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RESUMEN

En los ultimos afios, el campo de la nanotecnologia ha impulsado varios de los
avances mds importantes en ciencia, ingenieria y produccion desde la revolucion
industrial. En esta direccion, la nanotecnologia constituye una plataforma tecnoldgica
que ha demostrado tener potencial para producir productos innovadores con
considerables beneficios para la salud humana y actualmente ofrece nuevas
oportunidades para la innovacion en la industria alimentaria y sectores afines.

Teniendo en cuenta estas premisas, el objetivo del presente trabajo de Tesis fue
disefiar materiales nanoestructurados a base de quitosano y polimeros sintéticos
biocompatibles cargados con nanoparticulas de Cu, Ag o TiO,, y aplicarlos tanto al
campo de envasado de alimentos, como del medio ambiente y biomédico.

Dentro de la estructura de la Tesis, en Antecedentes se expusieron investigaciones
para dar un marco conceptual al tema. En el Capitulo 1, se presento la caracterizaron
de los polimeros usados por diversas técnicas como DRX, ATR-FTIR y DSC. En el caso del
quitosano, también se determinaron el peso molecular y el grado de deacetilacion. El
quitosano es un material biodegradable, no-toxico, que permite un aprovechamiento
integral y eficiente de los recursos. Asimismo, el alcohol polivinilico (PVA) es un
polimero sintético biodegradable, soluble en agua. La polivinil pirrolidona (PVP) se uso
para la sintesis de nanoparticulas de cobre y como refuerzo en la matriz electrohilada
de PVA. Si bien la PVP no es biodegradable, todos los polimeros usados son
biocompatibles, tienen diversas aplicaciones tanto en el campo de la biotecnologia, la
medicina, como en la industria alimentaria y en el drea farmacéutica, y de tecnologia
de envases.

En el Capitulo 2 se desarrollaron matrices nanocompuestas activas a base de
quitosano con nanoparticulas de plata (NpAg). Se sintetizaron y se caracterizaron las
NpAg para después incorporarlas a las matrices de quitosano formando los
nanocompuestos. Estos se estudiaron desde diversos puntos de vista, térmico,
mecdnico, susceptibilidad al agua, microestructural (DRX, ATR-FTIR), entre otros. En el
Capitulo 3, se sintetizaron nanoparticulas de cobre (NpCu) y matrices nanocompuestas
siguiendo un esquema semejante al del Capitulo 2.

En el Capitulo 4, las matrices de quitosano funcionalizadas con Np se combinaron con

PVA a fines de mejorar las propiedades mecdnicas y de barrera. Estas matrices se



aplicaron como apdsitos y en ensayos de difusion. En el caso de los apdsitos, se
realizaron pruebas de hemdlisis, adhesion de plaquetas y se estudio su influencia sobre
tiempos de coagulacion. Otra aplicacion se realizd en el drea de envasado de
alimentos. A pesar de que los materiales no fueron disefiados para su uso en contacto
directo con alimentos, se analizé la difusion de los iones cobre en una matriz
alimenticia modelo. Se cuantifico la transferencia de iones cobre hacia la matriz
alimenticia por espectrometria de absorcion atémica y se aplico un modelo a fin de
ajustar la cinética del proceso.

Articulando con el grupo de los Drs. Pizzio y Rengifo-Herrera, en el Capitulo 5, se
formularon matrices nanocompuestas de quitosano funcionalizadas con nanoparticulas
de TiO; para su aplicacion como materiales autolimpiantes realizando ensayos de
fotodegradacion de verde de malaquita.

La capacidad antimicrobiana de las matrices desarrolladas se presentd en el Capitulo
6. Se usaron bacterias Gram-positivas (S. aureus y S. epidermidis), Gram-negativas
(Salmonella y E. coli) y Candida albicans para realizar distintos ensayos, difusion en
agar, observacion por SEM y TEM, cortes histologicos en TEM, potencial zeta y ATR-
FTIR. Todas las matrices demostraron tener propiedades antimicrobianas al ser
contrastadas contra los materiales con NpAg con probada accion antibacteriana.

Asimismo, en el Capitulo 7, se expusieron los resultados obtenidos mediante el
empleo de la técnica de electrohilado con un equipo de construccion casera. En linea
con las aplicaciones en el campo biomédico o cosmético, esta técnica de gran
versatilidad, brinda la posibilidad de crear nuevas estructuras y productos y abre las
puertas a un nuevo horizonte tecnoldgico permitiendo el disefio de nanoestructuras
fibrosas funcionalizadas. Explorando aplicaciones en otros campos, las matrices
electrohiladas cargadas con nanoparticulas de cobre se aplicaron como filtros para
retener material particulado del medio ambiente de tamafios menores que 2.5y 10 um.

Por otra parte, se desarrollé un sistema bicapa mediante formacion de una capa
electrohilada sobre una pelicula de quitosano obtenida por moldeo para mejorar las
propiedades mecdnicas del sistema.

La toxicidad y citotoxicidad de las matrices y sus componentes se analizaron en el
Capitulo 8. Para los ensayos de toxicidad se usaron peces zebra fish y se estudiaron

diversos pardmetros, morfologia, frecuencia cardiaca, movimiento espontdneo,



mortalidad. La citotoxicidad se analizo frente a la linea celular Ha-Cat que mantuvo una
alta viabilidad frente a las peliculas funcionalizadas.

En el Capitulo 9 se expusieron los resultados de los ensayos de biodegradabilidad. La
pérdida de peso fue mds acentuada en el caso de las peliculas de quitosano. Por otra
parte, la cinética de degradacion de las peliculas PVA resulté mds lenta comparada con
las otras formulaciones, compatible con un polimero sintético. Las fotografias
permitieron observar el cambio de color, la aparicion de rugosidad y la pérdida de
masa con el avance del proceso de biodegradacion. Las micrografias obtenidas por
SEM corroboraron los ataques de las enzimas secretadas por diversos microorganismos
como bacterias y hongos que produjeron la endo-escision de la matriz. Asimismo, los
espectros obtenidos mediante ATR-FTIR demostraron las transformaciones sufridas por

las peliculas a nivel molecular.
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ANTECEDENTES
Introduccion a la nanotecnologia

En diciembre de 1959, el fisico estadounidense Richard Feynman (Wyser y col., 2016)
dio una conferencia ante la American Physical Society titulada There's Plenty of Room at
the Bottom (hay mucho espacio en el fondo). En esta conferencia, Feynman mencioné los
beneficios que supondria para la sociedad el poder manipular la sustancia y fabricar

artefactos con una precision de unos pocos atomos utilizando el término miniaturizacion.

Sin embargo, quien acuid el término nanotecnologia fue Norio Taniguchi en el afo
1974 en relacion a procesos de separacién, consolidacion y deformacién de materiales

por un atomo o una molécula.

Desde entonces, la nanociencia y la nanotecnologia se han convertido en campos

apasionantes de investigacion y desarrollo.

Asimismo, con base en la National Nanotechnology Initative (NNI), la nanotecnologia
se puede describir como el area encargada del estudio, disefio, caracterizacion, sintesis y
aplicaciéon de materiales y sistemas, cuyas estructuras y componentes exhiben nuevas
propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas debido a su tamafio nanométrico (1 nm = 107
m) (Huang y col., 2018; Roco 2007). Estas nuevas propiedades han ido ganando
importancia debido al incremento del drea superficial (Alcala-Alcald y Quintanar-

Guerrero, 2015).

La velocidad de la difusién de las nanotecnologias se advierte en la creciente
diversidad de productos que las han incorporado: desde procesadores electrénicos hasta
cosméticos, pasando por medicamentos, textiles y levas para motores de automoéviles y

de aviones (Chavez y Patifio, 2009).

Hay numerosos nanomateriales que se han reportado en estudios previos,
generalmente divididos en la llamada dimensién cero (nanoparticulas (Np): quantum
puntos, nanocumulos y fulerenos), unidimensionales (nanotubos y nanovarillas),
bidimensionales (peliculas delgadas) y nanomateriales tridimensionales (por ejemplo,
nanocompuestos y nanofibras) (Sharma y col., 2017) (Figura 1). Estos materiales han

exhibido propiedades mesoscépicas inusuales, incluyendo gran superficie especifica,
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pequeno tamafo, alta reactividad, alta resistencia y ductilidad, que son las razones de
gue los nanomateriales son con frecuencia aplicados en una gama diversa de campos

industriales (Ariyarathnay col., 2017).

a) d) 9
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Figura 1. Materiales nanoestructurados heterogéneos con diferentes morfologias.
https://www.quora.com/What-is-the-difference-between-one-two-three-and-zero-

dimensional-nanomaterials

Dos enfoques en pugna bottom-up o top-down

Existen diferentes enfoques para abordar la nanotecnologia, bottom-up o construccion
ascendente y top-down o construccién descendente (Figura 2). En el proceso bottom-up,
los &tomos y moléculas son ensamblados uno a uno, en reacciones quimicas controladas,
como bloques de construccidn que van creciendo hasta generar la nanoestructura
deseada. Por otro lado, el enfoque top-down utiliza técnicas como la fragmentacién, corte
o grabado, a través de procesos de mecanizado de pelicula, de superficie o litografia para
reducir el tamafio de los materiales hasta la escala nanométrica. El enfoque bottom-up se
considera ideal para ser aplicado en nanotecnologia, pues ofrece una gama de
posibilidades en el disefio y construccién de nuevos sistemas capaces de desarrollar

diferentes funciones (Alcala-Alcala y Quintanar-Guerrero, 2015; Majumder y col., 2007).


https://www.quora.com/What-is-the-difference-between-one-two-three-and-zero-dimensional-nanomaterials
https://www.quora.com/What-is-the-difference-between-one-two-three-and-zero-dimensional-nanomaterials
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Figura 2. Métodos de sintesis de nanoparticulas. Adaptado de Barabadiy col. (2019).

En los ultimos afios, el campo de la nanotecnologia ha impulsado varios de los avances

mas importantes en ciencia, ingenieria y produccion desde la revolucidn industrial.

Segun el origen, los nanomateriales pueden clasificarse como naturales o sintéticos.
Los naturales se producen en la naturaleza a través de procesos biogeoquimicos o
mecdanicos, sin conexion directa o indirecta con la actividad humana o proceso
antropogénico. Los sintéticos son concebidos, disefiados y producidos intencionalmente
por los seres humanos o producidos de forma no intencional como resultado de
cualquier forma de influencia humana directa o indirecta o por procesos antropogénicos
(nanomateriales incidentales). Reacciones fotoquimicas, erupciones volcanicas o
incendios forestales son algunos de los procesos naturales que llevan a la produccién

natural de nanoparticulas (BartoSova y Nikolaevna lvanova, 2019).
Los nanomateriales pueden organizarse en cuatro grupos segun su base:

4 Nanomateriales a base de carbono - generalmente contienen carbono y se pueden
encontrar como tubos, elipsoides y esferas. Fullerenos, nanotubos de carbono,

nanorellenos de carbono, grafeno pertenecen a este grupo (Jeevanandam y col., 2018).

+ Nanomateriales inorganicos que contienen metales u éxidos metalicos, pueden

ser sintetizados y modificados con varios grupos funcionales quimicos.
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#+ Nanomaterial de base orgdnica. Estos Nms hechos principalmente de materia
organica tienen aplicacién en el campo biomédico como portadores y liberadores de
drogas. Por ejemplo, nanoparticulas a base de lipidos (liposomas), Np a base de proteinas

o micelas (Shatrohan Lal, 2014)

#+ Los nanomateriales compuestos son materiales multifasicos y nanoestructurados
(NSM) con una fase a escala nanométrica que puede combinar con otras Np o con
materiales a granel (por ejemplo, nanofibras hibridas) o estructuras mas complicadas,
como una estructura metal-orgdnica. Los compuestos pueden ser cualquier combinacion
de nanomateriales a base de carbono, de metales u organicos con cualquier forma

(Jeevanandam y col., 2018).
Algunos campos de aplicacion de la nanotecnologia se explicitan en la Tabla 1.

Tabla 1. La nanotecnologia aplicada a diferentes campos. Adaptada de Paly col. (2011).

Campo de aplicacién Aplicacion

Nanomedicina Ingenieria de tejido, nanoencapsulados de
drogas

Quimicos y cosméticos Compuestos a nivel nanoescala, pinturas,

recubrimientos

Materiales Nanoparticulas, nanotubos de carbono,

pinturas, biopolimeros

Ciencias de los alimentos y medio ambiente Filtros de agua y purificacion de aire, células

fotovoltaicas

Energia e industria militar Biosensores, armas

Electrénica Chips semiconductores, tarjetas de memoria
Herramientas cientificas Microscopia de tunel, AFM, SEM

Agricultura Microscopia de tunel, AFM, SEM
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Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas presentan caracteristicas Unicas como resonancia del
plasmén superficial con longitud de onda en la region visible y propiedades Opticas
especificas. En la era medieval, las nanoparticulas metalicas se empleaban para decorar
las ventanas de la catedral. En el campo biomédico, se ha encontrado muy interesante la
posibilidad de tratar directamente células y tejidos afectados, sin alteracion y

envenenamiento de las células sanas.

En 1857, Faraday realizd la primera investigacién de la existencia de nanoparticulas
metalicas en solucién. En 1908, Mie dio una explicacion cuantitativa de su color. Hoy en
dia los nanomateriales se pueden preparar y modificar con varios grupos funcionales
guimicos que les permiten unirse con anticuerpos, ligandos o drogas. Las nanoparticulas
metalicas ofrecen una amplia gama de aplicaciones en el darea terapéutica, la

biotecnologia, los vehiculos para la entrega de genes y medicamentos.

La aplicacion generalizada de nanoparticulas metalicas es atribuible a sus propiedades
Unicas (Makarov y col., 2014; Zhang y col., 2007;). Diferentes procesos fisicos y quimicos
son actualmente usados para sintetizar nanoparticulas metalicas, que permiten obtener

particulas con las caracteristicas deseadas (Makarov y col., 2014).

Debido a la limitada capacidad de las plantas para reducir los iones metdlicos, la
eficiencia de la sintesis de nanoparticulas metdlicas también depende del potencial
electroquimico de un i6n (Haverkamp y Marshall, 2009) (Figura 3). Por lo tanto, la
capacidad de un extracto de planta para reducir iones metdlicos puede ser
significativamente mas alto en el caso de iones con un gran potencial electroquimico
positivo (por ejemplo, Ag*) que en el caso de iones con un bajo potencial electroquimico

como [[Ag(5203)?]*] (Haverkamp y Marshall, 2009; Makarov y col., 2014).
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Figura 3. Representacidon esquematica de sintesis de nanoparticulas metdlicas en un
extracto vegetal. Los iones metalicos se unen a los metabolitos reductores y agentes
estabilizadores y se reducen a 4tomos metalicos. El complejo resultante del ion metalico y
el metabolito interactia con complejos similares formando una pequefia nanoparticula
metadlica. Adaptado de Makarov y col. (2014).

El pH ejerce gran influencia sobre la formacion de nanoparticulas. Un cambio en el pH
resulta en un cambio de carga en los fitoquimicos naturales contenidos en un extracto,
gue afectan su capacidad para unir y reducir los cationes y aniones metadlicos en el curso
de la sintesis de nanoparticulas, y esto a su vez puede afectar a la forma, el tamafio y el

rendimiento de las nanoparticulas (Makarov y col., 2014).

La temperatura es otro factor importante que influye en la formacién de
nanoparticulas (Bankar y col.,, 2010). Ademas, los experimentos sobre la sintesis de

nanoparticulas de plata en extractos de verbena limén (Aloysia citrodora) demostraron



Antecedentes

qgue el aumento de la temperatura de reaccién se acompafia por un aumento en la

eficiencia de la reduccidn de iones de plata (Makarov y col., 2014).

Las nanoparticulas de plata (NpAg) son agentes antimicrobianos ampliamente
investigados aplicados en una amplia gama de productos de consumo, tales como
textiles, envases de alimentos y cosméticos. Sin embargo, su impacto a largo plazo sobre
la salud humana y el medio ambiente sigue siendo en gran medida desconocido.
Investigaciones recientes sugieren que todavia se necesita una produccién
tecnoldgicamente simple de dispersiones estables de NpAg que sean ecolégicamente
aceptables y biocompatibles, respondiendo a los problemas de seguridad relacionados
con su uso y eliminacién. Por ejemplo, los materiales actuales cargados con NpAg liberan
particulas durante el enjuague/lavado que finalmente van al sistema de aguas residuales
y el medio ambiente, donde pueden llegar a ser perjudiciales para la exposicidn humana

descontrolada y también para los microbios esenciales para los sistemas ecoldgicos.

Ademas, se informd que las nanoparticulas de Ag fueron capaces de cruzar barreras
biolégicas en humanos, es decir, barrera hematoencefalica con acumulacién no deseada
en diferentes tejidos. Biopolimeros, como polisacaridos, son cada vez mas usados como
agentes de recubrimiento de las nanoparticulas anticipando multiples beneficios de los
nanohibridos formados. Los polisacdridos servirian como: (i) reductores en sintesis de
NpAg a partir de sales de Ag*!, siendo alternativas naturales a los reactivos quimicos
agresivos, (ii) estabilizantes de dispersiones de Np prolongando su vida util; iii) agentes
protectores que disminuyen la toxicidad de las NpAg en las células humanas, (iv)
potenciadores de las propiedades antimicrobianas intrinsecas de las NpAg, y (v)
proveedores de los grupos funcionales necesarios para su inmovilizacidn permanente

sobre sustratos solidos o su posterior funcionalizacion superficial.

El quitosano, en particular, es adecuado como portador de NpAg debido a su carga
positiva que evita la agregacidén de particulas. Al mismo tiempo, el recubrimiento de
quitosano formado alrededor de las NpAg mejora la compatibilidad de las nanoparticulas
con células y tejidos humanos. El recubrimiento de las nanoparticulas con quitosano

también puede resultar en un mayor efecto bactericida sobre las bacterias plancténicas
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en comparacién con Q o NpAg solas, especialmente debido al caracter catiénico del Q que

causa perturbacién de las membranas bacterianas (Francesko y col., 2017).

Otro beneficio importante del uso de Q es la posibilidad de explotar la sintesis verde
de NpAg, sustituyendo reactivos como NaBHs. En un enfoque sintético verde, el
quitosano reduce la Ag*! a plata elemental, mientras que sus macromoléculas interacttan

simultaneamente con la superficie de las NpAg formadas y las estabiliza.

La idea de usar plata como agente antimicrobiano ha sido implementada en diversos
productos. Un ejemplo del uso de nanoparticulas de plata se encuentra en los filtros de

aire acondicionado; asimismo la plata se ha introducido en refrigeradores y lavadoras.
Tipos de estabilizacion de los coloides metalicos

Las particulas coloidales son inestables y exhiben una tendencia a aglomerarse, asi que
deben ser estabilizadas para conservar el coloide. La utilizacién de un agente estabilizante
origina una fuerza de repulsidn que contrarresta las fuerzas de Van der Waals que atraen
dos particulas a distancias cortas. La estabilizacion se puede dar por efectos

electrostaticos, por impedimento estérico o por una combinacién de los dos.
Estabilizacién electrostadtica

En este caso, la presencia de iones sobre la superficie de las particulas y sus
respectivos contraiones producen una doble capa (opuestas entre si) a su alrededor. Esto
genera una repulsidon de tipo electrostdtico entre las particulas (Figura 4a) y evita la

agregacion si la diferencia de potencial en la doble capa es lo suficientemente alta.
Estabilizacion estérica

La adsorcion de moléculas (polimeros, oligdmeros, dendrimeros) o la coordinacion de
ligandos sobre la superficie de las particulas proporcionan una capa protectora que evita
la agregacién (Figura 4b). Cuando dos capas protectoras comienzan a interpenetrarse se
da un aumento local de la concentracién de moléculas adsorbidas, originando una
repulsion osmética ya que el disolvente trata de restablecer el equilibrio mediante Ila

dilucién de las moléculas y separando de este modo las particulas.
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Estabilizacion electrostérica

Se puede combinar la estabilizacién electrostatica y la estérica. Los compuestos usados
(agentes tensoactivos idnicos) contienen un grupo polar capaz de generar una doble capa

eléctrica y una cadena lipofilica capaz de proporcionar la repulsion estérica (Figura 4c).

L=}
Figura 4. Tipos de estabilizacion en los coloides metdlicos. Adaptado de Zhao y col.

(2008).

Los efectos de superficie son muy importantes ya que hay un incremento del area
superficial por unidad de volumen. Los dtomos de la superficie de las nanoparticulas
estdn menos unidos que el resto de los atomos y su esfera de coordinacién esta
incompleta, por lo que se incrementa su energia libre superficial, afectando propiedades
como la temperatura de fusidn y reactividad quimica. Por otra parte, la absorcién atomica
de nanoparticulas es un fenémeno de superficie que sufre modificaciones y se puede
modular dependiendo de las caracteristicas de las particulas (composicién, tamafio,
protectores de superficie, entre otros) como puede observarse en la Figura 5 (Gutiérrez-

Wing, 2006).
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Figura 5. Dispersiones coloidales de nanoparticulas metalicas. El color de la dispersion

depende de las caracteristicas de las nanoparticulas. Adaptado de Gutiérrez-Wing (2006).
La nanotecnologia aplicada a alimentos

Si bien la nanociencia y la nanotecnologia son avances cientificos innovadores que se
han consolidado a partir de este siglo, su utilizacién en producciones alimentarias y
agricolas es bastante reciente en comparacion con su aplicacion en otras dreas como la
farmacéutica y la liberacién controlada de medicamentos. La nanotecnologia se
presentaria como un nuevo paradigma de desarrollo de avance cientifico para permitir el
crecimiento y la transformacidn de la disciplina agroalimentaria, con potencial para elevar
la producciéon mundial de alimentos, ademas del valor nutritivo, la calidad y la seguridad

alimentaria (Chung y col., 2017; Thiruvengadamy col., 2018).

El abordaje del procesamiento de alimentos que involucren el uso de nanomateriales
incluye la integracién de agentes nutracéuticos, gelificantes y espesantes, propagacion de
nutrientes, fortificacion con minerales y vitaminas, nanoencapsulacion de sabores (Huang
y col., 2010). Asi, los sistemas con estructuras fisicas en escala nanométrica podria afectar

caracteristicas que van desde la seguridad alimentaria hasta la sintesis molecular.

La nanotecnologia puede también pueden incrementar la calidad y la seguridad de los
alimentos. En este sentido, muchos estudios estan evaluando la capacidad de los

nanosensores para mejorar la deteccién de patégenos en los sistemas alimentarios.
10
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Nanoalimentos son productos que se cultivaron, transformaron o envasaron con la ayuda
de nanotecnologia o de materiales producidos con nanotecnologia (Figura 6)

(Thiruvengadam y col., 2018).

Canham (2007) encontré que la proteina de la leche a-lactoalbumina en ciertas
condiciones puede autoensamblarse para formar nanoestructuras tubulares. Estas
estructuras son formadas en varias etapas. En la primera etapa, la a-lactoalbimina es
parcialmente hidrolizada a través de la actividad de una proteasa de Bacillus
licheniformis. También, junto con otros componentes, varios derivados se forman con
pesos moleculares que varian de 10 a 14 kDa. En presencia de iones de calcio, esta mezcla
se ensambla en tubos helicoidales. Nanoquelatos de soja y calcio han resultado ser
adecuados para la nanoencapsulacién de vitaminas, acidos grasos omega-3 y licopeno sin
afectar a las propiedades organolépticas del alimento (Joseph y Morrison, 2006).
Productos lacteos, bebidas, cereales y pan se complementan con minerales, vitaminas,
péptidos bioactivos, probidticos, antioxidantes. Algunos de estos componentes activos
son afiadidos a los alimentos como nanoparticulas o particulas de unos pocos nm de

tamano.

Asimismo, las nanoparticulas se afiaden a distintos alimentos para aumentar las
propiedades de flujo, color, y estabilidad durante el procesamiento, o la vida util. Por
ejemplo, materiales de alumino-silicato se utilizan normalmente como antiaglomerantes
en alimentos procesados en polvo, mientras que didxido de titanio anatasa es un
blanqueador de alimentos usado normalmente y un aditivo aclarador empleado en

dulces, algunos quesos y salsas (Ashwood y col., 2007).

Independientemente de cémo percibe el publico las aplicaciones de la nanotecnologia
en el sector alimentario, parece claro que la manipulacién de la materia a nivel

nanoescala seguira generando nuevos productos.

11
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Figura 6. Diferentes etapas en manejo que involucra procesamiento, envasado vy
preservacion ayudados por la tecnologia con la asistencia de nanomateriales. Adaptado
de Thiruvengadam y col. (2018).

La nanotecnologia en el envasado de alimentos

El envasado es un componente clave en la industria alimentaria; sin embargo, su
caracter permeable es el mayor defecto en los materiales convencionales de envasado de
alimentos. No hay materiales de envasado totalmente resistente a los vapores de agua y
gases atmosféricos (Sharma y col., 2017). Ademas, los productores/consumidores junto
con la cadena de suministro de alimentos buscan sistemas de envasado nuevos,
rentables, ecoldgicos e ingeniosos para proteger y controlar la calidad de los alimentos, lo
gue es posible con una seguridad alimentaria comprometida, calidad y trazabilidad. Como
resultado, hay varios factores criticos que impulsan la innovacion de los materiales de
envasado. Por un lado, facilitan el almacenamiento, manipulacién, transporte vy
proteccién de los alimentos frente a la contaminacién medioambiental y otros factores, y
satisfacen las crecientes demandas del mercado, especialmente en relacién con la

12
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preferencia del consumidor por productos alimenticios nutritivos y de alta calidad (Han vy

col., 2018).

Algunos materiales bionanocompuestos estdn disefados para mejorar las
caracteristicas funcionales de los envases alimentarios, como el efecto barrera,
resistencia mecanica y estabilidad térmica, y otros nanomateriales pueden incorporar
agentes bacteriostaticos, antioxidantes, extractos de plantas y enzimas para alargar la

vida util de los productos alimenticios (Youssef y El-Sayed, 2018).

Nanomateriales inorganicos y de o6xido metdlico aplicados en envases de

alimentos

En general, los nanomateriales aplicados en los envases de alimentos pueden
clasificarse en dos categorias: inorganicos y organicos. Para los primeros materiales, se
puede considerar metales y éxidos metalicos y nanoparticulas de arcilla incorporados a
peliculas bionanocompuestas y nanofibras (Almasi y col., 2018; Hoseinnejad y col., 2018).
Ademads de nanoparticulas de plata bacteriostaticas, algunos de los agentes inorganicos,
como las nanoparticulas de CuQ, ZnO, TiO,, MgO y Fes04, han atraido gran interés debido
a la inhibicion de patégenos y su resistencia a las condiciones de procesamiento. Otros
materiales como arcillas podrian ofrecer resistencia a los gases y vapor de agua y mejorar

las propiedades mecanicas de los biopolimeros.

El segundo grupo son los materiales orgdnicos que incluyen fenoles, compuestos
halogenados, sales de amonio, polimeros plasticos, ademds de polisacaridos naturales o
materiales proteicos como quitosano, zeina y aislados de proteinas de suero, que

ultimamente han sido muy apreciados (Perinelliy col., 2018; Torres-Giner y col., 2017).

Hasta la fecha, la mayoria de los materiales utilizados en las industrias de envasado no
son biodegradables. Son plasticos a base de petrdéleo (aproximadamente el 8% de la
produccién mundial de gas y materia prima fésil se utiliza para producir polimeros
sintéticos), que a su vez, representan un grave problema para el medio ambiente

(Kuswandi, 2017).

13
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Tabla 2. Ejemplos de nanoenvases y contenedores para alimentos actualmente

disponibles en el mercado. Adaptado de Bumbudsanpharoke y Ko, (2015).

Nanomaterial Polimero Marca Imagen
Nanoarcilla Nylon 6 (1) Imperm® Nylon | -Imperm puede - Botellas de cerveza de
. reemplazar al 500 ml Miller Brewing
nanocomposite
EVOH
(2) Producto de manteniendo las
USA propiedades de
(3) Mitsubishi Gas barrera
Chemical Company,
Inc.
Nanoarcilla Almidon 1) Plantic® Plastic - Plantic® Plastic | - Bandejas termoformadas

Tray
(2) Producto de
Australia

(3) Plantic
Technologies

Limited

Tray estd hecha

de fuentes
renovables y
sostenibles

gue no son
toxicos para

el medio
ambiente y es

biodegradable
después de su
uso.

- El material tiene

propiedades
mecanicas
mejoradas

y sensibilidad
reducida ala
humedad

para: Cadburyr Dairy
Milktm y Mark & Spencer

Swiss Chocolate
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Nanoplata PP (1) Fresher - Mantiene los
(particulas de Longertm™ alimentos mds
25 nm) Almacenamiento f.rescos .
de bolsas de tiempos mas
largos (3 0 4) para
plastico las frutas, =20
(2) Producto de | verduras, hierbas, | = :‘f“:-
USA panes, quesos, ﬁ
(3) Sharper Image® sopas, salsasy =
carnes.
Company -Alas 24 h, el
crecimiento de
bacterias se
redujo en mas del
98%.
Nanoplata PP (1) e WindowR - Contra el olor
Copolyester Nano - Los aditivos de
(Tritan™) Silver Airtight nanoplata ayudan
Container a
(2) Producto de esterilizar los
South contenedores de
alimentos y
Korea
reducir los malos
olores.
- Aprobado por
USFDA.
Nanoplata PP, silicona 1) Sina - Previene
Antibacterial suciedad y
hongos.

Food Storages
(2) Product de
Vietnam
(3) Dai Dong Tien

Corporation

- Elimina el mal
olory previene el
crecimiento de
gérmenes.

- Mantiene los

alimentos mas

frescos por mas
tiempo
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El avance de los envases renovables o verdes tiene el potencial de reducir el impacto
ambiental negativo causado por los sintéticos mediante el uso de productos
biodegradables o materiales comestibles, extractos vegetales y materiales
nanocompuestos (Han y col., 2018). Dos tipos de materiales (Biddeci y col., 2016;
Lamareerat y col., 2018; Youssef y col., 2016) estan en el candelero: (1) nanoparticulas
inorgdnicas y metalicas (nanoarcilla, montmorillonita, nanoparticulas, nanotubos de C,
NpAg, NpZnO, NpCuO, etc); (2) extractos de plantas (extracto de cardo, té verde, etc.),
mezclas incorporadas a biopolimeros como quitosano, celulosa, almidén. El gran
potencial de la nanotecnologia ha captado la atencién de los investigadores en areas
multidisciplinarias para desarrollar materiales prometedores y deseables para sistemas de

envasado de alimentos.

En general, las aplicaciones de los materiales nanocompuestos para el envasado de
alimentos se dividen en tres funciones principales, envases mejorados, inteligentes y

activos (Sharmay col., 2017).

En primer lugar, la mejora del envase consiste en que la utilizacion de nanoparticulas
en los materiales biocompuestos para mejorar sus propiedades mecanicas y de barrera,
incluyendo elasticidad, barrera a los gases (barrera contra la difusién de oxigeno, didxido
de carbono y compuestos de sabor) y la estabilidad bajo diferentes condiciones de
humedad y temperatura (Youssef y col., 2016). En segundo lugar, los envases inteligentes
informan sobre la calidad en tiempo real de los productos envasados y también acttan
como una proteccion contra estafas y productos adulterados y un indicador de
situaciones de exposicion adversas, como temperaturas insuficientes o niveles elevados
de oxigeno (Suh y col.,, 2016; Wang vy col., 2017). En tercer lugar, los envases activos
ofrecen proteccidn y preservacién basada en mecanismos activados por factores
inherentes y/o adquiridos (actividad antimicrobiana, actividad biodegradable), y reducen

las pérdidas debido a la prolongacién de su vida atil (Wyrwa y Barska, 2017).

Aunque ha habido estudios considerables sobre las nuevas aplicaciones de
nanomateriales en los envases de alimentos, la mayoria estdn todavia en la etapa de
estudios de viabilidad y demostracién, y aun no han recibido la aprobacién debido a

problemas de seguridad, que podrian ser causados por las migraciones de nanomateriales
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desde el envase hacia la matriz alimentaria (Cwiek-Ludwicka y Ludwicki, 2017). Ademas,
la absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion, asi como la evaluacion toxicoldgica
de las nanoparticulas en la ingesta de alimentos de los seres humanos aun son objeto de

investigacion (Piperigkou y col., 2016).

Por lo tanto, para estimar el riesgo, se deben conocer las posibilidades de liberacién de

las nanoparticulas hacia materiales en contacto con alimentos (Stérmer vy col., 2017).
Nanocosmética y nanomedicina

Hay muchos nanomateriales utilizados como ingredientes en productos farmacéuticos
y cosméticos por sus propiedades fisicas Unicas tales como magnéticas, Opticas,
mecanicas, eléctricas y mecdnica cuantica. Las nanoparticulas en los cosméticos se
pueden dividir en dos caracteristicas generales dependiendo de su estabilidad (Kumud vy

Sanju, 2018).

a) Nanoparticulas l|abiles, que se desintegran cuando se aplica a la piel en sus

componentes moleculares. Ejemplos incluyen liposomas, microemulsiones, etc.
b) Particulas insolubles, que permanecen intactas. TiO3, fullerenos y puntos cuanticos.

La nanocosmética recibio un impulso después de la introduccién de la linea Captura,
por Christian Dior en 1986 y posteriormente a través de Revitalift de L'Oréal en 2005.

Desde entonces cada vez mayor nimero de cosméticos utilizan nanomateriales.

Por otra parte, una herida es basicamente una interrupcién de la estructura sana del
tejido de la piel y en su funcidén que necesita ser reparado y regenerado. Aunque el tejido
de la piel posee la propiedad auto-reparable, algunos tipos especificos de heridas no
sanan o lo hacen muy lentamente (Clark y col., 2007). Matrices biodegradables aplicadas
en forma de vendajes o injertos artificiales proporcionan una plataforma sobre las
heridas, que restauran las propiedades de barrera y estimulan el mecanismo de la
autorreparacion o de la cascada de cicatrizacién de la herida (Chouhan y col., 2019;

Yildirimery col., 2012).

Las nanoparticulas en los cosméticos pueden existir en varias formas como se muestra

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Productos cosméticos basados en nanotecnologia

Cosmético Forma Nanotecnologia Nombre comercial
Piel Nano Gold 24 Hour Cream
Crema Nanoparticulas
Joyona International Marketing Ltd.
Serum Sircuit Skin
. Fulerenos
antioxidante Sircuit Skin Cosmeceuticals Inc.
Liporeduccion- Nutra Luxe MD Lipo Reduction Anti-
Crema Nanoliberacién Cellulite Creme
anticelulitica Nutra Luxé M.D
Crema reparadora ) Ferndale Nouriva
Nanoparticulas
humectante Ferndale Laboratories, Inc.
Refrescante post-
. Lancome
solar Spirtz Nanocépsulas
L’Oreal
Labios Luscious Lips Rejuvenation
Lapiz labial Nanoparticulas
Vortex Health & Beauty Ltd.
Pelo Solucién tépica SPECTRAL DNC Hair Support System
Nanosomas
para pelo DS Laboratories, Inc
Pureology Nano Works Skhine Luxe
Abrillantador Nanoparticulas

Pureology

La seda es un biopolimero de proteina producida por una variedad de insectos como
gusanos de seda, moscas, araias, acaros y escorpiones (Altman y col., 2002). Es un
material biocompatible, no inmunogénico y bioreabsorbible, utilizada ampliamente en la

sutura de heridas desde la antigliedad.

Los materiales nanocompuestos de matriz polimérica se pueden preparar mediante la
adicion de un material inorganico (nanoparticulas, fibras o arcillas) a una matriz
polimérica. Debido a su tamafio son capaces de formar una interfase intima con la matriz
del polimero dentro del compuesto. Esto da a este tipo de material propiedades
ventajosas y rendimiento (por ejemplo, propiedades mecdnicas) superior al esperado

(Pereiray col., 2005).

Los andamios bioactivos tienen la capacidad de imitar la matriz extracelular natural
(ECM) actuando como plantilla para que las células se adhieran, multipliquen, migren y
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funcionen. El andamio proporciona puntos para la fijacion y permite la liberacion y
dosificacién de agentes bioactivos y factores de crecimiento, mientras que el material del
andamio también debe proporcionar estabilidad mecanica a las células y el tejido

circundante (Bramhill y col., 2017).

Los andamios estdn normalmente formulados con materiales hibridos
inorganicos/organicos, nanocompuestos bioactivos/polimeros. Uno de las necesidades
mas comunes para los andamios de ingenieria de tejidos estd en el tratamiento de
heridas. El material de andamio ideal seria: (a) biocompatible, (b) elastico, y por lo tanto
comodo para aplicar sobre la herida, (c) capaz de mantener un ambiente himedo o
proporcionar humedad, mientras absorbe liquido y exudado, (d) estimula la cicatrizacion
de la herida y la re-epiteliacién para reducir la necrosis superficial de la herida, (e) y

previene o protege de la infeccion (Vowden y Vowden, 2017).

Asimismo, numerosas aplicaciones médicas de los nanoproductos son formulados a
base de quitosano y sus derivados que han demostrado tener potencial antimicrobiano
(Karwowska, 2017). Materiales a base de quitina y quitosano se han propuesto para su
aplicacién en andamios y materiales de cicatrizacion de heridas. Archana y col. (2015)
prepararon un pelicula de cicatrizacion de heridas basada en quitosano y
polivinilpirrolidona con adicién de nanoparticulas de 6xido de plata que mostraron una
actividad antibacteriana significativa frente a S. aureus y E. coli (Madhumathiy col., 2010;
Shi y col., 2006). Nanocompuestos de quitosano-poli(N-vinilpirrolidona)-TiO, fueron
desarrollados como material de vendaje debido a su impacto antibacteriano contra P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus y B. subtilis y su capacidad para intensificar el tratamiento de

la herida (Archanay col., 2013).

Srivastava y col. (2011) desarrollaron un nanocompuesto a base de quitosano y 4-
(etoxicarbonil) fenil-acido 1-amino-oxobutanoico funcionalizado con NpAg. El
nanocompuesto obtenido se propuso como un material para aplicacién en medicina

debido a su efecto sobre las bacterias, incluyendo S. aureus, E. coliy P. aeruginosa.

Se han investigado compuestos basados en el uso de hidrocoloides para aplicaciones
potenciales como materiales bioactivos en el campo médico (Boateng y col., 2008;
Brambhill y col., 2017; Campoccia y col., 2013). Los materiales bioactivos en vendajes de

19



Antecedentes

herida tienen activa influencia en la prevencion de infecciones y en los procesos
inflamatorios y de curacion subsiguientes (Woehl y col., 2014). Zhong y col. (2006)
informaron acerca de métodos de produccién de nanoestructuras a partir de celulosa

bacteriana e hidrocoloides como la goma guar o el acido hialurdnico.

A pesar de los beneficios de la integracion de los nanomateriales en muchos dambitos
de la industria farmacéutica, cosmética o de alimentos, existe preocupacion por su
posible impacto en la salud y la seguridad. En la actualidad, existe una brecha de
conocimiento entre el progreso tecnolégico y la investigacion en materia de
nanoseguridad. Sin embargo, al igual que con cualquier nueva tecnologia o material, la
identificacion de los posibles riesgos para la salud es un requisito previo para una
evaluacion adecuada de la utilidad y seguridad de los nuevos productos quimicos,

materiales y productos que puedan desarrollarse (Bartosova y Nikolaevna Ivanova, 2019).

A fin de reducir las incertidumbres relativas a la seguridad de los nanomateriales, se
estan elaborando practicas, pautas y métodos de evaluacién, asi como procedimientos
para la realizacion de pruebas de seguridad (por ej. la ECHA (European Chemicals
Agency), dentro del programa de directrices de la OCDE para los ensayos). Sin embargo,
se necesitan mas investigaciones con relevancia especifica para las cuestiones
reglamentarias en lo que se refiere a la aplicacién de la definicion de nanomateriales, la
aplicacion del etiquetado de los productos para detectar la presencia de nanomateriales y

el desarrollo de métodos de ensayo sobre la seguridad de los mismos.

El 3 de diciembre de 2018, la Comisidén adopté el Reglamento (UE) 2018/1881 de la
Comisién para modificar los anexos REACH 1, Il y VI-XII, introduciendo aclaraciones
especificas acerca del concepto nano y nuevas disposiciones en la evaluacion de la
seguridad quimica (anexo 1), requisitos de informacién sobre el registro (anexos Il y VI-XI)
y obligaciones de los consumidores (anexo Xll). Las enmiendas propuestas que seran de
cumplimiento obligatorio antes del 1 de enero de 2020 para los nuevos registros, asi
como para los ya existentes, aclararan considerablemente los requisitos de registro

REACH con respecto a los nanomateriales (EU, 2018).

Los nanocosméticos son productos cosméticos que han surgido desde la revolucién de
la nanotecnologia, resultando en productos con propiedades mejoradas en el contexto de
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su aplicacién, estética, rendimiento y uso. Aunque la primera asociacion de cosméticos
con nanotecnologia resultd en protectores solares, mads tarde, los ingredientes a escala
nano fueron muy frecuentemente utilizados en la industria cosmética. Ademas, también

se formularon varios nanosistemas de liberacion como liposomas y nanosomas.

La capa superior de la piel consiste del Stratum corneum (SC) que no permite la
penetracion de particulas inorgdnicas y actia como una barrera resistente (Zhao y col.,
2008). Muchos estudios de penetracién de particulas de TiO; se han llevado a cabo
demostrando que las particulas de TiO2 no penetraron la piel viable a pesar del menor
tamafo de particula demostrado por estudios de microscopia electrénica (SEM). Por el
momento, los consumidores no son conscientes de la presencia de nanomateriales, ya
gue la informacién no aparece en las etiquetas de los productos. De hecho, ignoran los
riesgos asociados con él. Todos los productos de cuidado personal incluyendo protectores
solares, cremas antienvejecimiento y pastas dentifricas contienen nanoparticulas
disefiadas. Sin embargo, es dificil estimar el numero de productos disponibles
comercialmente que contienen nanoparticulas en ausencia de la obligatoriedad del

etiquetado.

Aunque ningun pais tiene legislacion con una fuerte disposiciéon a regular los
compuestos a base de nanotecnologia, grupos protectores de los derechos de los
consumidores estdn trabajando en este sentido para que la Administracién de Alimentos
y Medicamentos (FDA) legisle para que los fabricantes realicen evaluaciones de seguridad

en productos de cuidado personal y etiqueten la presencia de nanomateriales.

Empresas cosméticas que utilizan nanotecnologia en sus productos enfrentan un
futuro incierto para sus consumidores. Varios organismos cientificos como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (USFDA) y la Royal Society advierten que
los nanocosméticos requieren una minuciosa investigacidn relativa a los riesgos asociados

previa a la comercializacidn de los productos (Kumud y Sanju, 2018).
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En este contexto, se propuso como
OBJETIVO GENERAL

»  Desarrollar matrices biodegradables y biocompatibles funcionalizadas con
nanoparticulas metalicas obtenidas in situ usando materiales y procedimientos
amigable con el medio ambiente estudiando sus propiedades fisicoquimicas,
mecanicas, térmicas, capacidad antimicrobiana, biodegradabilidad, toxicidad vy

citotoxicidad.

»  Estudiar las potenciales aplicaciones de las matrices nanocompuestas
funcionalizadas en diferentes dareas, biomédica, medio ambiente y envasado de

alimentos, entre otras.
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1.1 INTRODUCCION
1.1.1 Quitosano

La quitina es el segundo biopolimero mdas abundante en la naturaleza después de la
celulosa y puede decirse que la quitina es a los crustdceos lo que la celulosa a los drboles.
Quimicamente la quitina es un biopolimero lineal compuesto por unidades de N-acetil-D-
glucosamina (N-acetil-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa) unidas mediante enlaces
B(1->4). El derivado mas importante de la quitina es el quitosano, la cual se obtiene
mediante desacetilacién alcalina en estado sélido o bien mediante hidrélisis enzimatica

(Agullé y col., 2004; Jayakumar ycol., 2011; Ravi Kumar vy col., 2012).

En el quitosano, las unidades que prevalecen son 2-amino-2-deoxi- B-D-glucosamina
pero especificamente, es un copolimero de 2-acetamida-2-deoxi-B-D-glucosamina y 2-
amino-2-deoxi-B-D-glucosamina (Figura 1.1) que se obtiene por desacetilacién de la
quitina, dejando libre el grupo amino del carbono 2. Si bien siempre se encuentra
presente una mezcla de quitina/quitosano, se considera quitosano cuando predominan
las unidades en su forma desacetilada. En la Figura 1.1 se muestran la estructura quimica

de estos biopolimeros (Ramirez y col., 2016).

Cuando la estructura no esta desacetilada, el nitréogeno forma parte de la funcién
amida. El quitosano contiene tres tipos de grupos funcionales reactivos: un grupo
amino/acetamido y grupos hidroxilos primarios y secundarios en las posiciones C-2, C-3 y
C-6. Los grupos amino libres se encuentran en las unidades desacetiladas y los grupos
hidroxilos tanto en las unidades acetiladas como en las desacetiladas. El caracter
catidnico y basico del polielectrolito, atribuido a la presencia de grupos amino en las
unidades glucosamina, le confieren reactividad y un rasgo distintivo en comparacion con
los polisacaridos anidnicos (pectina, dextrano, alginato, carragenano, entre otros) que

exhiben propiedades acidas en solucién acuosa.

Los grupos amino del quitosano podrian ser convenientemente modificados para
impartirle propiedades deseadas y funciones bioldgicas distintivas. La modificacion
quimica del quitosano se ha discutido en el contexto de la funcionalidad (Islam y col.,
2017) del grupo amino que implica reacciones quimicas tales como acetilacion,

cuaternizaciéon, reacciones con aldehidos y cetonas, alquilacién, injerto, quelacidon de
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metales, etc. (Kumar y col., 2011) que resulta en una variedad de productos que exhiben
propiedades como biocompatibilidad, biodegradabilidad, antibacteriano, anti-fungico,

anti-viral, anti-acido, no téxico, no alergénico.

Asimismo, pueden darse modificaciones por reacciones inespecificas en los hidroxilos
particularmente en las posiciones del C-6 y C-3, siendo generalmente esterificaciones y
eterificaciones (Berghoff, 2011; Oyervides-Mufioz y col., 2017). Estas modificaciones del
polimero permiten la preparacion de un amplio espectro de derivados con potenciales
aplicaciones en diversas areas. La disponibilidad de sitios reactivos permite la vinculacién

lateral y la formacion de aldiminas y ketiminas con aldehidos y cetonas.

El contenido y disponibilidad de grupos aminos es clave porque determinan las
propiedades estructurales y fisicoquimicas del polimero, que a su vez influyen en
reacciones que involucren fenédmenos como la quelacion, floculacién, asi como su

participacién en funciones biolégicas (Xia y col., 2011).

Debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y propiedades no-tdxicas, el
quitosano es considerado un biopolimero (Ahsan y col., 2018; Aranaz y col., 2009; Kean y
Thanou, 2010; Khan y Tanaka, 2018). A partir de este biopolimero es posible obtener
oligdmeros de quitosano mediante un proceso de depolimerizacion aplicando

condiciones de reaccidn relativamente suaves (Dash y col., 2011).

El quitosano producido comercialmente tiene un peso molecular entre 3.8 y 20 KDa y
se obtiene principalmente del caparazén de camarones, gambas, langostas, cangrejos, asi
como de las paredes celulares de hongos y algas (Agulld y col., 2004; Jayakumar vy col.,

2011; Ravi Kumar, 2000).

La composicion y el tamafio de las cadenas del polimero son determinados tanto por la
fuente de extraccion del quitosano, como por las condiciones del método de obtencidn. Si
bien el grado de desacetilaciéon y el peso molecular promedio son parametros
importantes que condicionan sus propiedades funcionales, la cristalinidad (Huang vy col.,
2018), el contenido de agua y de cenizas (Gomaa y col., 2018) también son caracteristicas
fisicoquimicas a tener en cuenta para determinar las potenciales aplicaciones del
polimero. Gomaa y col., (2018) extrajeron quitosano a partir de biomasa de Aspergillus

niger obteniendo un polimero con un grado de desacetilacion de 83% y un peso
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molecular de 2.7x10* Da, en tanto que Huang y col. (2018) obtuvieron quitosano de
calamares previamente tratados por compresidon con un grado de desacetilacién similar al

encontrado por Gomaa y col. (2018), pero con un mayor peso molecular (7.8x10° Da).

OH6 N2 ¥

HO3 - 05

OHG6 - N2

Figura 1.1. Puentes de hidrégeno en la estructura molecular del quitosano. Adaptado de
Tian y col. (2015).

El quitosano se ha utilizado ampliamente en la industria de alimentos y esta aprobado
como aditivo en Japén. Se comercializa en Europa, EUA y en otros paises incluyéndolo en
formulaciones para reducir el colesterol y el sobrepeso. Se ha evaluado en ensayos
clinicos como potenciador de la penetracién de farmacos por via nasal (lllum y col., 2001)

y como excipiente farmacéutico (Singla y Chawla, 2001).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble
capaz de formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, nanoestructuras fibrosas, micro
y nanoparticulas (Goycoolea y col., 2000). El aprovechamiento del alto peso molecular del
quitosano le da la capacidad para formar peliculas a partir se soluciones filmogénicas por

evaporacion, crecimiento capa a capa, o por adicién de plastificantes.
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Asimismo, este polimero se ha utilizado en el disefio de matrices para la liberacién
controlada y sostenida de compuestos activos en forma de microesferas, microcdpsulas,
membranas y pastillas comprimidas (Aldanay col., 2012; Ali y Ahmed, 2018; Nagpal y col.,
2012; Peniche y col., 2003), asi como en materiales ortopédicos y odontologia. Otras
propiedades biolégicas han sido extensamente descriptas en la literatura, tanto in vitro
como en modelos animales; entre ellas cabe mencionar la mucoadhesividad,
biocompatibilidad (VandeVord y col., 2002), inmunoestimulaciéon (Borges y col., 2007;
Zaharoff y col., 2007), capacidad para facilitar la absorcién de macromoléculas biolégicas

a través de barreras epiteliales (Smith y col., 2004).

Existen numerosas investigaciones sobre la actividad antimicrobiana del quitosano vy
sus derivados. Una de las suposiciones es que su caracter catidnico le permite interactuar
con los residuos negativos de la pared celular y alterar la permeabilidad de la misma

provocando la pérdida de proteinas y electrolitos intracelulares de la célula.

Como polimero funcional, el quitosano tiene caracteristicas biomédicas distintivas,
como baja toxicidad, baja citotoxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad. Una
propiedad del quitosano es su capacidad para coagular rdpidamente la sangre vy
recientemente ha sido aprobado en los Estados Unidos y Europa para su uso en vendajes
y otros agentes hemostaticos. La degradacién enzimadtica de quitosano es una de sus
ventajas en la preparacion de diversos materiales con fines médicos, como peliculas,
suturas, revestimientos y geles. Las aplicaciones médicas de peliculas de gel de quitosano
en pacientes con quemaduras, Ulceras y lesiones han mostrado que las peliculas que
ademas contienen glicerol exhiben buena adherencia y elasticidad en comparaciéon con

los que no lo contienen.

La estructura y propiedades de oligdmeros del quitosano son influenciados por varios
factores, incluyendo peso molecular (PM), grado de acetilacién (DA) y distribucién de los
grupos acetilo a lo largo de la cadena principal (Dash y col., 2011; Rinaudo, 2006). Entre
estos factores, primero y ante todo, el PM es critico sobre algunas propiedades
importantes. La solubilidad a pH neutro y las actividades bioldgicas, sélo aparecen cuando
el PM disminuye en cierta medida (Mengibar y col., 2013). Aunque los mecanismos

subyacentes a este fendmeno no son completamente conocidos, los cambios de la
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estructura podrian ser los responsables. Por lo tanto, es razonable investigar los efectos
de PM sobre la estructura y propiedades de los oligdmeros y por lo tanto su relacion. Al
respecto, se han realizado algunos estudios. Sin embargo, es dificil encontrar resultados
consistentes y en la mayoria las pruebas se observaron resultados controvertidas para
una correlacion entre propiedades y PM. Fernandes y col. (2008) informaron que los
oligdmeros con PM < 5 kDa exhibieron actividad antibacteriana mds alta que los de mayor
PM. Similares resultados obtuvieron Kulikov y col. (2012) quienes observaron que PM

entre 3.58 y 4.22 kDa poseian alta actividad antibacteriana (Tian y col., 2015).

La hidrdlisis del grupo N-acetilo con la consecuente presencia de grupos aminos en su
estructura genera un aumento en la capacidad hidrofilica del quitosano, el cual se torna
soluble en soluciones acidas (acido acético, formico clorohidrico, entre otros). La
solubilidad del polimero estard determinada principalmente por tres pardmetros: el grado

de desacetilacion (GD), la distribucion de los grupos acetilo y el grado de polimerizacion.

Las propiedades fisicoquimicas del quitosano se atribuyen en gran medida al grupo
amino, el cual a pH 6.5 0 menor se encuentra protonado y es muy reactivo. Cuando el pH
aumenta por encima del pKa del polimero (6.3-6.5) la carga positiva de los grupos amino
se pierde y por lo tanto, el quitosano precipita insolubilizandose (Huang y col., 2018; Pillai
y col., 2009). Ademas, existen dos propiedades del biopolimero de las cuales dependen
las caracteristicas y comportamiento particular en cada drea de aplicacién: el peso
molecular y el grado de desacetilacion (GD). El peso molecular depende del proceso de
extraccién del quitosano; en general, condiciones severas de temperatura y
concentracion de reactivos provocan un acortamiento de la cadena (Tsaih y Chen, 2003).
Existen aplicaciones para las cuales una cadena corta es favorable y otras en las que se

requiere una cadena de mayor tamafio para lograr el efecto deseado con mayor eficacia.

Las biofuncionalidades del quitosano estan altamente relacionadas con su peso
molecular y grado de acetilacién. Las funciones antibacterianas del quitosano y sus
derivados representan su  principal utilidad en aplicaciones bioldgicas.
Independientemente de la fuente de quitosano, su eficacia antibacteriana depende de
una serie de factores, que incluyen el grado de polimerizacién (Park y Zhao, 2004; Park y

col., 2002; Tsai y col., 2004), especies de microorganismos (Gerasimenko y col., 2004;
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Park y Zhao, 2004), y el grado de deacetilacion (DD) (Tsai y col., 2002). Teniendo en
cuenta la naturaleza del quitosano y los diferentes métodos usados para su obtencidn
existe una gran variabilidad en cuanto a las propiedades fisicoquimicas del polimero

comercializado.
1.1.2 Alcohol polivinilico

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético lineal semicristalino (Baker y col.,
2012; Chang vy col., 2008; Morandim-Giannetti y col., 2018) insipido, inodoro, no téxico,
biodegradable, biocompatible, termoestable (Aslam y col., 2018). Posee propiedades
Opticas sorprendentes, una gran resistencia dieléctrica y una excelente capacidad de
almacenamiento (Morandim-Giannetti y col., 2018). Sus propiedades mecdnicas, dpticas y
eléctricas se pueden manejar y adaptar mediante el dopaje con nanorellenos. El PVA esta
disponible en el mercado en diferentes grados segun la viscosidad y el grado de hidrélisis

(Hamidi y col., 2008; Kamath y col., 1993).

Grupo acetato )IO\
0o Hidralisis alcalina O
)J\ Polimerizacion n en metanol
/\O —- —— .
Saponificacion J
Mondmero acetato de vinilo T H Grupo hidroxilo

Acetato de polivinilo Alchol polivinilico-co-acetato de vinilo

Alcohol polivinilico si y=0

Figura 1.2. llustracion de la sintesis y estructura quimica del alcohol polivinilico (PVA).
Adaptado de Adelnia y col. (2022).

Las propiedades fisicoquimicas y mecanicas del PVA se rigen por el nimero de grupos
hidroxilo presentes en el polimero (Teramoto y col., 2001). El PVA no se sintetiza por
polimerizacion de su mondmero estructural (alcohol vinilico) debido a su naturaleza
inestable. Para la produccién comercial de PVA, la materia prima bdsica para la
polimerizacién es el acetato de vinilo (como mondmero). Se realiza la hidrdlisis alcalina

parcial controlada (saponificacion) del acetato de vinilo, en la que el grupo éster se
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sustituye parcialmente por el grupo hidroxilo en un entorno acuoso de hidroxiuro de

sodio.

La hidrdlisis parcial da un copolimero de alcohol vinilico y acetato de vinilo. El
precipitado de esta reaccidon es el PVA. La sintesis y estructura quimica del alcohol

polivinilico se muestran en la Figura 1.2.

La modificacion fisica del PVA es posible debido a un proceso de cristalizacion. La
cristalizacién del PVA se debe a los puentes de hidrégeno entre cadenas de PVA. Cuando
se introducen nanoparticulas exégenas (Np) en la matriz del polimero, actian como

agentes de nucleacién durante la cristalizaciéon (Kenawy y col., 2014).

Todos los enlaces son simples y, por tanto, los carbonos y el oxigeno tienen hibridacion
sp3. Las cadenas del alcohol polivinilico no son rectas, sino zigzagueantes y con los &tomos
de H alternandose a los lados de éstas. Los grupos OH pueden estar ubicados hacia un
lado de la cadena u otro, por lo que el caracter polar de la estructura se conserva

uniformemente a lo largo de la misma.

El PVA fue aprobado por la Administraciéon de Drogas y Alimentos de Estados Unidos

(FDA). Actualmente es utilizado en las industrias del papel, textil, en cosmética.

Como es sabido, los hidrogeles son redes tridimensionales de polimeros que pueden
hincharse en agua sin solubilizarse y que, por su alto contenido en agua y su naturaleza
gomosa son semejantes a tejidos naturales y podrian considerarse biocompatibles. Los
hidrogeles de PVA han sido usados en numerosas aplicaciones biomédicas vy
farmaceduticas. Ademas, los geles de PVA exhiben un alto grado de hinchamiento en agua
y una naturaleza elastica. Para todas estas caracteristicas, el PVA es un excelente
biomaterial. Los geles de PVA se han utilizado para lentes de contacto, revestimiento para

drganos y administracion de drogas.

Es un polimero bien conocido con grandes posibilidades para ser utilizado como
biomaterial, debido a su no carcinogenicidad, capacidad de reaccionar con otros
compuestos y de formar mezclas con muchos polimeros, cambiar su red neutra inicial con
una cargada positiva o negativa. Ademas, al modificar sus caracteristicas estructurales

iniciales, algunas de las propiedades del PVA podrian cambiar, como la resistencia
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mecanica y térmica, la hidrosolubilidad, y la estabilidad quimica. Ademas, los hidrogeles
de PVA evidenciaron un muy buen comportamiento en contacto con la piel y otros
tejidos, mucosa o sangre. PVA exhibe una naturaleza bioadhesiva y propiedades de

memoria de forma.

Otras aplicaciones del PVA son en dareas de tratamiento de agua y aguas residuales
(extraccion, ultrafiltracién, materiales de intercambio idnico, etc.) catalisis, separacion,
etc. Como producto industrial y comercial, el PVA se valora por su solubilidad vy
biodegradabilidad, que contribuye a su muy bajo impacto ambiental. Varios
microorganismos omnipresentes en entornos artificiales y naturales son capaces de

degradar el PVA mediante procesos enzimaticos.

Morgado y col. (2014) emplearon PVA y quitosano para disefiar un apdsito para

regeneracion de la piel, con excelente biocompatibilidad.
Efecto del grado de hidrdlisis

El grado de hidrdlisis puede afectar fuertemente las propiedades de los hidrogeles
resultantes (Baker y col., 2012). Al aumentar el grado de hidrdlisis, mas grupos hidroxilos
responsables de la formacion de enlaces de hidrégeno fortalecen la estructura del gel y
estabilizan la integridad de la red. Por otra parte, los grupos acetato en la columna
vertebral del polimero contribuyen a la heterogeneidad quimica a lo largo de la cadena, lo
gue conduce a la interrupcion de la misma en el proceso de cristalizacién (Mansur y col.,

2008).

Ademas, los grupos acetato son mas voluminosos en comparaciéon con los grupos
hidroxilo, lo que restringe el orden de la cadena y cristalinidad (Figura 1.2) (Yokoyama vy
col., 1986). Takamura y col. (1992) obtuvieron geles mas resistentes trabajando con un
PVA totalmente hidrolizado (98.5%) sobre el PVA parcialmente hidrolizado (88%). El
mismo comportamiento también fue reportado en otro estudio por Adelnia y col., (2022)

y Nagakawa y col. (2020).
1.1.3 Polivinil pirrolidona: antecedentes

La polivinilpirrolidona (PVP), también llamada Povidona, es un polimero sintético

obtenido por polimerizacién radical del mondmero, N-vinilpirrolidona (Figura 1.3). En
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1939, el cientifico aleman Walter Reppe patentd este proceso producto de su

investigacion quimica del acetileno (Kurakula y Rao, 2020).

En la década de 1950, PVP entré en el mercado de aerosoles para el cabello y
reemplazé la resina de goma laca como fijador para el cabello agente (Panda 2015). PVP
posterior ha adquirido su papel util en el sector farmacéutico (Jun y col.,, 1989;
Teodorescu y col., 2019), biomédica (Kurakula 2020), cosmética (Panda 2015), e industria

alimentaria (WHO 1987; Karakula y Rao, 2020).

—_—
0 i
M
—_—H C c
HC 2 L H a0
Vinil pirrolidona Polivinil pirrolidona

Figura 1.3. Estructura quimica de la vinil pirrolidona y la poli(vinilpirrolidona).

El PVP es un polimero biocompatible, no téxico y soluble en agua (Raimi-Abraham vy
col, 2014), quimicamente inerte, resistente a la temperatura, estable con el pH, no idnico
y sin color (Halake y col., 2014). En forma seca, se presenta bajo la forma de escamas
blancas o polvo higroscopico blanco amarillento, que absorbe hasta un 40% de agua en

peso.

Mediante el relevamiento de la condiciones para producir metales, oxidos vy
calcogenuros metalicos con caracteristicas estructurales definidas, surgen las
contribuciones de la PVP a la formacién de nanoestructuras. La PVP puede servir como un
estabilizador de superficie, modificador del crecimiento, dispersante de nanoparticulas y

agente reductor dependiendo de las condiciones de sintesis y del material del sistema.

Es un polimero voluminoso, con grupos funcionales C=0, C-N y CH, muy usado en la
sintesis de nanoparticulas (Np). La molécula PVP contiene un componente hidrofilico (la
fraccion pirrolidona) y un grupo hidrofébico considerable (grupo alquilo). El agua y

muchos liquidos no acuosos son excelentes disolventes de PVP, como resultado del grupo
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amida altamente polar dentro del anillo pirrolidona y los grupos metileno y metino

apolares en el anillo a lo largo de su estructura (Koczkur y col., 2015).

La PVP es un poderoso estabilizante, evitando la agregacion de Nps a través de las
fuerzas repulsivas que surgen de sus cadenas hidrofébicas de carbono que se extienden
en el disolvente e interactuan entre si. Es a menudo un agente de control de forma,
promoviendo el crecimiento de caras de cristal especificas mientras obstaculiza otras. La
capacidad reductora también se explica porque los extremos de esta molécula terminan
en grupos hidroxilo. Una caracteristica importante es la existencia de oxigenos en el
carbonilo que puede formar puentes de hidrégeno con las moléculas del disolvente
(Figura 1.3). Es un polimero con propiedades fisicoquimicas estable sobre un amplio

rango de valores de pH.

La polivinil pirrolidona es un polimero ampliamente aplicado con interesantes
propiedades. Su combinacion Unica de propiedades fisicas y quimicas (biocompatibilidad,
estabilidad quimica, buena solubilidad en agua y muchos disolventes organicos, afinidad
con complejos tanto hidrofébicos como sustancias hidrofilicas) lo han convertido en un
material adecuado en numerosos aplicaciones médicas y no médicas (industria
farmacéutica y medicina, O6ptica y aplicaciones eléctricas, membranas, adhesivos,
ceramica, papel, litografia, fotografia, fibras y textiles, aplicaciones ambientales, entre
otras). La industria farmacéutica y la medicina es probablemente el campo mas
reconocido que se beneficid con la utilizacién de PVP, debido a su excelente
biocompatibilidad y capacidad para formar compuestos de asociacion estable y complejos
con muchos activos sustancias (Zhi y col., 2013). Si bien su uso inicial fue como un
expansor de plasma sanguineo, ahora es un ingrediente comun en la fabricacion de
comprimidos, granulos, capsulas de gelatina blanda, geles, hidrogeles, peliculas vy
revestimientos, polvos, jarabes, soluciones orales o inyectables, revestimientos para
dispositivos médicos, lentes de contacto y muchos otros (Teodorescu y Bercea, 2015).
También se utiliza en productos de cuidado personal, tales como champus y cremas
dentales. PVP fue aprobado por la FDA y la Organizacion Mundial de la Salud ha

incorporado a la PVP en la lista de ingredientes aceptables con una dosis de 0-50 mg/kg
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de peso corporal (WHO 1987).Como un aditivo alimenticio, el PVP es un estabilizador con

codigo E1201.

Para mejorar las propiedades mecanicas de las matrices generalmente el polimero se
mezcla con otros. Recientemente varias investigaciones sobre peliculas de PVP con
quitosano reportaron actividad antibacteriana mejorada (Fahmy y col, 2009; Can 2005;

Selvam y Sundrarajan, 2012).
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Caracterizar los polimeros usados en el presente trabajo de tesis
1.2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar un quitosano comercial obtenido de caparazones de crusticeos a través
del estudio de sus principales propiedades fisicoquimicas como peso molecular y grado
de deacetilacion. Asimismo, realizar un analisis térmico y estructural usando diferentes
herramientas analiticas como calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC),

rayos X (DRX) y espectroscopia infrarroja (IR) con transformada de Fourier (ATR-FTIR).

» Caracterizar el polivinilalcohol y la polivinilpirrolidona comerciales mediante el uso de

rayos X, ATR-FTIR y MDSC.
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1.3 MATERIALES

Se usé quitosano (Q) proveniente de caparazones de crustaceos (langosta, cangrejo y
camaroén) suministrado por Parafarm Argentina. El producto se presenta bajo la forma de

polvo. El 4cido acético fue adquirido a Anedra (Buenos Aires, Argentina).

El alcohol polivinilico (PVA) usado fue marca Elvanol T-25 con un grado de hidrdlisis del

86-89% y un peso molecular de 50-55 kDa.

La polivinil pirrolidona (PVP) fue proporcionado por Parafarm Argentina.
1.4 METODOS
1.4.1 Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los analisis de DSC de los polimeros se realizaron a una velocidad de calentamiento de
10°C min para la modulacién de la sefial el periodo utilizado fue de 60 s con una
amplitud de 0.5°C. El primer barrido se realizé en un intervalo de temperaturas de -80 a
200°C. Luego de que el primer barrido fue completado, se procedié al enfriamiento de la
muestra hasta alcanzar una temperatura de -80°C donde se programd una isoterma
durante 5 minutos para estabilizar el sistema (Rivero y col., 2016). Posteriormente se
registrd una segunda corrida en el rango de temperaturas de -80°C hasta alcanzar la
temperatura de descomposicién de cada polimero. En la primera corrida, la temperatura
maxima alcanzada de 200°C fue seleccionada para limitar la posible degradacion del

polimero.

1.4.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia total

atenuada (ATR-FTIR)

Para estudiar las interacciones entre los distintos componentes de los polimeros en
polvo se utilizé la técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier en el

modo ATR.

Los espectros fueron registrados por un equipo Nicolet, iS 10 Thermo Scientific
(Madison, USA) en el rango entre 4000 y 400 cm™! por acumulacidon de 64 escaneos con
una resolucion de 4 cm™. Las muestras fueron ubicadas sobre un cristal de diamante ATR
(Accesorio Smart iTX) para el Nicolet™ iS™10 (Thermo Scientific™, Madison, USA). Los

datos fueron analizados usando el software Omnic 8 (Thermo Scientific, Madison, USA)
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1.4.3 Difraccion de rayos X (DRX)

La estructura y cristalinidad de los polimeros en polvo se estudiaron por medio de la
técnica de difraccidon de rayos X. Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron
usando un equipo X’'Pert Pro P Analytical Model PW 3040/60 (Holanda), utilizando la linea
Cu Ka (1.542 A), con una diferencia de potencial de 40 kV y una densidad de corriente de

30mA. Las muestras se registraron entre 4-70° (20).

1.5 RESULTADOS OBTENIDOS

1.5.1 Quitosano

Determinacion de impurezas, cenizas y contenido de humedad

Para determinar las impurezas (sélidos insolubles) presentes en el polimero se
solubilizé el quitosano en una solucién de acido acético al 1 % (v/v) bajo agitacion durante
24 h a temperatura ambiente. La solucién se centrifugd a 10.000 rpm durante 20 min,
para facilitar la separacidon del material insoluble. Este residuo fue secado en estufa a
105°C+1 hasta alcanzar peso constante. El contenido de impurezas promedio del

quitosano fue de 1.21% informado por el proveedor.

El contenido de agua se cuantificé gravimétricamente colocando muestras de
quitosano en una estufa a 105°Ct1 hasta alcanzar peso constante. Los resultados se
expresaron como g de agua cada 100 g de quitosano. Todas las medidas se realizaron al
menos por duplicado. Se obtuvo un contenido de humedad de 14.1%+2.2 similar al
informado por Lamarra (2019) y Herndndez-Cocoletzi y col. (2009). Los autores
relacionaron estos resultados con el proceso de remocidén de grupos acetilo luego de la
desacetilacion termoalcalina de la quitina aumentando la disponibilidad de grupos amino

libres capaces de interactuar con las moléculas de agua.

La determinacion del contenido de cenizas es indicativa de la eficiencia del proceso de
desmineralizacidn y purificacién empleado por el fabricante. Para cuantificar el contenido
de cenizas se siguid el método descripto por la AOAC (2019). Para ello se utilizaron
capsulas de porcelana previamente calcinadas en mufla. La muestra se carbonizd hasta la
obtencion de un residuo carbonoso, el cual se calcind en una mufla a 500-550°C hasta

obtener cenizas blancas. El resultado se expresé como porcentaje de cenizas (g de cenizas
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por cada 100 g de polimero) obteniendo un valor de 1.0440.1. Este resultado podria estar
relacionado con la presencia de impurezas de tipo mineral, como sales de CaCOs
proveniente de los caparazones o incluso la presencia de contaminantes metalicos.
Similares explicaciones fueron propuestas por Hernandez-Cocoletzi y col. (2009).
Asimismo, los autores remarcaron que el mayor contenido de cenizas podria estar
asociado a la concentracién de NaOH utilizada en la etapa de desacetilacion lo que

facilitaria la retencién de impurezas.

Para cuantificar el contenido de nitrégeno total en la muestra de quitosano se utilizé el
método de Kjedahl-Arnold-Gunnig de acuerdo con el protocolo propuesto por la AOAC
(2019). Se pesaron 0.5033 + 0.0016 gramos de quitosano en polvo y se realizé la digestion
en presencia de H;SOs 96% (p/p) Anedra (Buenos Aires, Argentina). Todas las
determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado. El contenido de nitrégeno
total de las muestras de quitosano fue en promedio 7.54% + 0.19. Este valor fue similar al

informado por Lamarra (2019) y Rahmaninia y col. (2018).
Determinacion de peso molecular

Los dos factores mas importantes que determinan las propiedades fisicoquimicas, y
por consiguiente los usos especificos del quitosano, son el grado de desacetilacion (GD) y
el peso molecular (PM). De acuerdo a las caracteristicas estructurales del quitosano es

posible encontrar una serie de polimeros con diferentes grados de desacetilacidn.

Una de las propiedades que caracterizan a los componentes macromoleculares es que
la viscosidad de sus disoluciones aumenta considerablemente con relaciéon a la del
disolvente puro, incluso a muy bajas concentraciones de polimero. Puede considerarse
este incremento como el resultado de una mayor friccidon entre los planos unimoleculares
de liguidos adyacentes, ocasionada por el hecho de que las macromoléculas son de
mayor tamafo que las moléculas de disolvente y, por tanto, se extiende a través de

muchas de tales capas hipotéticas.

La mayor parte de los polimeros son mezclas de macromoléculas de distintos tamanos,
por lo que el peso molecular proporciona siempre un valor promedio. Por tanto, segun el

método experimental utilizado se definen distintos valores promedio del peso molecular:

43



Capitulo 1: Caracterizacion de polimeros

en numero (My), en peso (Mw) o viscosimétrico (M,). La relacion entre los valores de

Mw/Mp se conoce como polidispersidad.

Una de las técnicas mas utilizadas para determinar el peso molecular es la
viscosimétrica. Es un método facil y rapido que permite conocer el peso molecular
promedio viscosimétrico (My). Cuando el polimero es poco polidisperso, M, corresponde

aproximadamente a My (Ravi Kumar, 2000).

La viscosidad intrinseca de una solucion de polimero esta relacionada con el peso
molecular del polimero segun la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada (MHS) (Rinaudo,

2006).
[n]=KkMm,? Ec. 1.1

donde,

[n] es la viscosidad intrinseca, My es el peso molecular medio viscosimétrico, y Ky a
son constantes para un dado sistema soluto-solvente y una determinada temperatura. La
determinaciéon de las constantes K y a a partir de los datos de viscosidad intrinseca
requiere una serie de polimeros monodispersos de peso molecular promedio conocido o
una serie de muestras polidispersas de polimeros con pesos moleculares promedio
viscosimétrico, M. Estos pardmetros pueden ser obtenidos a partir de bibliografia (Huang

y col., 2018; Khan y col., 2000; Ravi Kumar, 2000).

Mediante la ecuacion de Hagen-Poiseuille para liquidos con movimiento en flujo
laminar se puede relacionar el tiempo que tarda en pasar un fluido por un capilar con la
viscosidad del mismo. Por lo tanto, la viscosidad de una solucion puede definirse como el
tiempo que tarda la disolucién en pasar por un capilar fino entre dos marcas consecutivas

por efecto de la gravedad.

_ mAPr*
8nl

Ec. 1.2

donde,

Q es el caudal del fluido expresado en cm? s, AP es la diferencia de presion que

mantiene el flujo (dinas cm™), r es el radio del capilar en cm, 1 es la viscosidad de la
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solucion (kg cm™ s1) y les la longitud del capilar en cm. Teniendo en cuenta que Q
también puede expresarse como V/t, donde V representa el volumen del fluido
desplazado en cm?® y t el tiempo de escurrimiento en s, es posible encontrar una

expresion que relacione la viscosidad con el tiempo de escurrimiento:

APr t
Jsvrl Ec.1.3

Por medio de un ensayo de viscosimetria se puede calcular el peso molecular del
quitosano extraido. Para implementar la técnica es necesario utilizar diferentes
definiciones de viscosidad para transformar la viscosidad cinematica (medida) en la
viscosidad reducida, ya que a partir de esta ultima se puede determinar la viscosidad

intrinseca y el peso molecular.

Por otra parte la viscosidad intrinseca se define como el limite del cociente entre la

viscosidad especifica de la disolucién y su concentracion, cuando ésta tiende a cero.

. T|sp
[‘1]=|'mc—>o
C
o bien como el limite del cociente entre el logaritmo neperiano de la viscosidad relativa y
la concentracién de la disolucién, también cuando la concentracién del polimero tiende a

cero

La viscosidad reducida expresa la contribucién del polimero a la viscosidad eliminando
la dependencia de la viscosidad especifica con la concentracién, siendo la razén entre la

viscosidad especifica y la concentracion

T]sp (Tl_TIO)E: (t_to)l

T]red == Ec. 1.4
c M ¢ t, ¢
|
SELLLL DV BRI Ec. 1.5
c c mn, ¢ t

45



Capitulo 1: Caracterizacion de polimeros

donde,

Ny no son, respectivamente, las viscosidades de la disolucién y la del disolvente puro, t
es el tiempo medido entre dos marcas sucesivas en el capilar y to el tiempo

correspondiente al disolvente puro medido en el mismo capilar.

Se han propuesto numerosas ecuaciones empiricas para expresar la relacién entre la

viscosidad intrinseca y la concentracion. Entre ellas la de Huggins (1942):

nsp 2
~n+k,[In[ ¢
Inlk [l Ec. 1.6
Esta ecuacidn se aplica a disoluciones diluidas, del orden del 1%.
Asimismo, Kramer (1938)), ha establecido la relacién:
In
(chr) z[n]_kK [n]z c Ec. 1.7

donde,
ku y kk son las constantes de Huggins y Kramer, respectivamente.
Se verifica, en el caso de que se empleen buenos disolventes que

ky +kg =0.5

kK< kH

Ambas rectas tendrdan en comun la ordenada en el origen, [n] (viscosidad intrinseca),
siempre que se hayan calculado en un intervalo de concentraciones en el que las
relaciones establecidas conserven la linealidad (Figura 1.4). Sus respectivas pendientes
son de signo contrario (negativa la correspondiente a la viscosidad especifica) y positiva
(la calculada a partir del logaritmo de la viscosidad relativa), indicando que In n/cy c
covarian conjuntamente en el mismo sentido creciente del semieje positivo de las

abscisas, mientras que nsp/c y ¢ lo hacen en sentidos inversos.
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La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de un polimero aislado,
razon por la que su determinacion se realiza extrapolando a concentracién nula. Su valor
depende del tamaiio y forma de la molécula de soluto, asi como de su interaccién con el
solvente y de la temperatura de trabajo. Para un sistema polimero-solvente puede
utilizarse la expresién de Mark-Houwink-Sakurada para determinar el peso molecular

promedio del polimero.

La mezcla acido acético cloruro de sodio 0.1 M (HAc)/0.2 M (NaAc) fue seleccionado
porque es un eluyente de quitosano de alta resolucion en cromatografia (Kasaai y
col.,2013; Ravi Kumar, 2000). El rango de concentraciones obtenidas estuvo comprendido

entre 8.54x10° y 3x103 g ml2.

Las viscosidades intrinsecas de la mezcla se midieron utilizando un viscosimetro capilar
Cannon-Ubbelhode tipo semi-micro (modelo 150) termostatizado a 25 + 0.1°C en un bafio
de agua. Estas condiciones, junto con el uso de concentraciones inferiores al 3% (p/v), se
seleccionaron para que las correcciones de energia cinética y cizalla fueran insignificantes.
La viscosidad intrinseca se determiné por medio de las ecuaciones de Huggins (1942) y

Kramer (1938).

En la Figura 1.3 se muestran nsp/cy In(nr)/c en funcién de la concentracion de polimero
obteniéndose ajustes satisfactorios. La evaluacion de la viscosidad intrinseca requiere la
medida de los tiempos de caida de varias concentraciones diferentes de una disolucién de
polimero y extrapolacidn a concentracién nula de las rectas de regresion de éptimo ajuste
a los diagramas de dispersidn obtenidos en las representaciones de nsp/c y In(n:)/c frente

a la concentracidn, en un sistema de coordenadas rectangulares.

El peso molecular fue 6.76x10° Da, similar al informado por Bof y col. (2015 y Huangy

col. (2018) para quitosano proveniente de calamar.
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Figura 1.4. Determinacion grafica de la viscosidad intrinseca del polimero.
Grado de desacetilacion por potenciometria

El grado de desacetilacidon (GD) representa la proporcion de unidades de N-acetil-D-
glucosamina con respecto al nimero total de unidades en el biopolimero y se puede

considerar como una medida de la pureza del biomaterial (Ramirez y col., 2016).

El GD afecta su pKa intrinseco, conduciendo a un cambio en la solubilidad del
quitosano en soluciones diluidas acidas. Cuando el GD es menor que el 40 %, las cadenas
de quitosano se tornan completamente insolubles en agua debido a los puentes de
hidrégeno establecidos entre el alcohol, la amida y los grupos éter distribuidos sobre las
unidades monoméricas a lo largo de la cadena del polimero y a la contribucién de las
interacciones hidrofdbicas, debido a la presencia de los grupos metilo de las funciones

acetamida y a los -CH y -CH> de los anillos glucosidicos (Domard y Domard, 2001).

Cuando el GD esta por encima del 40%, el polimero es soluble en soluciones acidas
diluidas. Este comportamiento estd relacionado con el hecho de que la protonacién de los
grupos amino de los residuos de glucosamina contribuyen a la interrupcién de las uniones
puente de hidrégeno, la solvatacion de los sitios catidnicos, y luego a la solubilizacién

cuando el equilibrio de las interacciones disolvente/polimero y polimero/ polimero se
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vuelve favorable. Este limite esta estrechamente relacionado con el valor del pKa
intrinseco del quitosano, que se encuentra cercano a 6.5 (Domard y Domard, 2001). Asi,
cuanto mas alto es el GD del quitosano, mas alta es la cantidad de grupos amino libres -
NH; que pueden protonarse (NHs*) en medio acido confiriéndole al polimero un caracter

altamente reactivo.

Un grado de deacetilacién de 55-70% se define como bajo, casi completamente
insoluble en agua. Entre 70 y 85% es un GD medio del quitosano. Finalmente, 85-95% es
un GD alto con buena solubilidad en agua, y 95-100% se Ilama el grado de deacetilacién
ultraalto, que es dificil de lograr. Mientras tanto, la reduccion del peso molecular por

degradacidn es beneficiosa para aumentar su solubilidad en el agua (Lv, 2016).

La valoracién potenciométrica consiste en disolver el quitosano en un exceso de acido
clorhidrico (HCl) para que ocurra la protonacion del grupo amino libre del quitosano y
luego realizar una valoracidon con hidréoxido de sodio (NaOH) hasta que el pH de la
solucién se estabilice, lo cual permite obtener la curva de titulacién del quitosano. La
curva presenta dos puntos de inflexion y la diferencia entre estos proporciona la cantidad

de acido requerido para protonar los grupos amino del quitosano.

La determinacién del contenido de grupos amino en el quitosano se realizd mediante
titulaciéon potenciométrica acido-base, método propuesto por Broussignac (1968) el cual

consiste en medir las variaciones de los valores de pH al titular una solucidn de quitosano.

Se disolvieron 0.51 + 3.6x103 g de quitosano en 20 ml de una solucién acuosa de HCI
0.3 M. Como solucidn titulante se usé NaOH 0.0858 N valorada con biftalato de potasio
utilizado como patrén primario. Se agregd la solucion de NaOH en cantidades constantes
de 0.5 ml por vez con agitacion mecanica constante y se registraron los valores de pH

después de cada adicién utilizando un potenciémetro.

El punto final de la titulacidn se determiné a través del método de la derivada primera,
obtenida a partir de la curva de titulacién. La potenciometria es un método util siempre
que el material a estudiar sea completamente soluble, ya que permite determinar el
contenido de grupos aminos libres y en consecuencia el GD. De acuerdo a Llopiz Yurell y

col. (2009), la técnica tiene la ventaja de que cuantifica los grupos aminos protonados
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directamente, por lo que no existe el problema de la no accesibilidad de los grupos

aminos durante la etapa de protonacién, como resultado de la formacion de la sal.

Las Figuras 1.5a y b muestran la curva de titulacién potenciométrica y la derivada

primera de la muestra de quitosano analizadas.

Se observd que hacia al final de la titulacién, a un pH basico (superior a 9), se produjo

la floculacién del quitosano debido a la desprotonacién de los grupos amino.

La diferencia entre los dos puntos de inflexién en la curva de titulacién corresponde a
la cantidad de 4acido requerido para protonar los grupos amino del quitosano,
permitiendo calcular el grado de desacetilacion (GD). El grado de desacetilaciéon de

calculé mediante la ecuacién (1.8):

_16,1(y —x)f

%NH, = Ec.1.8

w
donde,

v es el punto de inflexion mayor, x corresponde al punto de inflexién menor, ambos
expresados como volumenes en ml, f es la molaridad de la solucién de NaOH, w el peso

de la muestra (expresado en g) y 16.1 es el peso equivalente del quitosano (expresado en

g/equivalente).
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Figura 1.5. a) Curva de titulacién potenciométrica; b) derivada primera proveniente de los

datos de la curva de titulacién. Los maximos corresponden a los puntos de inflexién.

El valor obtenido para el quitosano utilizado en este trabajo de tesis fue del 90.06%,

menor al reportado por el fabricante que fue del 95.26%. Heidari y col. (2018) obtuvieron
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un GD de 50% después de realizar sélo una etapa de hidrdlisis alcalina de quitosano
proveniente de camarones. Bof y col. (2015) informaron valores de 84 y 86% para

quitosanos de PM medio y alto, respectivamente.

Las técnicas de DSC, ATR-FTIR y DRX se emplearon para caracterizar a los tres polimeros

usados para la obtencién de las matrices.
Andlisis térmico
La Figura 1.6 muestra que el quitosano posee un evento endotérmico cercano a 139°C

asignado a la remocion de agua retenida por el polimero. La entalpia asociada a este

proceso fue de 255 Jg*.

Rivero (2012), trabajando con quitosano purificado por Sigma-Aldrich con un GD del
75% informé una temperatura de pico de 144°C y una entalpia de fusién de 195 ) g2
Segun Kittur y col. (2002) los polisacaridos presentan una fuerte afinidad por las
moléculas de agua. Los autores indicaron que la afinidad depende de la cantidad de sitios

disponibles para interactuar.

Por otra parte, los termogramas correspondientes a la capacidad calorifica reversible
pusieron en evidencia la temperatura de transicion vitrea (Tg) del quitosano. Los eventos
térmicos analizados por MDSC confirmaron la eficiencia de la técnica para discriminar la
relajacién endotérmica asociada de la transicion vitrea de quitosano del evento
endotérmico atribuido a la remocién de agua. La Figura 1.5 muestra el salto en la curva de
capacidad calorifica reversible correspondiente a la temperatura de transicién vitrea a
66.5°C. Dhawadey col. (2012) informaron una Tg de 61°C para quitosano con un GD de
y un peso molecular aproximado de 7.1x10° gmol! mediante analisis térmico por 85%

. MDSC
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Figura 1.6. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido de quitosano en

polvo mostrando la curva de flujo de calor (a) y la curva de capacidad calorifica Cp (b) en
funcién de la temperatura.
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Anadlisis ATR-FTIR y RX

En la Figura 1.7 se presenta el espectro ATR-FTIR del quitosano en polvo. En la regién
3000-3700 cm ! del espectro, el quitosano exhibe la banda debida a estiramiento de los
enlaces OH y N-H centrados a 3364 cm. El ancho de esta banda es atribuido a los enlaces
de hidrégeno. La banda OH se superpone con la de estiramiento de N-H. Las bandas

observadas en 2917 y 2875 cm™ corresponden al estiramiento axial de la unién C-H.

La banda de amida | (C=0) caracteristica del quitosano con unidades acetiladas
aparece a 1652 cm™ mientras el pico a 1598 cm™ se produce por el solapamiento de la
flexion en el plano (tijeras) de N-H de los grupos amino de quitosano y la banda de la
amida Il. El pico ubicado a 1381 cm™ corresponde a la deformacién simétrica de los
grupos CHs; mientras la banda localizada a 1325 cm™ en el espectro de la Figura 1.6

corresponde a la deformacién de la amida lll (Ramirez Castro y col., 2013).

Las bandas a 1423 cm™ resultan del estiramiento axial de la unién -C-N- acoplada con
1381 cm™ atribuida a —N-H- y las bandas correspondientes al esqueleto del polisacarido,
incluidas las vibraciones de los enlaces glicosidicos (estiramientos C-O y C-O-C) se

observaron en el rango 1157-896 cm™ (Lamarra y col., 2016; Yoksan y col., 2010).
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Figura 1.7. Espectro de absorcidon ATR-FTIR de quitosano en polvo.

La muestra de quitosano presentd patrones similares a los reportados en la literatura
(Fernandez-Cervera y col., 2004). Dado que el quitosano presenta dos formas cristalinas
distintas debido a su polimorfismo, los patrones de difraccién representan mezclas de
estas dos formas. Los productos insolubles en agua exhiben tres picos caracteristicos a
26=10.4, 19.8 y 22.0°, espectros correspondientes al patrén polimérfico tendon hidratado
mientras el patrén llamado polimorfismo annealed exhibe tres picos principales a
26=15.2, 21.1 y 23.8°, que se conoce como polimorfismo anhidro. La diferencia en la
estructura cristalina deriva del modo de empaquetamiento de la celda unidad de la
molécula de quitosano y el nUmero de moléculas de agua en las celdas también juega un
rol importante. Para el quitosano de alto peso molecular, la conversiéon de la forma
polimdrfica tendon a annealed se observa cuando se calienta una suspensidn acuosa, y la
extension de la conversidn depende tanto del peso molecular como del grado de

acetilacion (GA).
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Como se muestra en la Figura 1.8, el espectro exhibid dos picos principales a 26=11.8
y 20.1°, coincidentes con el patron de polimorfismo entre polimorfismos tenddn y
annealed. Asimismo, el patréon de difraccion exhibid otros pequefios picos ademads de los
ya mencionados a 20= 5.9 y 40.1°, presentando un espectro caracteristico de crustaceos
(Figura 1.8). Las posiciones de los picos corresponden a las distancias interplanares 13.9,

7.7,4.4y 2.1 A, respectivamente (Abdel-Rahman y col., 2015).

El valor del tamafio del cristal obtenido empleando el programa X'Pert High Score fue
de 52 A (Figura 1.8). Usando la ecuacién online (Instanano, 2020), el valor fue de 5.3 nm

(53 A).

201

Intensidad {cuentas s )

10 20 30 40 50 B0 70
20 (%)

Figura 1.8. Espectro de difraccién de rayos X de la muestra de quitosano en polvo.

Analizando el intervalo, 26 4-60° (Figura 1.9), se pudo apreciar que las difracciones
registradas se correspondieron con cuatro picos anchos u hombros, poco o mal resueltos.
Para resolver estos hombros se hizo la deconvoluciéon de los mismos resultando en la
obtencidon de cuatro picos que combinados forman la curva envolvente tal como se

muestra en la Figura 1.10.
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Figura 1.9. Espectro de difraccién de rayos X de la muestra de quitosano en polvo.
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Figura 1.10. Espectro de difraccién de rayos X de la muestra de quitosano en polvo
mostrando la deconvolucién de los picos mediante una funcién de ajuste Gaussiana.

En resumen, el quitosano proveniente de crustaceos se caracterizdé mediante

diferentes herramientas analiticas como DRX, ATR-FTIR, MDSC, titulacion acido-base.

Las caracterizaciones del material realizadas por difraccién de rayos X y espectroscopia
de infrarrojo permitieron corroborar que el material de partida correspondia a quitosano.

El peso molecular dio un valor de 6.76x10°Da y el grado de desacetilacion obtenido
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experimentalmente fue de 90.06%, los cuales se encuentran dentro de los margenes

informados para este biopolimero.

La diversidad de valores reportados en la literatura en cuanto a peso molecular y grado
de desacetilacion depende, en gran medida, del origen, propiedades y condiciones de

obtencidn y purificacion del quitosano.
1.5.2 Alcohol polivinilico

El anadlisis térmico del PVA en polvo mostrado en la Figura 1.11a exhibié un pico
endotérmico durante la etapa de calentamiento, centrado a una temperatura de 211°C.
Un resultado similar fue informado por Gupta y col. (2009). Este evento fue atribuido a la
fusién de la fase cristalina del PVA. Asimismo, la curva de capacidad calorifica reversible
del PVA mostré la temperatura de transicion vitrea Tg a 64.3°C (Figura 1.11b). Kim (2010)

informd un valor de Tg de 41.7°C.
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Figura 1.11. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido de PVA en
polvo mostrando la curva de flujo de calor (a) y la curva de capacidad calorifica Cp
reversible (b) en funcién de la temperatura.
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Anadlisis ATR-FTIR y RX

Como se muestra en la Figura 1.12, las bandas de absorcién caracteristicas del PVA en
polvo se observaron a 3237 cm? (estiramiento de OH), 2935 cm? (estiramiento
asimétrico del CH3), 2903 cm? (estiramiento simétrico del CH;), 1413 cm™ (torsién de CH,
y flexion de OH), 1144 cm™ (estiramiento de CO secuencia cristalina de PVA), 1081
(estiramiento de CO vy flexién de OH de la porcién amorfa del PVA), 915 cm™ (flexion del

CH2) y 829 cm? (balanceo del CH) (Kim 2010).
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Figura 1.12. Espectro ATR-FTIR del alcohol polivinilico (PVA) en polvo.

El PVA, como polimero semicristalino, exhibid cinco picos tipicos de difraccion en el
rango angular de 10°-50°. Un pico de difraccién del plano (100) a 10.7°, (101) a 18.5°, (101)
a 19.4°, (200) a 22.4°, y un pico compuesto de planos cristalinos de (111), (111), (210) y
(210) alrededor de 40.4° (Figura 1.13 y 1.14) (Ricciardi y col., 2004; Chen vy col., 2018). La
cristalinidad del PVA surge de las fuertes interacciones puente de hidrégeno inter e

intramoleculares (Boonsuk y col., 2018).

El tamafio del cristal obtenido empleando el programa X’Pert High Score (Figura 1.8) y
la ecuacién online (Instanano, 2020) fue de 6.7 nm (67 A).
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Figura 1.13. Espectro de difraccién de rayos X de la muestra de polivinil alcohol (PVA)

en polvo.

Ini ——— Curva envolvente
H Pico a £.4°
' —— Picoz 107
} II ——— Picoa 18.5°
1] Ficoa 19.4°
I —  Picoa22.4
| !l Pico a 26.8°

' —— Picoa33.8°
— Picoa 204

Intensidad [u.a.)

10 20 30 40 = 1]
26(7)

Figura 1.14. Espectro de difraccion de rayos X de la muestra de PVA en polvo mostrando
la deconvolucién de los picos mediante una funcidn de ajuste Gaussiana.
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1.5.3 Polivinil pirrolidona (PVP)

Como puede observarse en las curvas de flujo caldrico obtenidas por DSC y capacidad
calorifica (MDSC) en funcién de la temperatura, la temperatura del evento endotérmico
Tp se ubico a 211°C y la Ty a 107.6°C. Dependiendo del peso molecular medio (Mw), la
temperatura de transicién vitrea (Tg) de PVP puede variar desde 100°C (para Mw 2.5 103 g
mol?!) a 175°C (para Mw de 108 g mol?) (Zabska y col., 2011). Los valores de T, caen por
debajo de 100°C para bajos pesos moleculares y también debido a la adicidon de pequeiias

cantidades de agua.

En la Figura 1.16, el espectro ATR-FTIR del PVP en polvo muestra los picos a 1460 y
1421 cm™ caracteristicos del grupo pirrolidinil y las bandas a 1651 y 1017 cm™ se
atribuyeron a la vibraciones de los grupos C=0 y C-N, respectivamente (Liu y col., 2008).
Las bandas de absorcién debidas al estiramiento de OH se observd a 3426 cm™ y la
asignada al estiramiento asimétrico del CH; se localizéd a 2950 cm™ (Abdelrazek y col.,
2018). Otros picos importantes a 1285 y 1460 cm™ se asignaron a la vibracion de
estiramiento C-N vy la fijacién de grupos CH2 en el anillo pirrol (Selvam y Sundrarajan,

2012).
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Figura 1.15. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido de PVP

en polvo mostrando la curva de flujo de calor (a) y la curva de capacidad
calorifica Cp reversible (b) en funcién de la temperatura.
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Anadlisis ATR-FTIR y RX
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Figura 1.16. Espectro de absorcion ATR-FTIR de polivinil pirrolidona (PVP) en polvo.
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Figura 1.17. Espectro de difraccidon de rayos X de la muestra de polivinil pirrolidona (PVP)

en polvo.
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Figura 1.18. Espectro de difraccion de rayos X de la muestra de polivinil pirrolidona (PVP)
en polvo mostrando la deconvolucién mediante una funcién de ajuste Gaussiana.

El difractograma de RX del PVP en polvo mostré dos picos ubicados a 26 11.1° y 20.9°

relacionados a la naturaleza amorfa del polimero (Figural.17). Similares resultados fueron

informados por Bhuiyan y col. (2015). El pico ancho en el difractograma del PVP sugiere

gue no hay difraccién ni orden molecular tridimensional de largo alcance lo que es

indicativo de un compuesto amorfo (Boonsuk y col., 2018).

La deconvolucion del difractograma de RX se muestra en la Figura 1.18.
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2.1 INTRODUCCION
2.1.1 Nanoparticulas de Ag

La investigacién en el campo de la nanotecnologia ha revelado un enorme potencial
para la ciencia, la ingenieria, y la tecnologia. Ha permitido desarrollar nuevos materiales
con diferentes tamafios, formas y estructuras, confiriendo control sobre sus propiedades
fisicas y quimicas. La nanotecnologia ha encontrado numerosas aplicaciones en diferentes
ramas de la ciencia e ingenieria, incluyendo: biomedicina, la agricultura y la produccién de

alimentos, patentes industriales y medio ambiente (Ortiz-Castillo y col., 2020).

La modificacién de las propiedades de la superficie, en particular la reduccién del
tamafo de las particulas, ha surgido como un enfoque para desarrollar nanomateriales

con propiedades diferenciadas del material a granel.

Dentro de las nanoparticulas metalicas, las nanoparticulas de plata (NpAg) han sido
objeto de numerosos estudios en el marco de la investigacion de materiales. Las NpAg
han demostrado tener una versatil capacidad de solucionar problemas relacionados con
la salud e higiene, debido principalmente a sus propiedades antimicrobianas siendo esta

aplicacién la mas explorada.
Entre las multiples aplicaciones de NpAg se destacan diferentes sectores:

e Farmacéutico: uso en la formulacién de productos de cuidado dermatolégico

(Gajbhiye y Sakharwade, 2016; Some y col., 2018).

e Agrondmico: control biolégico de diferentes plagas como el fusarium (Ahmad vy col.,

2016; Somey col., 2018; Strayer y col., 2016).

e Medio ambiente: remocién de compuestos contaminantes como pesticidas

(Manimegalaiy col., 2014; Some y col., 2018).

e Inocuidad alimentaria: control de crecimiento bacteriano (Bagherzade y col., 2017;
Jayaramudu y col., 2017; Some y col., 2018), elaboracién de materiales activos para el

envasado de alimentos (Krasniewska y col., 2020).
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e Salud: tratamiento de terapias anti-virales contra el VIH-1 (Elechiguerra y col., 2005) y
el virus de la gripe (Pulit-Prociak y Banach, 2016), propiedades antiflamatorias y

anticancerigenas (Some vy col., 2018).

Las NpAg tienen mayor aplicacion comercial en comparacidon con otras nanoparticulas
como las de oro (Wei y col., 2015; Faried y col., 2016) en disefio de biosensores (Ahamed
y col., 2010), produccion de materiales en control ambiental (Hussain y col., 2011),

catalisis, entre otros.

El tamafio, la estructura y las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de las NpAg
dependen del método de sintesis (Nair y Laurencin, 2007), existiendo una gran variedad

de formas de obtencién, métodos fisicos, quimicos y verdes (Figura 2.1).

Hanowvdilllas

Figura 2.1. Métodos de obtencién de nanoparticulas de plata. Adaptado de Mukherji y
col. (2018).
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2.1.2 Sintesis verde de NpAg

La sintesis verde para la obtencién de NpAg comprende procesos fisico-quimicos que
se realizan usando una serie de metodologias en las cuales el producto final posee
caracteristicas eco-compatibles sin el empleo de agentes reductores téxicos (Wei y col.,
2015). En estos procesos se usan agentes bioreductores y estabilizantes como consorcios
microbianos, extractos de origen fitoquimico y micoldgico, biomasa vegetal, péptidos,

proteinas y polimeros biodegradables (Ramanathan y Gopinath, 2017; Alves y col., 2019).

La denominacion verde de NpAg se debe a la presencia de un gran nimero de
compuestos quimicos organicos como carbohidratos, lipidos, proteinas, enzimas vy
coenzimas, fenoles flavonoides, terpenoides, alcaloides, gomas, entre otros. Todos estos
compuestos son capaces de donar electrones para la reduccién de iones Ag* a Ag® (Srikary
col., 2016). En el caso de los extractos vegetales y bacterianos es comun que el poder
reductor sea generado por la deshidrogenacion de los acidos organicos como el acido
ascorbico, alcoholes como el catecol y por la conversion ceto/enol (Jha y col., 2009; Srikar

y col., 2016).
Sintesis usando biopolimeros

En el enfoque bottom-up, dos fases principales de la reaccidn completan la formacion
de NpAg: nucleacion y crecimiento de Np a través de procesos de coagulacién y
coalescencia. Durante la sintesis de Np, la agregacion a través de la maduracion Ostwald o
aglomeracién con el tiempo es un fendmeno espontdneo ya que reduce la relacién
superficie/ volumen. Para sintetizar nanoparticulas de tamafo controlado, un desafio
clave es superar la gran energia superficial de las Np y resistir la agregacion (Harada y
Katagiri, 2010; Thanh y col., 2014). La naturaleza de la formulacién y varios parametros
del proceso, tales como temperatura, tiempo de reaccidn, presion y grado de mezcla se
puede optimizar para controlar el crecimiento de las nanoparticulas. La formulacién tipica
contiene diversos productos quimicos que sirven como sal precursora, agente reductor y
agente estabilizante. La reduccién quimica (Agnihotri y col., 2014; Song vy col., 2009; van
Dong y col., 2012) normalmente es facilitada por calentamiento. La sal precursora mas

utilizada es nitrato de plata (AgNOs) (Shirtcliffe y col, 1999), mientras que poliol
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(etilenglicol, EG) (Sun y Xia, 2002), o citrato de sodio (TSC) (Caswell y col., 2003) se utilizan
con frecuencia como agentes reductores.

En general, la formacién de nucleos se logra mediante la reduccién de la sal precursora
del metal por el agente reductor. Esto puede ser alcanzado directamente por el agente
reductor o el proceso puede ser asistido por el suministro de energia en diversas formas,
incluyendo calentamiento convencional, por microondas o energia luminica. En la sintesis
de Np, el tamaio y la agregacidon se controlan mediante la estabilizacion debida a la
repulsion estérica o electrostatica de las nanoparticulas formadas. En el caso de la
estabilizacidon basada en las cargas, las fuerzas de repulsidon debidas a la carga superficial
de las nanoparticulas deben superar las fuerzas de corto alcance como las Van der Waals
gue causan la agregacion. La estabilizacidn electrostatica se logra generalmente a través
de especies anidnicas como citrato, halogenuros, o carboxilatos que adsorben o
interactian con las NpAg para impartir una carga negativa en la superficie. La carga
superficial produce una doble capa eléctrica que resulta en una repulsidon coulémbica
entre las nanoparticulas. La estabilizaciéon estérica se puede lograr mediante la
interaccion de Np con grupos voluminosos, tales como polimeros orgdnicos y cation
alquilamonio que impiden la agregaciéon mediante repulsion estérica (Abou y col., 2010).

La adiciéon de estabilizantes o tensoactivos también puede facilitar el crecimiento
dirigido de las Np (Mukherji y col., 2018). En cambio, la dispersién depende de la fuerza
idnica y de otras condiciones de la solucién (Handy y col., 2008; Fabrega y col., 2011).

Por estas razones, es frecuente que para la estabilizacién de las cargas sea necesario
agregar agentes estabilizantes. Estos compuestos de naturaleza orgdnica no deben ser
toxicos (Bar y col., 2009; Fabrega y col., 2011). Una alternativa es el uso de polimeros
sintéticos y/o naturales, entre los cuales se puede mencionar el alcohol polivinilico (PVA),
la polivinilpirrolidona (PVP) y la policaprolactona (PCL). El uso de estos polimeros en la
obtencidon de NpAg permite que las mismas puedan tener aplicaciones biomédicas (Alavi
y Rai, 2019b; Dhote y col.,, 2018; Rolim y col.,, 2019; Tamayo y col.,, 2018). Los
biopolimeros usados como la celulosa, quitosano, alginato de sodio, acido polilactico
(PLA) y colageno poseen alta biocompatibilidad y biodegradabilidad (Alavi y Rai, 2019; Hu
y col., 2019).
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En el caso del quitosano, las reacciones se llevan a cabo in situ y los grupos funcionales
como los alcoholes tienden a oxidarse en el proceso siendo estos los agentes reductores
(MuRfoz-Bonilla y col., 2019; Venkatesham y col., 2012). Existen diferentes metodologias
en la obtencion de NpAg a partir de quitosano, desde el uso de condiciones de altas
temperaturas y presiones por medio de autoclaves (Mufioz-Bonilla y col., 2019; Wong y
col., 2020), hasta la simple incubacién de la mezcla de quitosano con la soluciéon de AgNOs3

a altas temperaturas (100°C).

Zainy col. (2014) usaron acido acético en la formulacion para la obtencidn de las NpAg;
la mezcla de reaccién se usé en condiciones bdsicas. La desventaja de esta metodologia es
gue como consecuencia del cambio de pH se produce la precipitacién del quitosano
debido a su pKa. Para la generacion de una matriz activa, se debe resuspender el producto
de reaccién en condiciones acidas, generando una serie de etapas que pueden llegar a
perjudicar la estabilidad de las NpAg. Por las consideraciones expuestas, la sintesis in situ
de NpAg a partir de soluciones de Q teniendo en cuenta las caracteristicas entrecruzantes
gue pueden generarse entre la red polimérica y las NpAg formadas como consecuencia de
la oxidacion de los grupos funcionales del biopolimero es una buena alternativa. Estas
condiciones pueden estabilizar las NpAg formadas ademas de permitir la formulacién de
materiales activos a partir de las soluciones filmogénicas de quitosano con incorporacién

de NpAg.

2.1.3 Formulacion de nanocompuestos

Es bien sabido que las nanoparticulas tienden a formar aglomerados y por otro lado, la
aplicacién de nanoparticulas aisladas podria dar lugar a problemas de seguridad. Una de
las estrategias para la administracidon de nanoparticulas como tratamiento antimicrobiano
podria ser a través de un vehiculo, siendo las peliculas poliméricas los materiales mas

utilizados (Mufioz-Escobar y Reyes-Lopez, 2020).

Las matrices nanocompuestas son una nueva generacion de materiales con una
combinacion de polimeros de base bioldgica y rellenos que tienen al menos una
dimension a escala nanométrica (Jamroz y col., 2019). Los nanocompuestos consisten en
una matriz polimérica (fase continua) y un relleno (fase discontinua), donde al menos una

dimensién es <100 nm. La dimensidn nanométrica y el tipo de nanoparticulas
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proporcionan un efecto sinérgico al material, mejorando las propiedades resultantes de
los nanocompuestos en comparacién con los de la matriz (Paul y Robeson, 2008; Chivrac y
col., 2009). Los nanorefuerzos son Unicos en el sentido de que no afectan la naturaleza de
la matriz polimérica. Solo se incorporan un pequeio porcentaje de estos nanomateriales
(0.5-5%) en el polimero y la mejora es significativa debido a la gran area superficial
(Petersson y Oksman, 2006). En las matrices de nanocompuestos, el biopolimero actua
como una matriz, mientras que los nanoparticulas se dispersan para mejorar las

propiedades funcionales (Jamrdz y col., 2019).

Muchos estudios han considerado el refuerzo de una matriz biopolimérica usando
nanoparticulas, generando matrices compuestas y mejorando las propiedades
funcionales de los materiales (Krasniewska y col., 2020; Krasniewska y col., 2019;

Zambrano-Zaragoza y col., 2018).
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Figura 2.2. Esquema mostrando las propiedades quelantes de la cadena de quitosano por
iones plata. Adaptado de Thomas y col. (2009).

El uso de nanoparticulas de Ag en la industria alimentaria extiende la vida util de los
productos al prevenir el crecimiento de microorganismos alteradores y la aparicién de
microflora patégena (Krasniewska y col., 2019; Mihindukulasuriya y Lim, 2014; Liao y col.,

2019). Varios investigadores (Regiely col., 2013; Youssefy col., 2015) han formulado
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matrices de Q con el agregado de NpAg. Estas peliculas activas resultaron eficientes para
la reducciéon de microorganismos como S. aureus, E. coli, S. typhimurium, B. cereus y
Listeria monocytogenes. Ademas se observé que mejoraron las propiedades estructurales

y mecdnicas de las matrices con el agregado de NpAg y se redujo la solubilidad.

Un enfoque simple para la formacion de nanoparticulas in situ consiste en el uso de
guitosano para luego obtener peliculas dado que es un polimero quelante con capacidad
de adsorcién para una serie de iones metalicos debido a los grupos amino (-NH3) e
hidroxilo (-OH) en su estructura. Esta accién quelante del quitosano por el ién plata se
puede representar en forma esquematica en la Figura 2.2. Con los electrones del
nitrégeno, los grupos amino sirven como ligandos o sitios de unién para los iones

metalicos formando complejos.

Dos sitios de coordinacién de la plata estan ocupados por pares de electrones de
grupos -NH; de dos cadenas diferentes de quitosano. Dado que el quitosano es un
polimero semirrigido, es poco probable que los dos grupos -NH2 coordinados con iones
plata estén en la misma cadena de quitosano debido al impedimento estérico. La solucion
acuosa de quitosano es sometida a un calentamiento que a su vez reduce los iones plata a
nanoparticulas de plata con formacién de atomos de hidrégeno como se muestra a

continuacién

H.O - € aq +H-+OH:

Reduccién

Ag*+eaq > Age
El &tomo neutro reacciona con los iones Ag* para formar clusters estabilizados de Ag
Age + Agt > Agyt

Ag* +Agyt > Ags’

Estos grupos pueden unirse y formar nanoparticulas mas grandes pero el quitosano
entra en juego y estabiliza las nanoparticulas de plata, previniendo la aglomeracion.
Varios investigadores han usado esta caracteristica para reducir sales metalicas (Hardy y
col., 2004; Sanpuiy col., 2008).
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En la sintesis se observa que el quitosano en polvo o en condiciones de pH neutro no
reacciona con AgNOs debido a que sus cadenas laterales se encuentran desprotonadas y
consecuentemente factores como la solubilidad y la interaccién con solventes acuosos se
ven afectados. En presencia de un pH bajo y a una temperatura elevada, se puede
observar la reduccidon de Ag*a Ag® con el quitosano actuando como agente reductor y

como estabilizante de las NpAg producidas.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo general

Formular nanocompuestos mediante la sintesis verde de nanoparticulas de plata in situ

en una matriz de quitosano usado como agente estabilizante y agente reductor.
2.2.2 Objetivos especificos
» Caracterizar las nanoparticulas de plata obtenidas in situ

» Desarrollar matrices nanocompuestas a base quitosano con diferentes

concentraciones de nanoparticulas de plata (NpAg)

» Estudiar las propiedades fisicoquimicas, mecdnicas y de barrera de los

nanocompuestos desarrollados

» Analizar la influencia de las relaciones Q:NpAg (QAg1, QAg2, QAgs y QAga) sobre las
propiedades térmicas mediante DSC, DMA y TGA vy las propiedades

microestructurales de las peliculas a través de las técnicas de ATR-FTIR, DRX, SEM
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2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Para las sintesis de las nanoparticulas (NpAg) in situ, nitrato de plata 30 mM (PMno3ag:
170 g mol?, PMag: 107g mol?) se solubilizé6 en una solucién de quitosano al 1% para

obtener diferentes concentraciones, y se llevé a estufa a 95°C durante 6 horas (Figura

2.3).
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Obtencion de las diferentes concentraciones de NpsAg con Quitosano

Figura 2.3. Esquema de sintesis verde in situ de nanoparticulas de plata a partir de AgNO3

y quitosano como agente reductor.

2.3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de plata se caracterizaron empleando diferentes métodos, UV-
Visible, DLS, TEM y SEM combinado con EDS, fluorescencia y DRX.

Para las medidas de absorbancia entre 200 y 700 nm se utilizé un lector de placas UV-
VIS (Biotek, modelo Synergy HT) que permitid detectar la banda correspondiente al
plasmén de superficie de las nanoparticulas.
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La observacién microscépica de la morfologia de las particulas se llevd a cabo
mediante un microscopio electrénico SEM FEI QUANTA 200 (Paises Bajos) en combinacion
con un analisis de rayos X de energia dispersiva (EDS), utilizado para dar informacion
sobre la composicién quimica de las muestras. Las muestras se montaron en tacos de
bronce utilizando una cinta doble faz y se examinaron con un recubrimiento de oro a alta

presion y un voltaje de aceleracién de 12.5 kV.

Las caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas se analizaron utilizando un
microscopio electréonico de transmisiéon (JEM 1200EX Il Jeol, Japdn) equipado con una
camara digital (ES500W Erlangshen CCD Gatan). Brevemente, se colocé una gota de la
suspension en una rejilla de cobre pretratada y recubierta con una fina pelicula de
carbono amorfo. El exceso de la solucién se eliminé con un papel de filtro y se seco a
temperatura ambiente. La distribucién de los tamafios de las nanoparticulas se obtuvo a

través del andlisis de las fotografias por medio de los programas Image J y Origin.

El tamafio hidrodinamico medio y el potencial zeta (PZ) de las nanoparticulas,
suspendidas en agua de grado Milli-Q fueron determinados por un Zetasizer Nano-ZS
Malvern Instruments (Worcestershire, Inglaterra) equipado con un correlador digital
Modelo ZEN3600. El PZ y el diametro de la particula se informaron como el promedio de

cinco determinaciones por muestra. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Los espectros de fluorescencia de las suspensiones de nanoparticulas se registraron a
temperatura ambiente con un espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS-50B (Beaconsfield,
Inglaterra) provisto de una lampara pulsada de xendn como fuente de excitacion (ancho
de pulso <10 ps, 60 Hz) y un fotomultiplicador R928. El instrumento se encuentra
conectado a una PC para el almacenamiento y tratamiento de datos a través del software

FL Winlab.

Para la obtencién de los patrones de difraccién de rayos X de las nanoparticulas en
polvo y de las peliculas se usé un equipo X'Pert Pro P Analytical Model PW 3040/60
(Holanda). Los ensayos se realizaron entre 4-100° (20) con un paso de 0.04°, una
diferencia de potencial de 40 kV y una densidad de corriente de 30mA utilizando la linea

Cu Kot (1.542 A).
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2.3.3 Obtencioén de los nanocompuestos

Una vez sintetizadas las NpAg, las suspensiones se mezclaron con la solucién de
guitosano en distintas proporciones como se puede observar en la Tabla 2.1. Luego de
formuladas las suspensiones filmogénicas, las mismas se extendieron en moldes y se
secaron en estufa a 37°C hasta alcanzar peso constante. Las peliculas nanocompuestas

con distintas proporciones de nanoparticulas se denominaron QAgx, donde x=1,2,3,4.

Tabla 2.1. Formulacidn de las suspensiones expresando la concentracion de NpAg en g/
100 g de Q(p/p) y en g/ 100 ml de solucién de quitosano 1% (p/v)

Concentracion de NpAg Concentracion de NpAg
Formulacion
% (p/pa) % (p/v)
Q 0 0
QAg: 291 0.029
QAg: 5.33 0.053
QAg: 7.38 0.074
QAg: 9.14 0.093

2.3.4 Caracterizacion de las peliculas nanocompuestas a base de quitosano

Las peliculas nanocompuestas se caracterizaron mediante ensayos de traccion, angulo
de contacto, permeabilidad al vapor de agua y solubilidad. Asimismo, se analizaron desde
el punto de vista térmico mediante DSC, DMA y TGA, microestructural empleando DRX y
ATR-FTIR. Previo a la realizacion de los ensayos, las peliculas se acondicionaron a 20°C y
65% de HR durante 10 dias.

Las medidas de los espesores de las muestras llevaron a cabo utilizando un medidor
electréonico CheckLine 900 (EEUU) para materiales no conductores y sustratos no ferrosos.

Los valores informados fueron el promedio de al menos 10 medidas.

El contenido de humedad de las peliculas se determiné midiendo el peso a tiempo
inicial y luego de ser secadas en estufa a 105°C hasta peso constante. Las muestras se
analizaron por triplicado, y los resultados obtenidos fueron expresados en porcentaje (g
agua/100 g pelicula).
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La permeabilidad al vapor de agua (WVP) se determind usando una modificacion de la
norma ASTM E96 (Mali y col., 2002). Para realizar las determinaciones, las peliculas se
colocaron en celdas de acrilico (Figura 2.1), las que se dispusieron en contenedores
herméticos. El gradiente de 75% de HR a través de las peliculas se obtuvo colocando silica
gel anhidra en la celda (0% HR) y una solucidn saturada de NaCl en el contenedor (75%
HR). La diferencia de presién parcial de vapor de agua existente a ambos lados de la
pelicula proporciona la fuerza impulsora para el flujo de vapor a través de la misma. Este
gradiente corresponde a 1753.55 Pa, expresado como presion parcial de vapor de agua a
20°C. Se registré el cambio en el peso de la celda en una balanza analitica con una
precision de 0.0001g a intervalos regulares de tiempo. A partir de los ensayos se grafico la
ganancia en peso de la celda en funcidon del tiempo. Los datos se regresionaron
linealmente y se calculé la permeabilidad al vapor de agua (g s* m™ Pa') considerando el
espesor de las peliculas y la diferencia de presion parcial de vapor de agua.

Para determinar la solubilidad de las peliculas muestras de 3x3 cm se pesaron vy
colocaron en vasos de precipitado conteniendo 80 ml de agua destilada bajo agitacién
constante durante 1 hora a 20°C. Las piezas remanentes se extrajeron del agua, se
secaron en estufa a 105+1°C hasta alcanzar un peso constante. Los valores informados

corresponden al promedio de tres ensayos.

La capacidad de hinchamiento de las peliculas fue medida por inmersidon de piezas
previamente pesadas en agua destilada durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, las
muestras se extrajeron y se secaron superficialmente para remover el exceso de agua y se
pesaron nuevamente. Las muestras fueron analizadas al menos por triplicado. El

hinchamiento se calculé como:

. : W, =Wy
Hinchamiento (%) = ———x 100 Ec. 2.1
w,

i
donde, wi es el peso inicial de los especimenes antes de estar en contacto con agua y
wf es el peso de las muestras después de 1 hora de contacto con agua.
El angulo de contacto de las muestras se midié utilizando un gonidmetro Rame-Hart

modelo 500 (Rame-Hartinstruments Co., USA) a temperatura ambiente. Las peliculas se
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montaron sobre portaobjetos de vidrio 7.6 cm x 2.5 cm usando una cinta adhesiva bifaz.
Para la determinacion se colocd una gota de agua Mili-Q con una jeringa dispensadora
sobre la superficie de la pelicula y la morfologia se registrdé con una camara digital de alta
definiciéon. La medicion del angulo de contacto se realizd sobre al menos 8 gotas por

pelicula usando un software de analisis de imagenes (DROPimageAdvanced v2.2).

El porcentaje de elongacién y la maxima resistencia a la traccidon de cada muestra se
evaluaron utilizando un texturémetro TA.XT2i-Stable Micro Systems (Inglaterra). Las
sondas de la pelicula se estiraron con un sistema de sujecién por tension A/TG a una
velocidad constante de 0.5 mm s. Se utilizé el software Texture Expert Exceed para

registrar las curvas de fuerza (N) en funcion de la deformacion (mm).

Los valores informados corresponden a la media aritmética de siete determinaciones
individuales. Como sefialan Auras y col. (2004) y Siracusay col. (2012), el area bajo esta

curva, expresada en J, representa la tenacidad del material.

El angulo de contacto se mididé a temperatura ambiente con el goniometro Ramé-Hart
Model 500 (Ramé-Hart Instrument Co., EE.UU.). Se utilizaron gotas de agua de grado
Milli-Q para determinar los angulos de contacto en la superficie de la pelicula, y la forma
de la gota se registré con una cdmara. Los angulos de contacto de 10 gotas se realizaron

mediante un software de andlisis de imagenes (DROPImage Advanced v2.2).

Los espectros ATR-FTIR de las peliculas y de nanocompuestos se adquirieron entre
4000 y 400 cm™ con una resolucion espectral de 4 cm™ y 32 escaneos utilizando un
Nicolet, iS10 Thermo Scientific (Madison, USA) en el modo de reflectancia total atenuada
(accesorio Smart iTX). Para el procesamiento de datos se utilizé el software Omnic 8

(Thermo Scientific, Madison, USA).

Los analisis por DSC de las muestras se llevaron a cabo en un calorimetro diferencial de
barrido (DSC Q100, TA Instruments, EEUU). Para el ensayo, muestras de peliculas (3-5mg)
se colocaron en capsulas de aluminio, las que se cerraron herméticamente. Como
referencia se empled una cdpsula vacia. Los pardmetros vinculados al proceso se
determinaron con el Universal Analysis V1.7F software (TA Instruments). Los ensayos se
realizaron bajo la forma modulada a una velocidad de calentamiento de 10°C min™ en un

intervalo de temperaturas de -50 a 200°C. Luego de que el primer barrido fue
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completado, la muestra se enfri6 hasta alcanzar una temperatura de -50°C.
Posteriormente se registrd una segunda corrida en el rango de temperaturas de -50°

hasta 300°C.

Para hacer los ensayos de TGA se utilizé un equipo TG-DTA (Rigaku, EVO2) (Japdn). El
calentamiento de las muestras en cdpsulas de aluminio se realizé a 10°C min' desde

temperatura ambiente hasta 700°C bajo atmdsfera de aire (caudal 30 ml min?).

Los analisis dindmico-mecdanicos se llevaron a cabo en un equipo DMA Q800 (TA
Instruments, New Castle, EEUU) usando pinzas de tensién. Las peliculas se cortaron con
una geometria rectangular (30 mm de largo, 6 mm de ancho). La temperatura varid entre
20 y 200°C a una velocidad de calentamiento de 5°C min. Las curvas del médulo de
almacenamientro (E’), el médulo de pérdida (E”) y la Tan & (E”/E") en funcion de la
temperatura fueron registradas y analizadas utilizando el software Universal Analisis

2000.

Para evaluar las propiedades de barrera al UV, opacidad y transparencia, muestras de
peliculas rectangulares fueron colocadas sobre placas de cultivo y para las medidas de
absorbancia entre 200 y 700 nm se utilizd el lector de placas UV-VIS (Biotek, modelo
Synergy HT). Los valores informados fueron la media aritmética de tres determinaciones.

El drea bajo de la curva registrada, definida como la opacidad de la pelicula, fue
determinada por integracion entre 400 y 700 nm (Villaruel y col., 2015). La opacidad fue
informada en unidades de absorbancia por nanémetro. Asimismo, la transparencia de las
peliculas fue calculada por el método descripto por Zhang y Han (2006) usando la relacion
entre la absorbancia a 600 nm y el espesor de las peliculas. Los resultados informados se
expresaron como Asoo mm™. Las muestras fueron analizadas por triplicado. La barrera UV
se determiné como el drea bajo la curva registrada entre 200 y 400 nm.

Por otra parte, el color de las peliculas se midié mediante un colorimetro Minolta CR
400 Series (Osaka, Japon) calibrado con un estandar (Y=93.2; x=0.3133; y =0.3192). Se
utilizé la escala CIELab midiendo la luminosidad (L) y las coordenadas cromdticas a*(rojo-

verde) y b*(amarillo-azul).
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

Andlisis de las NpAg por espectroscopia UV-Visible

Diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata se sintetizaron usando una
solucién de quitosano al 1% (p/p) como agente reductor. La nomenclatura y la
concentracidén % de nanoparticulas de plata (p/pa) y (p/v) se enumeran en la Tabla 2.1. La
sintesis controlada de nanoparticulas se basé en el enfoque de reduccion usando un

tratamiento térmico (Figura 2.4).

L
P . = T
Ay —lp- nj_i._._ = o —— — p—
e b -
L= 3
o
1. REDUCCIGN 2. COALESCENCIA 3. ESTADO 4, COALESCENCIA 5. NANOPARTICULAS

METASTABLE FINALES

[ weemw

Figura 2.4. llustracion esquematica del mecanismo de formacidon de nanoparticulas de

plata mostrando las etapas en funcién del tiempo. Adaptado de Polte y col. (2012).

La formacidon de NpAg a partir de AgNO3 fue confirmada por anélisis espectral UV-
Visible. Las nanoparticulas de plata tienen electrones libres, que dan lugar a las bandas de
absorcion de resonancia del plasmon superficial (SPR) (Noginov y col., 2007). La Figura 2.3
muestra el espectro UV-Vis de la suspensién coloidal de nanoparticulas de plata en la
solucién de quitosano. El progreso de la reaccién fue monitoreado por espectroscopia
UV-visible (Figura 2.5). El pico de resonancia del plasmén superficial se observé a 430 nm

acompanado por el cambio de color de la suspensidon de amarillo a marrén amarillento.
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De acuerdo a Rezazadeh y col. (2020) y Gahlawat y Choudhury (2019) la ausencia de
picos en la regidon 470-700 nm indicé la falta de aglomeracidn de las NpAg y por ende la

estabilidad de la suspensidn.

La capacidad del quitosano para estabilizar las NpAg en el tiempo se evalud durante
tres meses en la oscuridad. Los espectros de los NpAg se mantuvieron completamente
estables durante el almacenamiento, lo que indicé que no hubo cambios en la cantidad
de nanoparticulas de plata ni agregacion (Gopinath y col, 2015). Los resultados sugirieron
gue el quitosano podria ser utilizado como agente estabilizante para las nanoparticulas de
plata. En este contexto, Kalaivani y col. (2018) reportaron que el quitosano protege las
particulas de la aglomeracién ya que los atomos de nitrégeno del grupo amino
responsables de la absorcion de Np por el mecanismo de quelacién mantienen el doblete

de electrones libres.

Absorbancia (u.a.)

350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 2.5. Espectro de absorcién UV-Vis de nanoparticulas de plata en una solucion de
guitosano en funcién del tiempo de calentamiento a 90°C.
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Analisis por microscopia TEM y SEM

El tamano de las NpAg se analizd mediante el programa Image J sobre micrografias
obtenidas por microscopia TEM (Figura 2.6). En la Figura 2.6a se observa la presencia de
nanoparticulas en la suspension de quitosano y en la Figura 2.6b las NpAg después de un
proceso de separacidon por filtracion. La distribucion del tamafio de las particulas

mostrada en el histograma (Figura 2.6c) exhibid valores en el rango 2-20 nm con un

tamafio medio de 13 nm, soportando los resultados obtenidos por UV-Vis (Figura 2.3).

i5

Frecuencia

265 5.65 3.65 1165 14.65 17.65 2065

Diametrode Np

Figura 2.6. Micrografias obtenidas por TEM de nanoparticulas de plata inmersas en una
suspension de quitosano (a) y aisladas y resuspendidas en agua destilada (b). Histograma
mostrando la distribucién de tamafio de las NpAg (c).
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De acuerdo a Xia y Halas (2005) las formas de las NpAg que se pueden obtener son las
mostradas en la Figura 2.7. El SEM fue empleado para visualizar las formas de las NpAg
(Figura 2.8). La imagen electrdénica EDS y su correspondiente mapa de distribucion del
elemento Ag se muestran en la Figura 2.8a y b. Las micrografias obtenidas por SEM de las
NpAg en la matriz de quitosano y después de un proceso de filtracién se pueden ver en la
Figura 2.8 c y d, donde se puede visualizar la forma cubica de la mayoria de las particulas
(Figura 2.8). Las nanoparticulas metdlicas de Ag mostraron el pico de absorcion tipico
aproximadamente a 3 keV y algunas sefiales débiles en el espectro se debieron a los

atomos de moléculas unidas a la superficie de las nanoparticulas (Figura 2.8e).

X =

Esfera Tetrahedro Cubo Octahedro Tetrahedro Cubo Octahedro
truncado truncado truncado

ik

Casi esfera lcosahedro Decahedro Varilla Alambre Plato Disco
triangular

Figura 2.7. llustracion esquematica de formas de nanoestructuras de plata. Las formas en
la fila superior son cristales individuales y en la segunda fila son particulas agrupadas.
Adaptado de Xia y Halas (2005).
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Figura 2.8. (a) Imagen electrénica EDS de
nanoparticulas de plata, (b) mapa del
anadlisis elemental de la superficie por EDS
mostrando la distribucion de NpAg, (c)
micrografias obtenidas por SEM de Ia
suspension de NpAg en la matriz de
quitosano, (d) suspensién filtrada de NpAg,
(e) espectro EDS exhibiendo los picos de Ag
correspondiente al drea marcada en (b).

Lot
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Patrén de difraccion de RX

Los resultados obtenidos por DRX confirmaron la formacién de NpAg con los picos
distintivos ubicados a valores 26 38.2°, 44.4°, 64.6°, 77.5° y 81.7° correspondientes a los
planos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente (Figura 2.9) (Arjunan y col.,
2016; Basavegowda y Lee, 2013).

El pico intenso a 38° indicd un alto grado de cristalinidad (Sangsuk 2010; Suriati y col.,
2014). Picos caracteristicos similares fueron reportados por otros investigadores (Suriati y
col., 2014). Sin embargo, también se puede observar que los picos son relativamente
anchos, indicando que el material estd compuesto de cristalitos de plata muy pequefios

(Suriati y col., 2014).

500
=
—
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44.4° (200)
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77.5° (311)
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64.6° (220)
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Figura 2.9. Patrén de difraccion de RX de nanoparticulas de plata obtenidas in situ
usando una solucién de quitosano 1% como agente reductor.

Los datos fueron confirmados utilizando datos estandar de difraccién de polvo de la
Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS no. 04-0783). Los picos de Ag

correspondieron a una simetria cubica centrada en las caras (fcc) (Sohn y col., 2010).
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Tabla 2.2. Angulo de difraccién 20 y espaciado interplanar tedrico y experimental de
nanoparticulas de plata para los indices de Miller (h k I)

hkl dh (A) 26h4 (°) dexp (A) 20 (°)  Tamaiio del cristalito (nm)
111 2.359 38.10 2.359 38.314 4.65
200 2.046 44.28 2.043 44,27 4.74
220 1.444 64.42 1.444 64.51 5.19
311 1.232 77.37 1.233 77.37 7.44

La estructura del cristal de plata es cubica centrada en las caras, con una celda unidad
a=4.086 A. La determinacidn de la posicion 20 de los cuatro primeros picos en el patron

de difraccién y el espaciado interplanar dn de cada pico (Tabla 2.2) se calcularon como:

1 (h® +k*+1?)

2 2
d“hi a

(h* +k% +1%)

dhkl =5
\ az Ec. 2.2

El valor de 20« se calculd a partir del espaciado interplanar entre atomos usando la ley

de Bragg:

—> Sin, = &
hkl =5, Ec. 2.3
2dpy

El tamafio del cristalito se calculé con el programa X'Pert HighScore Plus. Se determind
el background y se estimaron los parametros de pico como intensidad, ancho, posicion y
forma y se empled la ecuacién de Debye-Scherrer (Kaviyarasu y col., 2015; Lamarra y col.,

2017).
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KA
D=
B cosH

Ec.2.4

donde,
D es el tamafio cristalino, A es la longitud de onda del incidente de rayos X (A=0.1540nm),
K es la constante de Scherrer (0.90), B es el ancho completo a la mitad de la intensidad

maxima en radianes, 6 es el angulo de difraccion de Bragg en grados.
Tamario por DLS

El tamafio de las NpAg también se determind a través de DLS. La distribucién estuvo
centrada alrededor de 197 nm como se muestra en la Figura 2.10. Este valor fue mayor al
determinado por medio de TEM y SEM como se puede observar en las Figuras 2.6 y 2.8.
Este resultado se podria explicar debido a la presencia de quitosano como se muestra en

la Figura 2.6c obtenida por microscopia SEM.
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Figura 2.10. Perfil de distribuciéon de tamafio de las nanoparticulas de Ag mostrando Ia
frecuencia % y la frecuencia acumulada.
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Espectro de fluorescencia de la suspension de NpAg en quitosano

La Figura 2.11 muestra el espectro de fluorescencia de emisidn de las nanoparticulas
de plata cuando la excitacidn se produjo a una longitud de onda de 350 nm. Resultados

similares fueron informados por Liu y col. (2007).
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Figura 2.11. Espectro de fluorescencia de nanoparticulas de plata obtenidas in situ usando
una solucién de quitosano 1% como agente reductor.

2.4.2 Analisis de los nanocompuestos QAg
Propiedades de resistencia al agua

Las matrices nanocompuestas presentaron un espesor entre 52.5 y 56.3 um. El espesor
se controlé manteniendo la constancia entre el cociente masa seca y la superficie de la

placa de moldeo.

En la Tabla 2.3 se muestran las propiedades relacionadas con la resistencia al agua de
las matrices nanocompuestas en comparacidon con la pelicula de quitosano. Para la
determinacién del porcentaje de solubilidad los ensayos se llevaron a cabo bajo agitacion
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controlada en agua de calidad milli-Q. La pelicula de Q control mostré un elevado
porcentaje de solubilidad (52.2%). Las NpAg estimularon la formacion de enlaces entre los
grupos funcionales de las cadenas de Q, lo que condujo a una disminucién en la
disponibilidad de grupos hidroxilo y amino, limitando las interacciones entre el Q y el
agua por enlaces de hidrégeno. La ocupacion de porciones hidrofilicas de la molécula de
Q por interacciones con las NpAg y al aumento del entrecruzamiento de la matriz con la
formacion e incorporacidon de las nanoparticulas pudo causar un acceso limitado de las
moléculas de agua a las cadenas de caracter hidrofilico de Q (Thomas y col., 2009). Sin
embargo, entre las matrices nanocompuestas no se observaron diferencias significativas
(p>0.05). Ademads se evidencié un hinchamiento de la matriz, pero manteniendo las
caracteristicas estructurales del material. Las matrices QAgi, QAg;, QAgs y QAga
presentaron bajas solubilidades en comparaciéon con la solubilidad del Q control,
presentando una disminucion del 97.3% en promedio (p<0.05). Por lo tanto, la solubilidad
de la matriz se podria adaptar controlando la concentracidén de las NpAg, permitiendo una

amplia gama de posibles aplicaciones.

Tabla 2.3. Propiedades relacionadas con la resistencia al agua de matrices
nanocompuestas a base de quitosano funcionalizadas con NpAg

Matriz Humedad Solubilidad Hinchamiento
(%) (%) (%)

Q 18.1 (1.3)° 52.2 (3.1)° 370 (23)¢
QAg: 20.6 (1.5)° 2.7 (1.5)° 192 (9)°
QAg: 20.8 (1.3)° 1.5 (0.1)° 171 (17)°
QAg: 20.5 (0.2)° 1.2 (0.9)° 324 (12)°
QAg: 20.2 (1.4)° 0.3 (0.4)° 260 (27)°

2 Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

De acuerdo a Thomas y col. (2009), la menor absorcion de agua de la pelicula de

nanoplata puede atribuirse al hecho de que la unién de nanoparticulas de plata con los
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atomos de O ricos en electrones y &tomos de N de las aminas presentes en las cadenas de

guitosano produce enlaces cruzados adicionales dentro de la matriz.

WVPx10" (gs* cm™ Pa™?)

Q QAg1 QAg2 QAg3 QAg4

Figura 2.12. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de los nanocompuestos a base de
quitosano funcionalizadas con NpAg.

Nuevamente, el fendmeno de reticulacion permitiria explicar la disminucién de la
afinidad de los nanocompuestos hacia el agua, lo que es beneficioso cuando se pretende
conservar la integridad del producto y la resistencia a la misma. Moller y col.(2004)
informaron la reticulacion de peliculas basadas en Q-hidroxi-propil-metilcelulosa

utilizando acido citrico como agente entrecruzante.

El contenido de humedad no mostré diferencias significativas (p>0.05) con la
incorporacion de las NpAg a la matriz de quitosano a pesar del entrecruzamiento de la

matriz biopolimérica (Park y Zhao, 2004).

La Figura 2.12 muestra la variacion de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las
matrices Q con agregado de NpAg y de la pelicula control. La pelicula Q presenté valores

similares a los informados por Rivero y col. (2009). La presencia de nanoparticulas ejercié
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un efecto significativo sobre las propiedades de WVP solo en el caso de la concentracion

mas baja, QAg1 (p<0.05). Resultados similares fueron informados por Ortega y col. (2017).

Con respecto a los resultados de WVP obtenidos para las otras formulaciones, se pudo
observar que no presentaron diferencias significativas con respecto al control (p>0.05).
Esto se debid posiblemente a que, con el aumento de la concentracién de nanoparticulas,
durante el secado, se generd la aglomeracidon en zonas puntuales de la matriz y este
fendmeno posibilitd la movilidad de las moléculas de agua en forma mas directa (menor
tortuosidad). Segun lo reportado por Salari y col. (2018) la incorporacion de NpAg reforzo
significativamente la matriz de Q y mejoré las propiedades de resistencia al agua como
solubilidad e hinchamiento, ademas de la WVP de las peliculas con la menor proporcién
de NpAg. De acuerdo a Thomas y col. (2009), la menor absorcidén de agua de las peliculas
nanocompuestas podria atribuirse al hecho de que la unién de nanoparticulas de plata
con los dtomos de O ricos en electrones y atomos de N de las aminas presentes en las
cadenas de quitosano produce enlaces cruzados adicionales dentro de la matriz de la

pelicula.

Para determinar la hidrofobicidad de las matrices de nanocompuestas funcionalizadas
con NpAg se midio el dngulo de contacto del agua en la superficie de la pelicula (Tabla
2.4). La pelicula Q control presentd una mayor hidrofilia en comparacion con las matrices
nanocompuestas, con un angulo de contacto de 72.8° debido a los grupos hidroxilo del
quitosano. Como se puede observar en la Tabla 2.4, después de la incorporacion de las
NpAg a la matriz de Q, el dngulo de contacto aumenté significativamente (p <0.05). Esto
podria ser atribuido a la hidrofobicidad de las NpAg que llevaron a un aumento de la
propiedades hidrofébicas superficiales de las matrices QAg (QAgi1, QAg2, QAgs y QAg4)
(Kanmani y Rhim, 2014a). Por otro lado Salari y col. (2018) compararon el angulo de
contacto entre matrices de Q con diferentes concentraciones de NpAg y nanoparticulas
de celulosa (NCC), atribuyendo el fenémeno a la reduccién de los grupos hidrofilicos
libres y al aumento de la cohesion en la superficie como resultado de la interaccidn de las

cadenas de Q con las nanoparticulas (Ojagh y col., 2010; Salari y col., 2018).
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Tabla 2.4 Angulo de contacto de las matrices compuestas de quitosano con agregado
distintas proporciones de nanoparticulas de plata (NpAg)

Aaannahn

72.8°(1.3)° 76.4°(4.5)° 80.4°(4.8)° 93.5° (2.6)¢ 94.2°(1.4)¢

Q QAg: QAg: QAg: QAg.

2 Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Propiedades épticas

Las propiedades de color se midieron en el espacio CIELab. A partir de la apariencia visual
de las peliculas (Figura 2.13) se observé que la adicion de las NpAg dio lugar a cambios de
color hacia un tono rojizo mostrando un incremento significativo en los pardametros a* y

b*y una disminucién en L” (p<0.05) (Figura 2.14 y Tabla 2.5).

Figura 2.13. Apariencia visual de las matrices nanocompuestas formuladas con quitosano
y nanoparticulas de plata con distintas concentraciones (ver Tabla 2.1).

Las diferencias de color (AE) de las peliculas se calcularon a partir de la siguiente

ecuacion

AE = [(AL')? +(Aa")? +(Ab")? Ec. 2.5

donde,
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*

AL =L —I,
Ad =d" —a;
Ab" =b" —h,

Siendo,

* * * , ,
Ly, ay, by son los valores de los pardmetros de color del estandar y L", a’, b" los

correspondientes a las peliculas.

Asimismo, el indice de pardeamiento (IP), que representa la pureza del color marrén,

se calculé empleando las ecuaciones:

~100(x —0.031)
0.172

P

Ec. 2.6

a +1.7510

X: * * * EC- 2-7
5645L +a —-3.012b

Los valores de AE resultaron mayores que 2.0 en todos los casos, siendo este valor
utilizado como umbral de diferencia de color perceptible para el ojo de los consumidores
(Arrieta y col., 2017) (Figura 2.14 y Tabla 2.5). Los materiales basados en QAg mostraron
diferencias de color totales significativas con respecto a Q (p < 0.05) pero practicamente
constantes entre los nanocompuestos independientemente de la concentracién de NpAg
(p>0.05). Una tendencia similar fue informada por Lamarra y col. (2017) trabajando con

matrices de quitosano con incorporacion de nanoparticulas cargadas con acido galico.

Los valores de indice de pardeamiento también fueron significativamente diferentes

entre QAg y las peliculas Q (p<0.05) (Tabla 2.5).

103



Capitulo 2 Nanocompuestos a base de quitosano y nanoparticulas de plata

Tabla 2.5. Pardmetros de color a*, b, diferencia de color AE" e indice de pardeamiento IP
de las matrices nanocompuestas formuladas a base de quitosano

Muestras a’ b* P

Q -1.36 (0.1)° 11.9 (0.2) 12.3 (0.4)?
QAg: 22.5(0.9)° 24.4 (2.6)° 111.0 (10.0)°
QAg: 28.1(2.6)"¢ 24.0 (2.7)° 121.7 (9.8)°¢
QAgs 26.1 (1.8)P¢ 23.9 (1.4)° 148.6 (12.4)°
QAg. 30.2 (1.5)° 25.1(2.3)° 282.2 (11.8)¢

*Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras.
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Figura 2.14. Parametro de luminosidad L™ y diferencia de color AE* de las matrices

nanocompuestas QAgx respecto a la pelicula control Q (L": color verde; AE™: color violeta).
AE"= (AL"2+Aa"2+Ab"2)Y2

La opacidad y la capacidad de barrera a la radiacidon UV se determinaron a partir de los
espectros de absorbancia obtenidos en un espectrofotémetro. La adicién de NpAg redujo
la transmisién de la luz en la regidn visible del espectro entre 400 y 700 nm mostrando un
aumento en los valores de opacidad (p<0.05), como se puede ver en la Tabla 2.6. A partir
de los resultados obtenidos en la regién 200-400 nm, pudo inferirse que la presencia de

NpAg aumenté la capacidad de barrera al UV de las peliculas a base de quitosano.

104



Capitulo 2 Nanocompuestos a base de quitosano y nanoparticulas de plata

Similares valores fueron informados por Ortega y col. (2021) trabajando con peliculas de

almiddn con inclusion de nanoparticulas de plata.

La transparencia también disminuyd, lo que se tradujo en un incremento en los valores

de Absgooxmm™ (Tabla 2.6 y Figura 2.15).

Tabla 2.6. Propiedades o6pticas de las matrices nanocompuestas formuladas a base de
quitosano

Muestras Transparencia Opacidad Barrera UV
Absgooxmm’? (AUxnm™) (AUXx nm™)
Q 1.37 (0.11)® 20.9(0.1)a 77.2 (2.7)?
QAg: 4.64 (0.22)° 176.2 (5.5)>¢ 430 (12)°
QAg: 4.31(0.15)° 165.3 (10.0)° 425 (11)°
QAg: 7.39 (0.56)° 170.8 (13.4)"¢ 444 (23)°
QAgs 8.54 (0.37)¢ 211.2 (20.2)° 467 (21)°

*Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras.

Figura 2.15. Fotografias mostrando la legibilidad decreciente de un texto ubicado detras
de peliculas de quitosano y de las matrices nanocompuestas formuladas con quitosano y
nanoparticulas de plata con concentraciones crecientes.
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Propiedades mecdnicas

El esfuerzo a la ruptura de la matriz nanocompuesta QAgi con la menor concentracién
de NpAg no presentd diferencias significativas (p>0.05) con respecto a la pelicula Q. Sin
embargo, cuando la concentracién de nanoparticulas aumento el esfuerzo se incrementé
y las diferencias se tornaron significativas (p<0.05) en relacién al valor de Q pero no entre
las matrices (p>0.05).

Con respecto a la elongacién %, solo la matriz nanocompuesta QAg: presentd

diferencias significativas (p<0.05) con una elongacién promedio de 15.9% (Tabla 2.7).
Este comportamiento se podria atribuir a la menor cantidad de nanoparticulas que
establecié interacciones entre las cadenas del biopolimero permitiendo una mayor
elongacion de la matriz. Cuando la concentracion se incrementé el efecto entrecruzante
llevé a la formacion de una matriz mas fuerte y rigida como puede verse en los perfiles
mostrados en la Figura 2.16.

En general, las nanoparticulas de plata formadas in situ en la matriz Q actuaron como
refuerzo aumentando la resistencia de las peliculas y disminuyendo la elongacion de las

mismas.

Tabla 2.7. Valores de esfuerzo (MPa) y elongacién % para las matrices nanocompuestas a
base de quitosano funcionalizadas con NpAg

Formulacién Esfuerzo (MPa) Elongacion %
Q 51.7 (7.0)° 8.2 (1.1)
QAg: 60.3 (5.4)*° 15.9(1.3)°
QAg: 75.8 (8.5)° 6.1(0.7)
QAg: 82.2 (4.5)° 6.5 (1.5)
QAgs 78.6 (5.1)° 10.1 (2.2)?

2 Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 2.16. Perfiles mecanicos de peliculas de quitosano y nanocompuestos QAgx con

x=1,2,4

La mejora de las propiedades fisicas y mecanicas de las peliculas de nanocompuestos a
base de Q se debid principalmente al efecto de relleno de las nanoparticulas y las fuertes

interacciones entre los componentes de QAg.

Andlisis térmico

Los termogramas de DSC del quitosano y de los nhanocompuestos exhibieron un pico
endotérmico relacionado con la pérdida de agua (Figura 2.17a). La presencia de
nanoparticulas no cambié significativamente la posicién de la temperatura de pico
(p>0.05). Asimismo, se analizaron las curvas de calor reversible obtenidas por MDSC y se
determinaron las temperaturas de transicién vitrea (Tg) como puede observarse en la
Figura 2.17b. La segunda Tg de los nanocompuestos se visualizd en todos los casos a
temperaturas por encima de los 150°C. La posicidn de la primera Tg en algunos casos no

resulté visible pero fue cercana a 80°C para QAg:1 y a 100°C para QAgs (Tabla 2.8).
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Figura 2.17. Termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido. (a) Curvas de
flujo de calor de nanocompuestos QAg mostrando la temperatura de pico (Tp), (b) cambio
en la linea de base de la sefial de flujo de calor reversible indica la temperatura de
transicion vitrea (Tg) obtenida por DSC modulado.
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Tabla 2.8. Andlisis térmico de las peliculas Q y los nanocompuestos con distintas
concentraciones de NpAg realizado a partir de las curvas de flujo de calor obtenidas por
DSCy MDSC

Formulacién T. (°C) AH, (Jg1) Tq1 (°C) T2 (°C)
Q 122.4 (3.6) 288.3 (6.6) 91.4 (1.8) -
QAg: 203.5 (2.5) 159.0 (4.7) 77.5(3.1) 147.7 (2.2)
QAg: 194.3 (3.7) 153.7 (6.2) - 141.2 (3.9)
QAg: 197.4 (2.0) 151.6 (5.5) 100.9 (2.5) 145.8 (2.8)
QAga 205.3 (3.9) 166.8 (8.8) - 148.1 (3.7)

2 Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Estos valores de Tg pudieron ser corroborados por la técnica de DMA (Figura 2.18). El
evento observado en las curvas de Tan & de las peliculas de Q corresponde a la relajacidon
a, asociada a la temperatura de transicion vitrea dinamica (Tg). Esta relajacion refleja la
movilidad de los segmentos de las cadenas largas en los dominios amorfos del polimero

(Lazaridou y Biliaderis, 2002).

La Tg de las peliculas formuladas solo con Q se localizé a una temperatura de 91°C,
valor similar al hallado mediante MDSC (91.4°C). Los nanocompuestos tuvieron un
caracter menos hidrofilico En la Figura 2.18 la Tg de la pelicula Q se observé a 91°C.
Mientras tanto, los nanocompuestos exhibieron dos Tgs correspondientes a la fase rica en
quitosano a 100° y 89°C, y a la fase rica en nanoparticulas a 182° y 215°C, para QAg> y
QAgs, respectivamente. Sorprendentemente, la Ty correspondiente al nanocompuesto
con mayor contenido de NpAg experimentd un corrimiento a menor temperatura. Segun
Rana y col. (2010) este resultado podria atribuirse al afecto hidrofilico sinérgico del

qguitosano y la Ag donde el agua adsorbida funciona como plastificante.

El analisis térmico de los sistemas nanocompuestos por TGA mostré que durante la
etapa de calentamiento, el quitosano exhibié una pérdida de peso en tres pasos. A partir
de las curvas de TGA (Figura 2.19), se confirmd que tanto el quitosano como los
nanocompuestos poseen grupos polares y por lo tanto el agua puede ser facilmente

absorbida en los sistemas por puentes de hidrégeno. La primera pérdida se produjo en el
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rango de temperaturas 25-180°C correspondiente a la evaporacion de la humedad. La
segunda pérdida de 180-400°C fue causada por la descomposicion del hidrocarburo. La
pérdida en el rango 400-620°C se atribuyd a la descomposicion del quitosano residual. Los
nanocompuestos exhibieron un comportamiento similar. Sin embargo, los termogramas
de los nanocompuestos tuvieron menor pérdida de peso a 620°C (Figura 2.19). La
descomposiciéon ocurri6 a menor temperatura porque la plata actuaria como un

catalizador para la reaccién a la descomposicidon (Nootsuwan y col., 2018).

Al final del proceso, los nanocompuestos de plata demostraron una mayor estabilidad
que las peliculas de quitosano ya que a 600°C, 4 y 8.8% de material no sufrid degradacién.
Eso significa que las matrices contenian 4-8.8% de NpAg (Tabla 2.9). Resultados similares

fueron informados por Rana vy col. (2010) y Vimala y col. (2010).

- QAg2
— Q
- QAg4

91°C
215°C

Tan

50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 2.18. Andlisis dindmico mecdnico (DMA) de peliculas de quitosano vy
nanocompuestos QAg; y QAgs formulados con Q y NpAg.

Asimismo, los picos de la curva DTA indicaron las temperaturas de la velocidad mdaxima
de las tres etapas degradacion. La primera temperatura indicé la pérdida de agua, la
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segunda llamada temperatura de combustion pasé de 286° en Q a 232°C en QAg vy la
tercera temperatura de degradacién denominada temperatura de carbonizacién de 582°
en Q a 514° en QAg, y 465°C en QAgs. Cabe sefialar que en la tercera etapa los picos
tuvieron mayor intensidad, lo que de acuerdo a Rana y col. (2010) indicaria una mayor

estabilidad térmica de la matriz.

Tabla 2.9. Pérdidas de peso de la pelicula Q y los nanocompuestos QAg obtenidas por

TGA para las diferentes etapas

| etapa Il etapa Il etapa
Peso
Tfinal Pérdida masa Ttinal Pérdida masa Ttinal Pérdida masa
residual (%)
(°c) (%) (°c) (%) (°c) (%)
Q 180 15.19 400 39.95 620 43.64 1.22
QAg: 180 17.19 400 40.36 620 38.44 4.01
QAgs 180 12.96 400 41.81 620 36.37 8.86

250
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Figura 2.19. Termogramas obtenidos por TGA de muestras de Q y nanocompuestos
formulados a base de Q funcionalizados con NpAg.

111



Capitulo 2 Nanocompuestos a base de quitosano y nanoparticulas de plata

Andlisis microestructural por SEM

Las micrografias del corte transversal de la pelicula de quitosano revelaron la
distribuciéon uniforme de las nanoparticulas de plata (Figura 2.20). El polimero natural
guitosano nuclea y estabiliza las NpAg formadas vy, por lo tanto, evita su agregacion. La
razon es la propiedad quelante de la cadena de quitosano con sus grupos NH2 que fija las

NpAg (Thomas y col., 2009).

El analisis de la composicién elemental del nanocompuesto por EDS indicé claramente

la presencia de Ag (Figura 2.20c y d). Ademas, se detectaron los elementos C, O y Au

debido al recubrimiento.

e d
EDRX ZAF (mantificatios (Standardlassy
Elamarnt Hormalirad

Figura 2.20. Micrografias obtenidas por SEM de nanocompuestos a base de quitosano
funcionalizados con nanoparticulas de Ag (a) corte transversal, (b) superficie. Los mapas de Ag
fueron obtenidos mediante una microsonda de analisis elemental (c) y (d).
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DRX de las matrices nanocompuestas

Como se puede ver en la Figura 2.21, la matriz de quitosano exhibié picos localizados
en 20 7.8°, 10.9°, 17.7° y 22.4°, caracteristicos de este polimero. La inclusién de
nanoparticulas de plata produjo un ensanchamiento del pico de reflexidon ubicado a 22.4°
y la desaparicion de los picos a menores valores de 20. Asimismo, se pudieron visualizar
los picos caracteristicos de las NpAg descriptos en la Seccion 2.4.1 Caracterizacion de las
nanoparticulas localizados a 38.1°, 44.3°, 64.4°y 77.4°.

El grado de cristalinidad se calculé del difractograma como la relacidon entre el area
cristalina y el area total de los picos (Singh y col., 2014).

La deconvolucion del difractograma de rayos X en el rango 4-40°puso de manifiesto la
existencia de 2 picos, uno cercano a 19° y otro a 24° (Figura 2.20), con una clara

disminucién del grado de cristalinidad (Tabla 2.9).

Intensidad (u.a.)
.

10 20 30 40 50 60 70 80

26 (°)

Figura 2.21. Patrones de difraccién obtenidos por DRX de peliculas de quitosano (Q) y
nanocompuestos a base de Q funcionalizados con nanoparticulas de plata (QAg).
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Tabla 2.10. Tamafio del cristalito (nm) obtenido de la ecuacidon de Debye-Scherrer y grado
de cristalinidad (%) de los nanocompuestos QAg, con diferentes relaciones Q:NpAg

Formulacion Posicic’;;ed)el pico FWHM c'rl;ztn;ﬁtf’\:((ri‘:) Grado de(t;i)stalinidad
Q 22.6 1.889 8.9 38.5°¢
QAg: 20.9 1.259 6.7 40.3¢
QAg: 19.6 1.889 4.5 28.8°
QAgs 19.7 1.889 4.4 26.6°
QAg: 18.9 1.574 5.3 20.2°

FWHM: ancho total a mitad de altura. El error tipico es +2%.

Asimismo, el tamafio del cristalito se calculd con el programa X'Pert HighScore Plus
segun el procedimiento descripto en la Seccion 2.4.1 Caracterizacion de las
nanoparticulas- Patron de difraccion de RX (Tabla 2.10). El tamafio no fue
significativamente diferente para los nanocompuestos con concentraciones de NpAg

superiores a la matriz QAg:.
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Figura 2.22. Deconvolucion del patrén de difraccidn de rayos X mostrando las curvas de ajuste
para peliculas de quitosano (a) y nanocompuestos con diferente relacion Q:NpAg: (b) QAg;,
(c) QAg,, (d) QAgs y (e) QAgs. Se muestran la curva envolvente total (linea gris de punto y

raya) y los componentes gaussianos individuales (lineas completas de color).
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Anadlisis ATR-FTIR

En la Figura 2.23 se muestran los espectros ATR-FTIR de la pelicula de quitosano

individual y matrices cargadas con nanoparticulas de plata.

El espectro de la pelicula de quitosano mostré una banda ancha entre 3500 y 3000
cm correspondiente a vibraciones del estiramiento del grupo -OH, superpuestas a la
banda N-H, indicando la formacién de enlaces intermoleculares. Las bandas a 2921 y 2878
cm! se asociaron a las vibraciones de estiramiento al grupo C-H asimétrico y simétrico,
respectivamente (Islam y Yasin, 2012; Pereira dos Santos y col.,, 2019). Adema3s, el
espectro mostré bandas de absorcidn caracteristicas a 1632 cm™ asociado a laamidaly a
la deformacién asimétrica de NH3* y a 1540 cm™ relacionada con el grupo amida Il, a la
vibracion de flexion de N-H y a la deformacion simétrica del NHs*. A partir de estos
resultados, se pudo observar que el quitosano no estaba totalmente desacetilado vy, por
esta razon, la presencia de grupos acetilados (R-C=0) y desacetilados (-NH) se
encontraron presentes en las peliculas estudiadas (Thomas y col., 2009). La principal
diferencia entre los espectros del quitosano puro y los naocompuestos con NpAg radicé
en el cambio en las intensidades relativas de las bandas infrarrojas situadas a 1632 cm™®y
1540 cm™ (regién marcada en celeste). Un aumento en la intensidad de la ultima banda
sugirié que la plata afectd a los grupos amino del quitosano, ya que estas bandas se
originaron a partir de las vibraciones de deformacién del grupo NH en las aminas
primarias (Bozani¢y col., 2010; Goudarziy col., 2016). La banda a 1450 cm™ se atribuyd a
la flexién del CH y a 1065 cm™ al estiramiento del CO. Ademas, las bandas en el rango
1400-1300 cm™ se atribuyeron a los grupos metileno y metilo, entre 1150 y 1025 cm™ se
relacionaron con el estiramiento del grupo C-O de los enlaces glucosidicos y la banda a
848 cm™ con estructuras de tipo piranosa del quitosano (Costa-Junior y col., 2009;

Mansur y col., 2009).

La presencia de un pico ubicado a 3350 cm™ en la regién 3600-3000 cm™ (N-H vy
estiramiento O-H) en el espectro de Q se transformd en una regidn mas achatada, signo
de una mayor prevalencia del grupo O-H ya que el grupo N-H estuvo involucrado en la
interaccion con la plata (Nate y col., 2018). Los grupos funcionales O-H y N-H tuvieron

fuerte afinidad hacia los iones plata (region marcada en salmén). La diferencia en
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electronegatividad entre los &tomos de O y N juega un papel importante ya que establece
el sitio de deprotonacion que puede favorecer la unidn de electrones libres al metal.

La metodologia PCA de las regiones espectrales 1200-800 cm™ y 3700-2700 cm™

permitio analizar las diferencias entre las muestras con distintas concentraciones de NpAg
(Figura 2.24). Las muestras se separaron en clusters o grupos en los que la variabilidad fue
practicamente explicada por PC1 en mas del 90% mientras PC2 representd entre el 2 y el

7% para la primera y segunda ventana espectral, respectivamente.
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Figura 2.23. Espectros ATR-FTIR de las peliculas Q y de las matrices nanocompuestas QAg>
y QAgs mostrando las regiones (a) 3600-2600 cm™ y (b) 1800-800 cm™.
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Figura 2.24. Grafico biplot de las muestras QAgx con distintas concentraciones de NpAg.
Anélisis PCA de las regiones espectrales (a) 1200-800 cm™y (b) 3700-2700 cm™.
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2.5 CONCLUSIONES

Se implementd una metodologia in situ en un solo paso para la obtencion de
nanoparticulas de plata usando quitosano como agente reductor y estabilizante. La
presencia de plata elemental debida a la reduccion de los iones plata fue probada por
analisis EDS y DRX. Este enfoque se puede utilizar en la produccién a gran escala de

nanocompuestos de quitosano funcionalizados con nanoparticulas de plata.

En las matrices nanocompuestas, la distribucion de NpAg fue homogénea debido a la
capacidad quelante del quitosano que impidid la aglomeracion de las particulas.
Asimismo, los nanocompuestos QAg presentaron buenas propiedades mecdnicas y muy
baja solubilidad, a la vez que el angulo de contacto fue alto, alrededor de 90°, indicando
la formacion de una superficie mas hidrofébica que la de las peliculas de quitosano. Las
interacciones establecidas entre el quitosano y las nanoparticulas explicarian los cambios

evidenciados en la solubilidad de las matrices.
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