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RESUMEN

En este trabajo se reporta la preparacion de nanocompositos a base de
biopoliméricos de Carragenina tipo x con nanoparticulas metdlicas de plata
y oro. La sintesis de las nanoparticulas se llevo a cabo in situ en presencia de
Carragenina x, seguida del secado de la dispersion coloidal por liofilizacion
para la obtencion de los nanocompositos. La morfologia de los nanocompositos
y de las nanoparticulas fue analizada por microscopia electronica de barrido
(MEB) y microscopia electronica de transmision (MET). Las propiedades opticas
se evaluaron mediante espectroscopia de UV-vis mientras que la caracterizacion
estructural se llevo a cabo mediante espectroscopia de infrarrojo. Las propiedades
térmicas se estudiaron mediante calorimetria diferencial de barrido (CDB). Los
resultados muestran nanocompositos con propiedades Opticas similares a las
NP metalicas y con propiedades térmicas mejoradas. Estos nanocompositos
presentan potenciales aplicacion como soporte biodegradable.
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ABSTRACT

The preparation of nanocomposites with biopolymer Carrageenan type k and
metallic nanoparticles of silver and gold is shown in this work. The preparation
of nanocomposites was carried out by the in situ synthesis of metal nanoparticles
in Carrageenan k aqueous solution followed by drying of colloidal solution
through freez-drying. The morphology of nanoparticles and nanocomposites
was characterized by scanning electron microscopy (SEM) and Transmission
electron microscopy (TEM). Optical properties were analyzed by UV-vis
spectroscopy, and the structural characterization with infrared spectroscopy.
Thermal properties were studied with differential scanning calorimetric (DSC).
The results showed nanocomposites with similar optical properties that those
observed in metallic nanoparticles, and with improved thermal properties. These
nanocomposites have a potencial application as biodegradable substrate.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la comunidad cientifica e
industrial ha mostrado un interés en los materiales
biopoliméricos y ha habido un incremento en
trabajos de investigacion enfocados tanto en
métodos de preparacion, caracterizacion y en las
potenciales aplicaciones de biomateriales. Una de las
aplicaciones principales de los biopolimeros es en la
formacion de hidrogeles los cuales son estructuras
tridimensionales formadas de materiales orgdnicos
que pueden contener gran cantidad de agua.

La figura 1 muestra el mecanismo de formacion
de un hidrogel a base de un biopolimero. El polvo
polimérico al entrar en contacto con el agua se
hidrata y se presenta una interaccion de tipo puente
de hidrégeno entre las moléculas. Estas interacciones
pueden ser de corto o largo alcance en funcion de la
concentracion, si la concentracion va desde moléculas
hidratadas individualmente a baja concentracion se
presentan los microgeles como en los espesantes.
Cuando la concentraciéon de las moléculas que
forman interacciones de puente de hidrogeno es alta,
forman estructuras tridimensionales de largo alcance
conocidas como macrogeles (gelificantes).!

Los hidrogeles tienen propiedades interesantes
tales como la hidrofilidad, alta afinidad a materiales
bioldgicos, transparencia, etc.> Dada la estructura
altamente porosa de los hidrogeles se ha estudiado
como soporte en donde se puede atrapar dentro de
la estructura tridimensional diversos materiales
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Fig. 1 Proceso de formacion de un gel.

Ingenierias, Octubre-Diciembre 2012, Vol. XV, No. 57

organicos e inorganicos. Entre las aplicaciones mas
importantes se encuentra la liberacion controlada
de medicamentos en el area médica la cual se logra
aprovechando la respuesta del polimero a cambios
externos.’ La Carragenina es un polisacarido
sulfatado, soluble en agua, extraido de las diferentes
especies de algas marinas rojas. Existen tres clases
de Carragenina, el tipo 1 (Iota) se caracteriza por que
puede formar geles elasticos. El tipo A (Lambda)
tiene una alta solubilidad en agua y no gelifican pero
funcionan como agente espesante. El tipo x (kappa)
es una Carragenina que en presencia de agua forma
geles mecanicamente estables.* La Carragenina x
tiene una estructura primaria basada en una repeticion
de disacaridos de a(1-3)-D-galactosa y p(1-4)-3,6-
anhidro-D-galactosa y contiene un grupo sulfato por
unidad de disacérido en el carbono 2 de la unidad de
1,3 vinculado a la galactosa (figura 2).
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Fig. 2 Estructura de la Carragenina a) tipo x, b) tipo «,
c) tipo x.*

El proceso de gelacion del Carragenina
es termosensible, consiste en la formacion de
dobles conformaciones helicoidales seguida por la
agregacion de las hélices. A altas temperaturas en
solucion se obtiene una conformacion tipo espiral
desordenada con una disminucion en la temperatura,
la estructura espiral se convierte en una estructura
de doble hélice, que posteriormente se agregan para
formar zonas de una union de gel* (figura 3).
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Fig. 3 Esquema del mecanismo de formacién de gel

del Carragenina x en medios acuosos (adaptada de la
referencia *

La Carragenina x es un importante agente
gelificante en la industria de alimentos, asi como
en aplicaciones en la industria farmacéutica y en
el sector de biotecnologia.® Recientemente se ha
reportado el uso de la Carragenina x en el control
de la morfologia de nanoparticulas de 6xidos de
hierro magnéticos, como magnetita (Fe,0,) y
hematita (y-Fe,0,). Esto dio lugar a la obtencion de
materiales con potenciales aplicaciones en procesos
de bioseparacion, termoterapia de cancer y como
agentes de contraste en la resonancia magnética de
imagen (MRI).® Posteriormente se demostré que
la Carragenina x puede actuar como un eficiente
estabilizador para impedir la precipitacion de hierro
¢ hidroxidos hasta valores de pH muy alto. Estos
resultados sirvieron para la investigacion de otro
trabajo en la aplicacion de la sintesis y estabilizacion
de particulas de 6xido de cobalto y niquel.’

Las nanoparticulas (NP) de metales nobles tales
como el oro y la plata, exhiben unas excelentes
propiedades fisicas, quimicas y biologicas que son
intrinsecas a su tamafio nanométrico. El fenomeno de
resonancia de plasmon superficial para las particulas
de oro y plata ocurre dentro de la region visible del
espectro electromagnético y ha generado un gran
interés para un amplio rango de aplicaciones Opticas.

Las nanoparticulas de oro presentan una baja
toxicidad y elevada biocompatibilidad. Destacan
especialmente sus propiedades fototérmicas, generan
calor al ser estimuladas en presencia de luz laser
actuando como nano-calefactores.® Las nanoparticulas
de plata por otro lado, presentan propiedades funcionales
unicas, las cuales conducen a aplicaciones variadas en
las areas de catalisis, sensores Opticos y bactericidas.
Investigaciones recientes en medicina demuestran que
las nanoparticulas de plata son altamente efectivas
como agentes antimicrobiales, y antivirales.’
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En este trabajo se propone el uso de la
Carragenina x para la preparacion de nanocompositos
biopoliméricos con nanoparticulas metalicas. Los
nanocompositos biopoliméricos de Carragenina x
con nanoparticulas metalicas seran caracterizados
por técnicas espectroscopicas y se llevara a cabo la
caracterizacion estructural. Estos materiales tienen
un alto potencial de aplicacion en areas como la
biomedicina y la biotecnologia.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los materiales empleados para la preparacion
de los nanocompdsitos biopoliméricos fueron la
Carragenina tipo x grado comercial, el borohidruro
de sodio (NaBH,) con una pureza de > 98%, el acido
tetracloroaurico (HAuCl,.3H,0), nitrato de plata
(AgNO,), ambos con una pureza de > 99%. Todos los
reactivos fueron provistos por la compafiia Sigma-
Aldrich y se utilizaron tal y como se entregaron.
También se utilizd6 agua deionizada (DI) con una
resistencia de 18 MQ y nitréogeno liquido.

Nanocompésitos biopoliméricos de
Carragenina tipo x con nanoparticulas
metalicas.

En un experimento tipico 70 mg Carragenina x
se disolvieron en 6 ml de agua desionizada. Cuando
la solucién estuvo completamente transparente se
adicionaron 0.5 mL de la solucion precursora de
HAuCl,.3H,0 o0 AgNO, al 8.2 uM. La mezcla se
agitd en un vortex por 5 min y posteriormente se
agrego6 1 mldela solucion de NaBH, de concentracion
51.5uM. Siguiendo el mismo procedimiento se
prepararon varias dispersiones de Carragenina x
una con la solucion precursora de AgNO,, otra
con la solucion precursora de HAuCl,.3H,0 y una
solucion de Carragenina x sin la precipitacion de
nanoparticulas.

Las soluciones se vaciaron en contenedores
y fueron sometidas a enfriamiento en nitrégeno
liquido por 15 minutos para inducir el ordenamiento
de las moléculas del biopolimero y después fueron
liofilizados por 24 horas. Los nanocompdsitos fueron
desmoldados y se llevo a cabo su caracterizacion.
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CARACTERIZACION

La caracterizacion se efectud mediante
espectroscopia de UV-vis utilizando un
espectrofotometro UV-vis marca PerkinElmer
modelo Lamda 35. Las mediciones fueron hechas
en absorcion y el andlisis se llevd a cabo utlizando
una celda de cuarzo para las dispersiones acuosas,
mientras que las muestras secas fueron analizadas
mediante reflectancia difusa utilizando una esfera
de integracion modelo RSA-PE-20.

El analisis por espectroscopia de infrarojo (FTIR)
se realiz6 con un espectrofotometro de infrarrojo
Nicolet 6700 FT-IR. Las muestras fueron analizadas
en modo de transmitancia utilizando pastillas de
KBr. Los espectros fueron adquiridos realizando 32
escaneos a una resolucion de 4 cm'.

La caracterizacion morfoldgica se llevd a
cabo mediante microscopia electronica de barrido
(MEB) en un equipo FEI Nova NanoSEM 200 de
emision de campo. Las muestras fueron observadas
utilizando un detector de bajo vacio a un voltaje de
aceleracion de 5 KV y a una distancia de trabajo
de 5 mm. Las muestras fueron analizadas mediante
microscopia electronica de transmision (MET) con
el equipo FEI modelo TITAN G? 80-300. Una gota
de las dispersiones se depositd sobre una pelicula de
carbon en una rejilla de cobre. Las muestras fueron
analizadas en campo claro a un voltaje de aceleracion
de 300 KV. Los nanocompositos biopoliméricos
fueron analizados mediante calorimetria diferencial
de barrido (CDB) en un equipo Diamond DSC
Perkin Elmer. Los termogramas se obtuvieron en
un intervalo de temperatura de 10 a 300 °C a una
velocidad de calentamiento de 10°C/min, bajo
atmosfera de nitrégeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las dispersiones coloidales obtenidas después de
la precipitacion in situ de nanoparticulas metalicas
de Ag y Au se presentan en la figura 4a recuadro
superior. Se observa que presentan un cambio en
coloracion debido a la presencia de las nanoparticulas.
La dispersion del compésito de Carragenina-Ag
tomo una coloracion amarillo oscuro, mientras que
la dispersion de los compositos de Carragenina-Au
la solucién tomo una coloracion azul obscuro (ver
en version en Internet de Ingenierias).
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Fig. 4. a) Espectro de UV-vis de las soluciones coloidales
de Carragenina x b) Imagenes de MET de la Carragenina k
con nanoparticulas Ag, inserto: Imagen de alta resolucion
de NP Ag y c) imagen de MET de la Carragenina x con
nanoparticulas Au, inserto imagen de alta resolucién de
NP Au .
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Estos cambios en la coloracion estan asociados
a la presencia de particulas metalicas en la escala
nanométrica.'” Las dispersiones fueron analizadas
mediante espectroscopia de UV-vis y la figura 4a
muestra los espectros obtenidos. El espectro de la
solucion de Carragenina x -puro no exhibe absorcion
en laregion visible. Mientras que las dispersiones de
Carragenina x con nanoparticulas de plata presenta
una banda de absorcion la region visible en 405
nm, asociada a la resonancia de plasmoén de las
nanoparticulas de Ag. El espectro obtenido de la
solucion de Carragenina x -Au presenta también una
absorcion en la region visible a 520 nm. La relacion
entre la longitud de onda de absorcion y el tamafio
de las particulas metalicas ha sido ampliamente
estudiada y estos resultados sugieren la presencia
de particulas menores a los 50 nm. Sin embargo la
poca intensidad de esta absorcion hace pensar que
se encuentran en poca concentracion.!!

Las soluciones coloidales de la Carragenina x con
nanoparticulas metalicas fueron analizadas mediante
microscopia electronica de transmision (MET). En
la figura 4b se observa la micrografia obtenida de
las nanoparticulas de plata que presentan un tamafio
alrededor de los 10 nm. La morfologia es cuasi
esférica y se encuentran separadas unas de otras, lo
cual indica la estabilizacion debido al polimero. Las
particulas fueron analizadas a alta resolucion y la
imagen adquirida se muestra en el inserto de la Figura
4b. Se pueden observar lineas de los planos cuya
distancia interplanar es de 0.232 nm y corresponden
al plano (1,1,1) en una estructura cristalina FCC. En
el caso de las dispersiones de la Carragenina x-Au
la micrografia muestra que las nanoparticulas estan
aglomeradas formando una estructura tipo serpiente.
A diferencia de las nanoparticulas de Ag en donde
estan bien dispersas en las nanoparticulas de Au,
la estabilizacidon provista por la Carragenina no
es tan eficiente. Sin embargo es posible encontrar
nanoparticulas aisladas alrededor de los 10 nm (figura
4c). El inserto de la figura 4c muestra una imagen
de alta resolucion de las nanoparticulas de Au. Se
puede observar lineas de los planos cuya distancia
interplanar es de 0.245 nm asociada al plano (1,1,1)
en una estructura cristalina FCC.

Las dispersiones de Carragenina x , Carragenina
k-Ag y Carragenina x-Au fueron congeladas en
nitrogeno liquido y posteriormente secadas mediante
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liofilizacion. La Carragenina x muestra un color
blanco opaco. La Carragenina ¥ con nanoparticulas
presentaron cambios en la coloracion, aquel que
contenia nanoparticulas de Ag tomo una coloracion
amarrillo oscuro y el que contenia nanoparticulas
de Au adquirié un color gris brillante (figura 5Sa,
5c y 5e). La morfologia de los nanocompositos
fue analizada mediante microscopia electronica de
barrido (MEB).

Fig. 5 Fotografia digitales de: a) Carragenina x -puro, c)
Carragenina k - Ag, e) Carragenina k -Au, Micrografias de
MEB de: b) Carragenina x -puro, d) Carragenina x - Ag y
f) Carragenina x - Au.
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La figura 5 presenta las imagenes correspondientes
y se observa que la Carragenina x sin nanoparticulas
tiene una estructura porosa como ensamble de
peliculas de Carragenina orientadas en diferentes
direcciones (figura 5b). Este comportamiento
se observd también en la estructura de los
nanocompositos secos de Carragenina x-Ag y
Carragenina x-Au (figura 5d y 51).
Los nanocompoésitos obtenidos fueron
caracterizados por espectroscopia de infrarrojo y
los espectros adquiridos se muestran en la figura 6.
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Fig. 6 Espectroscopia FT-IR de los nanocompdsitos
obtenidos.

De manera general se observa la presencia de
las bandas de absorcion caracteristicos del O-H
alrededor de los 3000-3500 cm!, ademas de las
tipicas bandas de absorcion de la Carragenina x
para las tres muestras, alrededor de 1040-1070 cm!
para C-O y C-OH, 1225 cm™ correspondiente al
estiramiento asimétrico del S-O, 920 cm para C-O-C
atribuible al estiramiento en 3, 6- anhydrogalactosa,
se presentd una clara banda a 845-850 cm! del
estiramiento C-O-S de la a(1-3)-D-galactosa y por
ultimo se presentd una banda alrededor de los 805
cm” de los anhidrogalactosa-2-sulfato atribuible a
trazas de Carragenina tipo 1.° Adicionalmente para la
muestra Carragenina x-Ag aparece una banda de 928
cm asociada a la vibracion del ion nitrato debido
posiblemente a residuos del precursor metalico.
Estos resultados muestran que la Carragenina x no
sufre cambios en su estructura quimica debido a
reacciones de oxidacion.
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Para estudiar el efecto del congelamiento sobre
las propiedades Opticas del material se adquirieron
espectros de UV-vis de reflectancia difusa de
los nanocompdsitos. La figura 7a muestra los
espectros correspondientes al polimero liofilizado
de Carragenina x-puro y a los nanocompdsitos de
Carragenina x-Ag y Carragenina x-Au.

Se puede observar que el espectro de Carragenina
K-puro no muestra absorcion en la region visible sin
embargo existe una desviacion de la linea base del
espectro asociado con la dispersion de luz. Por otro
lado ambos espectros, el de Carragenina x-Ag y
Carragenina x-Au, muestran las bandas de absorcion
asociadas a las nanoparticulas de Ag y Au a 436nm
y 525 nm respectivamente. Sin embargo, una nueva
banda a 592 nm se observa en los dos espectros, esta
banda corresponde a la resonancia de plasmon de las
nanoparticulas aglomeradas.!?
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Fig. 7. a) Espectro de UV-vis de reflectancia difusa
de los nanocompésitos obtenidos; b) Termogramas de

calorimetria diferencial de barrido de las muestras
obtenidas (CDB).
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La aglomeracion de las particulas ocurre durante
el congelamiento de la muestra por la formacion
de la doble hélice de la Carragenina x que resulta
en una disminucion de la distancia entre las
nanoparticulas, lo que favorece la aglomeracion.
Esto es consistente con el cambio en el color de
la dispersion del biopolimero con nanoparticulas
metalicas en dispersion.

Para analizar los cambios estructurales en la
formacion del hidrogel de Carragenina x en presencia
de las nanoparticulas metalicas se llevo a cabo un
analisis por calorimetria diferencial de barrido (CDB).
La figura 7b muestra los termogramas obtenidos
para el Carragenina x en polvo, la Carragenina x
después de liofilizacion y de los nanocompositos de
Carragenina x-Ag y Carragenina x-Au. Para todos
los termogramas se observa un pico exotérmico
asociado a la degradacién del biopolimero, sin
embargo, la temperatura a la que se observa este
pico se ve modificado para los distintos materiales.
El pico exotérmico en el Carragenina x polvo (sin
procesar) se observa a 220 °C y es muy similar al
observado para el de Carragenina « liofilizado (221
°C).1 Enel caso de los termogramas del Carragenina
x con nanoparticulas, los picos exotérmicos
presentan desplazamientos a mayor temperatura
y un ligero incremento en el area con respecto a
la Carragenina tipo “x”. El pico exotérmico para
el nanocompdsito de Au se presentd a 236 °C
mientras que el que contiene nanoaprticulas de Ag
a 257 °C. Presumiblemente estos desplazamientos
en la temperatura de degradacion sugieren que las
nanoparticulas metalicas tienen una fuerte influencia
en el arreglo de las hélices de la Carragenina x que
modifica la estructura haciéndola térmicamente
mas estable. Estos resultados son consistentes
con lo observado en las propiedades Opticas y
la caracterizacion por microscopia electrénica,
en donde la Carragenina x presenta una mayor
interaccion con las nanoparticulas de Ag que actia
como estabilizador controlando su tamafio y las
propiedades de absorcion.

CONCLUSIONES

Se prepararon exitosamente bionanocompositos
de Carragenina x con nanoparticulas metalicas
mediante la sintesis in situ. La presencia de
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nanoparticulas metalicas de Au y Ag no modifico
la estructura quimica del polimero, sin embargo
las propiedades opticas fueron muy similares a
las de las nanoparticulas metalicas obteniéndose
biomateriales que presentan absorcion en la region
visible del espectro. La formacion de estructuras
térmicamente mas estables durante la obtencion de
los nanocompdsitos es atribuida a la presencia de
nanoparticulas metalicas que muestran interacciones
con cadenas del biopolimero.
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