaciones térmicas del quitosano se realizaron algunos célculos tedricos que permitieron
obtener patrones de difraccion de rayos X para muestras de quitosano con diferentes porcentajes
de humedad, estos resultados fueron comparados con muestras hidratadas en camara himeda a
diferentes tiempos (1, 2, 3 y 24 horas), adicionalmente se precalentd la muestra por 24 horas a 60
grados con el fin de obtener una estructura anhidra. Todas las muestras fueron medidas por

analisis de rayos X y comparadas con los resultados tedricos.

6.1.  Analisis Termogravimétrico

Como se observa en la figura 36 tanto los polvos como las peliculas sometidas a cdmara humeda
incrementaron la absorcion de agua a través del tiempo. El polvo de CS presento mayor
porcentaje de humedad a tiempos cortos (1, 2 y 3 horas), lo cual se puede atribuir a que al
solubilizar el quitosano en acido acético los grupos amino se encuentran enlazados con otras
cadenas poliméricas, disminuyendo los sitios de unién de agua libre, sin embargo después de 24

horas de tratamiento los dos tipos de muestra se hidrataron en porcentajes cercanos a (56% *1.3).
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Figura 36. Porcentaje de humedad de muestras de quitosano, cuadrados negros peliculas de quitosano
sintetizadas por el método de evaporaciéon de solvente, circulos rellenos a la mitad, polvo de quitosano,
muestras sometidas en cimara himeda a diferentes tiempos.

Estos resultados confirman que, la absorcion de agua en el quitosano depende no solo del
porcentaje de desacetilacion, también depende de la organizacion estructural de la matriz del

polisacarido y el tiempo de exposicion a ambientes himedos.

6.2. Difracciéon de rayos X

De la misma forma se realizaron mediciones de rayos x para todas las muestras, los
difractogramas que se observan en la figura 37 presentan corrimientos especificamente de los
planos Akl (200) y el (010) respectivamente. Las peliculas de quitosano mostraron como signo
caracteristico un corrimiento del plano (200) a valores mayores de 26 (19.4° a 20.9°)
manteniendo la misma posicion para el plano (010), mientras que para las muestras en polvo el

plano (010) tuvo un corrimiento a valores menores de 260 (11.58° a 9.92°) en funcion de la
humedad.
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Estos resultados confirman que la estructura del quitosano en solucion acida o sal, y el quitosano
puro presenta variaciones relevantes y por tanto las moléculas de agua que interaccionan con
cada muestra generan una expansion de la celda cristalina por el incremento de la distancia
interplanar, lo cual se refleja claramente en los picos de difraccion ubicados alrededor de 8.7°.
12° y 21.8°, los cuales han sido relacionados con la forma hidratada del quitosano (quitosano
tipo I) . mientras que una reflexion alrededor de los 20° se asocia a una combinacién de la fase

cristalina y amorfa simultaneamente o quitosano tipo II.

(200) 10
Pelicala Polvos
(010) 94
2d
| iy 11.6
T3
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1h :g v"’
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0 20 40 0 ) 20 ' 4
26(grad) 20(grad)

Figura 37. Analisis de difraccion de rayos X realizados a peliculas de quitosano y polvo de quitosano
hidratados a diferentes tiempos

6.3. Calculos de estructura teéricos

Las aproximaciones estructurales a nivel tedrico se desarrollaron teniendo en cuenta valores de 0,
5,10 y 14 % de humedad partiendo de una celda unitaria con coordenadas asignadas en los
planos a, b y ¢ como se observa en la figura 38, a, define la distancia existente entre dos cadenas
poliméricas principales cuando se encuentra de forma vertical o una sobre la otra, b, define la
distancia entre dos cadenas teniendo en cuenta los radicales de forma horizontal o cuando se

encuentran una a un lado de la otra y ¢ define el largo de una cadena polimérica
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Figura 38. Estructura tridimensional de una molécula de quitosano, delimitaciéon de planos a,.by ¢
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En la parte a de la figura 39 se observan los difractogramas calculados variando la cantidad de

moléculas de agua en la estructura de quitosano, estos resultados muestran que todas las

estructuras calculadas presentaron modificaciones en la intensidad o ubicacién de los picos y por

tanto en su patrén de difraccion, principalmente en los planos (010), (020) y (200) ubicados a los

10°, 15°, 20° de 26. La parte b de la figura muestra una serie de mediciones experimentales

realizadas a una misma pelicula de quitosano, la cual fue calentada de 30 hasta 160 °C.
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Figura 39. Difractogramas de rayos X calculados teéricamente para muestras con diferente humedad
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Figura 40. Distribucién de los planos de difraccién de una molécula de quitosano. Plano (200) se encuentra
ubicado entre dos cadenas principales, (010) en los extremos de la cadena y (020) es el plano que pasa en el
extremo de una cadena polimérica de quitosano y el punto medio de otra.

Al comparar los planos de difraccion obtenidos de forma teérica y experimental se observa que
existe una relacion estrecha entre el corrimiento de los planos y el porcentaje de humedad, las
muestras con mayor cantidad de agua tuvieron valores de 26 menores indicando que la distancia
interplanar aumenta, y al calentar la muestra de forma experimental se observa que
particularmente el plano 200 se desplaza a valores mayores de 26 debido a que el porcentaje de

humedad disminuye, en base a estos resultados se ha propuesto que las moléculas de agua libre
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que tienen a incorporarse entre las cadenas principales y los extremos de cadena como lo muestra

la figura 40 estos sitios se relacionan con los planos (200) y (010) respectivamente.

De esta manera al comparar los difractogramas experimentales y tedricos se pudo determinar que
al incrementar las moléculas de agua el plano 010 se intensifica, lo que coincide con los
resultados experimentales en los polvos de quitosano (Fig. 37). Adicionalmente, en los calculos
tedricos se observa la presencia de un nuevo plano de difraccion ubicado cerca a los 23° de 260
que ha sido reportado por otros autores y relacionado con porcentajes de humedad cercanos al 15
%, como lo presenta la figura 41. Al comparar los resultados experimentales se observa que para
las muestras en pelicula, el pico ubicado alrededor de los 20° de 28 aumenta su ancho medio al

incrementar el porcentaje de humedad, probablemente por la contribucion del plano relacionado

a muestras hidratadas *.
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Figura 41. Difraccién de rayos X calculada para estructuras anhidras e hidratadas hasta en un 14% de
humedad.
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6.4. Conclusiones

Anteriormente el quitosano fue catalogado como un material amorfo, sin embargo, actualmente
la molécula de CS se puede considerar como una cadena polimérica tridimensional que
interacciona con otras cadenas del mismo polisacarido, moléculas de agua y algunos acidos, es
claro que este polisacarido posee en su estructura fases amorfas y cristalinas que pueden variar
en funcién de la humedad, ya que, el agua libre que interacciona con el polimero modifica
radicalmente la estructura del mismo y por tanto las propiedades fisicoquimicas y eléctricas que

presenta.

El vinculo entre los analisis de XRD experimentales y los calculos tedricos fue una herramienta
fundamental en el entendimiento y comprension de los resultados obtenidos en esta tesis, ya que
cada grupo de nanocompdsitos sintetizados fue un sistema complejo, debido a las interacciones
particulares en cada caso, fue necesario estudiar las modificaciones moleculares que sufre el
quitosano puro y de esta manera se obtuvo una esquematizacion de la molécula de quitosano,
ubicando los planos y lugares especificos donde se une el agua a la estructura, lo cual es de suma
importancia ya que este factor permite explicar fendmenos conductivos, y el origen de las

relajaciones térmicas del material a partir del contenido acuoso del material.
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CAPITULO 7

7. Resultados y Discusién para materiales del grupo 3

7.1. Sintesis de materiales

Como se expuso en los capitulos anteriores, el CS y el citrato de sodio permitieron obtener
nanocompositos estables, sin embargo, el analisis de las propiedades eléctricas fue un proceso
complejo debido a que el porcentaje de humedad y la conductividad de los materiales pueden
atribuirse al exceso de éacido clorodurico y la presencia de citrato de sodio, con el fin de
esclarecer y profundizar la contribucién de cada uno de estos componentes se sintetizo una serie
de materiales utilizando solamente quitosano y acido cloroaurico con diferentes concentraciones
mili molares, todos los detalles de la reaccion se presentaron en el capitulo 2: materiales y

métodos.

En la tabla 4 se puede observar una serie de 8 compdsitos representativos para este grupo de

materiales,

Tabla 4. Nanocompésitos sintetizados variando la concentracién de 4cido clorodurico, usando solamente
quitosano al 2% p/p como agente reductor

HAuClymu) HAuCl, ( mg/ml) 2% CS (mL)
0.15 0.05 2
0.3 0.1 2
0.6 0.2 2
0.86 0.29 2
1.4 0.47 2
1.7 0.58 2
3 1 2
5 6 9

7.2.  Espectroscopia de Infrarrojo
Como se observa en la figura 42, el espectro de infrarrojo obtenido para los compositos
sintetizados presento un comportamiento similar para todas las peliculas. La banda cercana a los
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3300 cm’'se produce por un estiramiento simétrico del grupo -OH, seguida de otra banda
presente alrededor de los 2800 cm™ asociada con el estiramiento simétrico del grupo metilo. La
banda a los 1640 cm™' se relaciona con el estiramiento antisimétrico del grupo C=0 de las amidas
primarias, a los 1550 cm™' se observa otra banda de absorcion que corresponde a la deformacion
antisimétrica del grupo NH;". A los 1410 cm'se delimita otra banda producida por el
estiramiento de los grupos C-H, a los 1025 cm™ se observa una banda principalmente

relacionada con los estiramientos del enlace glicosidico (C-O-C).
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Figura 42. a. Espectroscopia de Infrarrojo realizada a los compésitos del grupo 3. b. ampliacién del 4rea mas
significativa del espectro en el intervalo de 2000 a 400 cm™.

A simple vista se observa que se presenta un ensanchamiento y disminucion de la intensidad de
las bandas ubicadas a los 3500 y 3300 cm™, las cuales corresponden a estiramientos simétricos
de los grupos —OH y —NH respectivamente, aunque cabe aclarar que puede haber un
solapamiento de las contribuciones de las mismas, una ampliacion en el 4rea comprendida entre
los 2000 a 400 cm™', muestra que a medida que aumenta la concentracion de 4cido cloroaurico, la
banda ubicada a los 1550 cm pierde intensidad y aumenta su ancho caracteristico, lo cual
implica que las vibraciones del grupo amino protonado se ven afectadas por la interaccion de la
nanoparticula metalica con esta especie quimica, dicho comportamiento fue descrito por Wei y
Quian en 2008, para nanocompositos de plata y oro obtenidos usando quitosano como agente

reductor, proponen que la interaccion en de la particula y la matriz polimérica se da
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especificamente entre la superficie polarizada y el grupo NH;™ *". de la misma forma a la banda
asociada al enlace entre C-H situada a los 1380 cm™ incrementa su intensidad, por otro lado las
bandas presentes a los 1070 y 1030 cm™ relacionadas con estiramientos del enlace glicosidico
(C-0-C) y estiramientos de C-N respectivamente disminuyen su intensidad. Teniendo en cuenta

probablemente debido a la saturacion de nanoparticulas en la matriz del material.
73. Anilisis morfolégico

En la figura 43 se pueden observar dos micrografias obtenidas por microscopia electronica de
transmision a dos compdsitos sintetizados de 0.3 v 3 mM de HAuCls. Se aprecia, que las
nanoparticulas de oro obtenidas en la matriz de quitosano se encuentran distribuidas de forma
homogénea principalmente en los compdsitos con menor concentracion, los compdsitos de

mayor concentracion muestran particulas definidas, algunas de estas se encuentran formando

aglomeraciones.
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Figura 43. Micrografias de TEM. a. 0.3 mM b. 3 mM. c. Histograma de