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Resumen

Resumen

Las gasas de algodon son dispositivos médicos de gran importancia debido a que por sus
propiedades (absorcion de fluidos, permeabilidad al aire y humedad, nula reactividad,
etc.), estas pueden tener muchos usos. A pesar de su utilidad, las gasas de algodon no
tienen una capacidad antimicrobiana intrinseca y por tanto no pueden proteger las
heridas de la formacion de biopeliculas bacterianas que pueden ser perjudiciales para
los pacientes. En este sentido, este trabajo busco fabricar gasas que tuvieran propiedades
antibacteriales y para esto, se busco injertar el polimero poli(N-vinilimidazol) utilizando
radiacion ionizante proveniente de una fuente radioactiva de °Co como método de
iniciacion. Subsecuentemente, los residuos de imidazol en el injerto fueron
funcionalizados con CH;l para formar injertos con residuos de imidazolio cargados
positivamente, de tal manera que las gasas modificadas tuvieran mayor actividad
antimicrobiana. Los materiales fueron caracterizados por FTIR, TGA, DSC y SEM para
confirmar la presencia del injerto. Adicionalmente, a través de pruebas de inhibicién del
crecimiento bacteriano, se comprobd que estos dispositivos médicos eran efectivos
inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli, Staphyloccocus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Finalmente, realizando titulaciones acido-base a las gasas de algodon, se
encontr6 que las gasas modificadas también tienen comportamiento de
amortiguamiento de pH alrededor de pH=5.6, lo cual es compatible con el pH de la piel
humana.

Abstract

Cotton gauzes are very important medical devices because of their various uses which
derive from their unique properties (fluid absorption, permeability to humidity and air,
non-reactivity, etc.). Despite their usefulness, cotton gauzes do not possess intrinsic
antimicrobial properties and thus may not protect wounds from the formation of
bacterial biofilms which may detrimental for patients’ health. With this in mind, this
work sought to produce cotton gauzes which had antibacterial properties. To fulfill this
objective, poly(N-vinylimidazole) was grafted onto cotton gauzes using ionizing
radiation from a %°Co radioactive source as a method of polymerization initiation. The
obtained materials were subsequently functionalized with CH;l to quaternize the
residues of imidazole so that the materials have higher antibacterial properties. The
modified gauzes were characterized via FTIR, TGA, DSC, and SEM to confirm the
grafting of the material. Additionally, bacterial growth inhibition tests confirmed that
the modified gauzes were effective antibacterial substrates against Escherichia coli,
Staphyloccocus aureus and Pseudomonas aeruginosa. Finally, through acid-base
titrations it was found that the modified gauzes behaved as an acid-base buffer around
pH=5.6, value which is compatible with the pH of human skin.
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Introduccion

Las gasas de algodén con aplicaciones médicas son herramientas extremadamente
importantes, tanto en la atencion de primeros auxilios como en la atencion hospitalaria.
Estos dispositivos son ttiles debido a que tienen caracteristicas que permiten que las
heridas curen mas facilmente; por ejemplo, las gasas de algodon absorben facilmente
fluidos corporales, permiten el correcto flujo de aire desde la herida, funcionan como
una barrera fisica entre el ambiente y las heridas, no son tdxicas y son relativamente
econdmicas.»?

A pesar de las caracteristicas benéficas de estos dispositivos, de manera intrinseca, las
gasas de algodon no pueden evitar la contaminacion de las heridas debido a la presencia
de microorganismos en el drea de piel periférica a la herida. Se ha estimado que hasta el
15.2% de las heridas llegan a desarrollar infecciones si no se tratan de manera correcta,
lo cual eleva el riesgo para los pacientes y aumenta el costo de los servicios de salud.3
Adicionalmente, las infecciones de heridas en pacientes con predisposiciones (como la
diabetes) hacen que las heridas no sanen de manera efectiva y puedan causar mayores
complicaciones.# En general, una forma de combatir estas complicaciones es con el uso
regular de tratamientos antibidticos profildcticos y terapéuticos, esto aumenta la
probabilidad de la generacion de resistencia bacteriana y generan incomodidad en el
paciente, pues las gasas deben ser cambiadas regularmente.5

Teniendo en cuenta el problema de salud que son las infecciones en heridas cutdneas,
es de interés el desarrollo de apdsitos capaces de disminuir de manera local estas
infecciones; sin embargo, muchas de las técnicas existentes para lograr esto involucran
impregnar agentes antibidticos (antibidticos convencionales, particulas metalicas,
polimeros antibacteriales) sobre la gasa de algodon. Esta practica, a pesar de ser efectiva
para el tratamiento de las heridas, presenta los mismos problemas que la utilizacion de
antibioticos topicos u orales.® Para solucionar esto, recientemente se han propuesto
algunas soluciones en las que las gasas de algodon se modifican directamente para
contener grupos funcionales antibacteriales unidos de manera covalente en el

TSNSV VDWW
Disolvente
radiacion-y

t.a.
Ar

Esquema 1. Funcionalizacion de gasas de algodén con PNVIm



Introduccion

sustrato.”® Siguiendo esta linea de pensamiento, la inclusién de polimeros funcionales
que puedan tener propiedades antibacteriales intrinsecas es un tema interesante.

En consecuencia, este proyecto busca producir una gasa médica antibacterial a través de
la modificacién de una gasa convencional con el polimero poli(N-vinilimidazol)
(PNVIm) tal como se muestra en el Esquema 1. Esta modificacion pretende obtener un
material que sea compatible con el pH natural de la piel humana y que, ademas, evite el
crecimiento de peliculas bacterianas en su superficie. Especificamente, el PNVIm
cumple este objetivo debido a sus propiedades de amortiguamiento acido-base con una
constante de acidez pKa=~7, y a las propiedades antibacteriales que se han publicado para
este polimero.?

El injerto de PNVIm que se pretende realizar sobre la celulosa utilizando radiacion
ionizante (radiacién y) como método de iniciacion de polimerizacion. Esta metodologia
fue escogida debido a que permite modificar las gasas de algodon sin alterar
significativamente las propiedades mecanicas de estas. Adicionalmente, este método de
iniciacion se puede efectuar sin dejar subproductos de reaccién que puedan contaminar
las muestras (como en el caso de iniciadores quimicos).? Posteriormente a la
polimerizacion por injerto, los materiales modificados se pondran a reaccionar con CH;l
para asi formar la sal cuaternaria de amonio sobre los nitrogenos de los residuos de
imidazol en el injerto.

Los dispositivos médicos modificados se caracterizaran para comprobar la presencia del
injerto, comprobar si la modificacion no altera la resistencia mecanica de los materiales,
evaluar si las propiedades acido-base de las gasas les permite actuar como amortiguador
de pH alrededor del pH de la piel y comprobar que las gasas pueden funcionar como un
dispositivo antibacterial.
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Capitulo 1. Generalidades

1.1 Marco tedrico

1.1.1 Generalidades de la quimica de polimeros

Uno de los inventos mds importantes para la vida diaria son los polimeros, debido a que
desde su surgimiento han sido utilizados para un inmenso numero de aplicaciones. Estos
materiales son particulares por sus propiedades mecanicas, su precio y su accesibilidad;
las cuales les han permitido incluso servir como reemplazo para materiales metalicos,
ceramicos y materiales de origen natural. Los materiales poliméricos surgieron de
manera importante a principios del siglo XX, cuando por primera vez se obtuvieron
materiales sintéticos derivados de unidades repetitivas de ésteres y amidas. A partir de
estos trabajos, la quimica de polimeros ha avanzado a pasos agigantados.?

Un polimero se define como una macromolécula que se compone de un gran namero de
unidades repetidas (o serie de unidades) de una misma estructura basica. Para producir
un polimero, es necesario realizar una reaccién quimica entre moléculas pequeiias
(mondmeros) de manera sucesiva, de tal manera que se genere una cadena con alta masa
molecular (dependiendo del mondmero puede ser del orden desde 103 g/mol o
superiores), tal como se muestra en el Esquema 2. Debido a que las masas moleculares
de los polimeros son muy elevadas, la longitud de las de cadenas poliméricas que se
forman durante la sintesis normalmente no sigue una distribuciéon uniforme, y por tanto
la masa molecular de los polimeros se describe como un promedio de las masas
moleculares de las cadenas en el sustrato. La dispersion en las masas moleculares de las
cadenas en un material polimérico es también un parametro muy importante que define
las propiedades de un polimero y este parametro puede ser controlado dependiendo de
las condiciones sintéticas escogidas en la produccion de los materiales.™

En especifico, la alta masa molecular que presentan los polimeros y la dispersidad en
estas masas hacen que las propiedades de un sustrato polimérico difieran de manera
importante de las que tendrian sustratos no poliméricos.%

Q- 0—>00 Q>0

Esquema 2. Esquema bésico de una reaccién de polimerizacion, se observa la reaccion sucesiva de
unidades monoméricas para formar un polimero.

Una reaccién de formacion de un polimero a partir de mondmeros se denomina
polimerizacion y puede tener muchas variantes que, a pesar de tener similitudes, es
posible clasificar a las reacciones de polimerizacion de acuerdo con sus distintas
caracteristicas. Una de las formas de clasificar a las reacciones de polimerizacion es de
acuerdo con la formacion (o no) de subproductos de reaccién que se da durante las
reacciones sucesivas entre mondémeros. De acuerdo con esta clasificacion, las reacciones
de polimerizacién se pueden dividir en reacciones de poliadicion y reacciones de
policondensacion. En el primer tipo de polimerizaciones, los monomeros reaccionan
entre si sin formar ningun subproducto de reaccién, a través de un mecanismo que
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involucra especies reactivas como cationes, aniones o radicales. En contraste, en las
policondensaciones, la reaccion entre los monémeros es normalmente una reaccion de
sustitucion nucleofilica sobre un grupo acilo y, por tanto, genera subproductos de
reaccion como agua, alcoholes o aminas. Aunque estas ultimas reacciones son muy
importantes para la produccion de materias poliméricas, las reacciones que mas se han
estudiado y que permiten realizar polimerizaciones en un mayor numero de condiciones
son las polimerizaciones por adicion, especialmente las radicalarias.”

Adicional a la clasificacion por la formacién de subproductos, las reacciones de
polimerizacion se pueden clasificar de acuerdo con la naturaleza de los mondmeros
utilizados. En primer lugar, se pueden obtener polimeros de un solo mondémero (los
cuales reciben el nombre de homopolimeros) o bien, copolimeros que estan formados
por al menos dos tipos distintos de monomeros. Estos ultimos son de interés para la
quimica de polimeros, ya que es posible obtener materiales con caracteristicas muy
especificas variando los monomeros que se utilizan, las proporciones de estos en el
producto final y la manera en las que estos se enlazan. Existe una cantidad inmensa de
técnicas para realizar copolimerizaciones asi como una enorme variedad de productos
poliméricos que se han obtenido a través de estos procedimientos.'

Con respecto a las reacciones de polimerizacion por adicion, las reacciones sucesivas
entre las unidades monomeéricas que permiten formar un polimero normalmente
requieren de condiciones especificas, tipicamente siguiendo un mecanismo de reaccion
de tres pasos (Esquema 3).9

] > niciacion La iniciacion es el primer paso, en esta ?tapa se
I*+M—» M forman grupos reactivos (radicales, cationes o
; aniones) sobre las moléculas del mondémero, los

M* + M —3 M,*
* * . cuales son capaces de reaccionar de manera
My" + M—> M3 >~ Propagacién p

sucesiva con otras moléculas de mondmero
presentes en el medio de reaccion. En esta etapa es
My*+ My —— My, comun utilizar un agente que permita la formacién
My*+ My* — M.y | Terminacion de estos grupos reactivos de manera efectiva, a este
My*+ M* —— M.+ se le llama iniciador (se ilustra como “I” en la
M+ —— M —1 Esquema 3). Un iniciador puede ser de naturaleza

My.q* + M — My*

/

N\

Esquema 3. Etapas de una reaccién de  fisica (calor o radiacion electromagnética), o puede
polimerizacion por adicion. ser de naturaleza quimica, en donde se utilizan
agentes quimicos inestables que permiten Ila
formacion de grupos reactivos en el monomero. En la segunda etapa de la
polimerizacion, la reaccion entre los grupos reactivos y el mondémero se propaga y es
donde se forman cadenas poliméricas de gran tamafio que ain pueden seguir
reaccionando debido a que siguen soportando algin grupo reactivo. Finalmente, en la
terminacion, al acabarse el monémero del medio de reaccidn, las cadenas poliméricas
formadas y moléculas pequenas que atin contienen algtin grupo reactivo se recombinan
consigo mismas para formar cadenas poliméricas estables.'4
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1.1.2 Polimeros de Injerto
Un polimero de injerto es un tipo de copolimero que se obtiene cuando, a través de una
interaccion quimica, se adhieren cadenas poliméricas a un sustrato ya existente. Este es
uno de los métodos mas versatiles para conferirle propiedades adicionales a sustratos
poliméricos, debido a que con las condiciones de reaccién apropiadas, se puede
modificar de manera sencilla un material de tal manera que este contenga grupos
funcionales especificos.>

Para obtener un polimero de injerto, en general, existen dos técnicas. La primera técnica,
denominada grafting to, consiste en adherir, a través de una reaccién quimica o de
interacciones supramoleculares, una cadena polimérica ya existente a un sustrato. En
general, esta técnica requiere de la utilizacidon de cadenas poliméricas que tengan como
terminacion algun grupo funcional reactivo. Este método ha sido muy utilizado para la
fabricacion de estructuras altamente controladas sobre sustratos de todo tipo; por
ejemplo, se ha logrado el injerto de poliésteres, poliéteres, poliamidas (e incluso
proteinas) en sustratos como grafeno, nanoparticulas, peliculas de materiales solidos,
metales y materiales poliméricos.’

El segundo método por el cual se pueden injertar cadenas poliméricas a sustratos ya
existentes es el método grafting from. En esta técnica, se colocan sobre el sustrato grupos
funcionales capaces de formar radicales o iones reactivos en reacciones de
polimerizacion para que, con la presencia de un monomero, se puedan obtener cadenas
poliméricas unidas covalentemente al sustrato de inicio. Para el método de grafting from
se puede utilizar una variedad importante de técnicas para generar los grupos reactivos
en el sustrato. Un ejemplo de estas técnicas es la inclusion de grupos vinilo o sustratos
utiles para polimerizaciones controladas (RAFT y ATRP) en la superficie de los sustratos.
Adicionalmente, se ha probado con la formacion directa de radicales en sustratos
poliméricos utilizando iniciadores quimicos convencionales como azo-compuestos o
peroxidos orgdnicos. Otra técnica importante es la formacion de grupos perdxido en el
sustrato a través de la exposicion de este a O y radiacion UV. Finalmente, como una
técnica adicional, se puede exponer un sustrato a radiacidon ionizante con el fin de
generar radicales reactivos. Cada una de estas técnicas se muestra en el Esquema 4."57"7

M NN
N \)\ A /K Irradiacion-y
YN N ‘\N —_— A "\N @ (ausencia de 02)

azobisisobutironitrilo (AIBN) @

04 @ Irradiacion-y

(presencia de O2)

O .
M _}UV 7
Mﬂ
Esquema 4. Métodos utilizados para generar sitios reactivos en polimerizaciones de injerto: 1.

Iniciador quimico, 2. Ozono e interaccidén con radiacion UV, 3. Interaccién con radiacién ionizante
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1.1.3 Caracterizacién de polimeros de injerto

Las propiedades de los polimeros, especialmente de los polimeros de injerto, son muy
relevantes para conocer tanto el éxito de un procedimiento sintético como las
potenciales aplicaciones que puede tener un material. Es, por tanto, de interés tener
herramientas para describir a los sistemas poliméricos, dichas herramientas pueden ser
técnicas de naturaleza espectroscopica, térmica o aprovechando las propiedades
quimicas del sistema. A continuacion, se presentan técnicas relevantes para la
caracterizacion de polimeros de injerto.

1.1.3.1 Caracterizacion Térmica
Una de las propiedades de mayor importancia de los polimeros es su comportamiento
frente a cambios de temperatura, debido a que esta propiedad puede determinar qué tan
utilizable puede ser un sistema polimérico en ciertas condiciones.

1.1.3.1.1 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico es una técnica
experimental que consiste en la mediciéon de la masa
de una muestra en funcion del aumento de
temperatura. Esta técnica es til para la determinacion
de la temperatura de descomposicion del material en
cuestion, asi como para la deteccion de impurezas en
la muestra. Tipicamente, en un andlisis de TGA se
obtiene una curva como la mostrada en la Grafica 1.
Para determinar la temperatura de descomposicion de
la muestra, se determina la temperatura en la cual esta
Temperatura (°C) ha perdido el 10% de la masa, tal como se muestra en

Masa (%)

Gréfica 1. Curva tipica de analisis 1@ Grafica 1. Adicional a este andlisis, se puede

por TGA determinar la derivada del porcentaje masa en funcion

de la temperatura, obteniendo un termograma diferencial (DTG), en este diagrama

también se pueden identificar las temperaturas de descomposicion de los compuestos a
través de un analisis de puntos criticos del diagrama DTG.9'®

Un analisis por TGA se puede realizar tanto en una atmosfera oxidante (aire u oxigeno,
por ejemplo) como en una atmosfera reductora (nitrégeno, por ejemplo), siendo este un
parametro importante, debido a que las reacciones de descomposicién seran distintas
en cada una de estas condiciones.
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1.1.3.1.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una
IExo técnica analitica en la cual se mide el cambio en el
T, flujo de calor de una muestra en funcion de la
temperatura de calentamiento. Esta técnica sirve
para medir transiciones de fase o cambios de
conformacion en las cadenas poliméricas. En la
T Grafica 2 se muestran tres comportamientos
tipicos para sistemas poliméricos comunes; donde
Ty corresponde a la temperatura de transicion
vitrea, Tm corresponde a la temperatura de fusién y
T. corresponde a wuna temperatura de

cristalizacion.o"

Flujo de calor (W/g)

T

Temperatura (°C)

Gréfica 2. Curva ejemplo de DSC, se . . .
marca la direccion Correspondiente a La primera de las transiciones ilustradas es la

comportamientos exotérmicos transicion vitrea. Esta transicion es caracteristica
de polimeros amorfos y representa un cambio de
conformacion donde un polimero estd en un estado vitreo (estado solido amorfo o
semicristalino) y cambia a un estado viscoelastico o gomoso. Esta transicion ocurre
cuando las cadenas de polimero adquieren mas movilidad, lo cual permite que el
material deje de tener una estructura rigida. Por su parte, la temperatura de fusion de
un material es aquella que corresponde a la transicién de fase de un estado sélido a un
estado liquido. Finalmente, la temperatura de cristalizacion es un fenomeno que sélo
ocurre en algunos polimeros semicristalinos, en el cual algunas macromoléculas que no
alcanzaron a cristalizar (debido a que estaban ocluidas) logran cristalizar después de que
aumenta la movilidad de todas las cadenas (normalmente por causa de una transicion
vitrea o la fusion de otras macromoléculas) y luego al aumentar la temperatura, funden;
lo cual se puede observar como una transicion de fase. Estas ultimas dos transiciones
(en caso de estar presentes para un sistema polimérico) pueden ocurrir en cualquier
orden, mientras que la transicién vitrea (si estd presente) siempre ocurrird a
temperaturas menores que la temperatura de fusion.’

1.1.3.2 Microscopia electronica de Barrido (SEM)
La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica utilizada para observar la
morfologia y rugosidad de los materiales en una escala nanométrica. En SEM, para la
observacion de una muestra, un haz de electrones acelerados y dirigidos se hace incidir
en un material; barriendo en un area rectangular de la muestra. Cuando los electrones
inciden en la muestra, estos generan que otros electrones de la superficie de la muestra
sean expulsados. Al medir la energia y el angulo con las que los electrones son
expulsados, es posible reconstruir una imagen de la muestra a analizar. Debido a que es
necesario que haya fotoemision de electrones para la medicion en SEM convencional,
las muestras tipicamente se tienen que cubrir con un material conductor, por ejemplo,
una monocapa de oro o de grafito. Los andlisis tipicos de SEM, ademads, se deben hacer
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al vacio para evitar la dispersién de electrones debida a la presencia de gases del
ambiente.>®

1.1.3.3 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja (IR) es muy utilizada para el andlisis de compuestos
organicos debido a que es una técnica sencilla para identificar la presencia de grupos
funcionales en moléculas de alta complejidad. En la espectroscopia por IR, una muestra
se irradia con radiacion infrarroja de una longitud de onda especifica, este estimulo hace
que los atomos en una molécula vibren de acuerdo con sus modos vibracionales de
resonancia, absorbiendo parte de la energia de los fotones incidentes. Un espectrometro
de IR tiene un detector capaz de cuantificar la energia que se transmite a través de la
muestra para cada longitud de onda que se evalte (transmitancia).

La mayoria de los analisis de espectroscopia infrarroja en la actualidad se realizan
utilizando equipos capaces de medir todas las longitudes de onda del espectro infrarrojo
al mismo tiempo. Para obtener un espectro que relaciona la transmitancia y la longitud
de onda evaluada (normalmente reportada en unidades de numero de onda) es
necesario realizar un analisis matematico por transformadas de Fourier, por tanto los
andlisis se denominan FTIR por sus siglas en inglés.’®

FTIR convencional FTIR-ATR

4

Cristal

oo
|

llustracién 1. Métodos de obtencion de espectros FTIR

En FTIR, de manera alterna, se pueden medir las propiedades superficiales de una
muestra si el haz infrarrojo a incidir se hace pasar a través de una punta de cristal de
diamante que esté en contacto con la muestra. El haz, después de impactar la muestra
(la cual absorbi6 una parte de la energia), se refleja de manera total dentro de la punta
de cristal de diamante pudiendo detectarlo al salir. Esta metodologia es llamada andlisis
por reflectancia total atenuada o ATR por sus siglas en inglés y es muy conveniente
porque requiere menos preparacion de muestra que el analisis por IR convencional.” El
esquema ATR, asi como el que se utiliza en IR convencional se presentan en la
[lustracion 1.
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1.1.4  Polimeros Funcionales
La obtencion de materiales poliméricos es una de las areas de la quimica mas estudiadas
en el ultimo siglo, y, por tanto, a partir de esto se dio el surgimiento de materiales con
aplicaciones especificas a los que se les llama polimeros funcionales. Las propiedades de
un polimero funcional pueden ser muy variadas, pero tienden a ser determinadas por la
identidad de los monomeros utilizados para sintetizarlos.?

Dentro de los polimeros funcionales existen materiales con una gran variedad de
propiedades; por ejemplo, polimeros capaces de reaccionar a algun estimulo
fisicoquimico como a la variacién del pH, a la presencia de algiin grupo funcional en
disolucidn, a la exposicion a radiacion electromagnética, al cambio de temperatura, etc.
Adicionalmente, existen polimeros que contienen grupos funcionales con cierta
reactividad que puede ser aprovechada para obtener materiales mas complejos; por
ejemplo, para la creacion de redes poliméricas a través de entrecruzamiento de cadenas
lineales. Otro ejemplo de materiales poliméricos funcionales es aquellos capaces de
formar interacciones supramoleculares entre cadena, pudiendo asi formar estructuras
altamente complejas con aplicaciones muy especificas; un ejemplo de estos polimeros
son las proteinas. Finalmente, los polimeros funcionales también pueden contener algun
grupo funcional que permita que el material interactiie con biomoléculas o con
organismos vivos.*

1.1.5  Radiacién lonizante
La radiacion electromagnética se define como una combinacion de un campo eléctrico
y un campo magnético que se propaga a través del espacio acarreando energia. La
radiacién electromagnética (también llamada luz) est4 presente en todo el universo e
interacttia con la materia de distintas maneras dependiendo de cuanta energia acarree.
De acuerdo con los efectos que pueda tener en la materia, la radiaciéon electromagnética
se puede dividir en distintas regiones. Estas regiones se ilustran en la Ilustracion 2.3

Radiacion ionizante

\ 4

RadioOndas | Microondas Infrarrojo Vissilolle Ultravioleta Rayos X Rayosy

E= 0.0124 meV  12.4 meV 1.77 meV 3.1leVv 124 eV 1.24 keV
A= > 108 nm 105 nm 700 nm 700 nm 700 nm 700 nm

llustracién 2. Espectro electromagnético (Adaptado de la referencia 23)

De entre estos tipos de radiacion, los rayos X y los rayos y tienen suficiente energia para
expulsar a los electrones de la materia y por lo tanto es considerada como radiacion
ionizante. Entre estos tres tipos de radiacion destacan los rayos y y X debido a que se
producen a través del decaimiento de nucleos atéomicos.
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1.1.5.1 Cuantificacion de la radiacidn ionizante

La radiacion ionizante y sus efectos en la materia dependen de manera importante de
cantidad de energia acarreada por los fotones de esta. Para realizar comparaciones, se
han establecido distintas unidades de medida de la intensidad de energia contenida en
esta radiacion. A continuacion, se presentan algunas de las formas mdas importantes para
cuantificar a la radiacion:*

e Actividad de radiacién: Se define como la cantidad de material inestable (dtomos)
que sufren decaimiento radioactivo por segundo. Ver seccion 1.1.5.2. Unidad del
sistema internacional: Bq [=] s™.

e Dosis de Radiacion: Se define como la cantidad de energia que absorbe algtin
material por unidad de masa debido a la interaccién con la radiacion ionizante.
Unidad del sistema internacional: Gy [=] J/kg.

e Intensidad de una fuente de radiacion: Dosis de radiacidon emitida por una fuente
por unidad de tiempo. Unidad del sistema internacional: Gy/s.

1.1.5.2 Radioisotopos v tipos de emision

Un isotopo radioactivo o radio isétopo es una especie atomica inestable que tiende a
estabilizarse liberando energia a través de la pérdida de masa del ntcleo atomico. La
radiactividad fue descubierta por primera vez a inicios del siglo XX con trabajos como
los realizados por Rontgen, Becquerel, Pierre y Marie Curie en donde se descubrié la
emision espontanea de energia y de particulas desde ciertos elementos. A partir de estos
estudios surgio el estudio de la quimica nuclear, y de las aplicaciones que la reactividad
como forma de energia podria tener. Actualmente, la radioactividad es una herramienta
importante en el sector energético, en aplicaciones médicas, en la industria cosmética y
alimentaria y en la quimica de materiales.?3252%

Dependiendo de la naturaleza del isdtopo radioactivo, las particulas que pueden
liberarse del nacleo atémico para alcanzar un estado energético mas estable se pueden
dividir en general en radiacion a, B, y y X. Cada una de estas particulas tiene
caracteristicas muy distintas entre si y sus efectos en la materia pueden ser igualmente
distintos. Algunas de las caracteristicas fundamentales de estas particulas, las cuales
generan estas diferencias tan marcadas, se resumen en la Tabla 1.3

11
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Tabla 1. Particulas emitidas durante el decaimiento radiactivo

Radiacion

Particula

Masa (kg)

Ejemplo de su formacion

(04

4112+
-He

6.64x1077

Decaimiento alfa

241
g3Am —— ZTaAm + JHe2++ y (5.63 MeV)

e (positron)
e” (electrén)

9.1x103"

1) Decaimiento beta (formacion de un

positron y un neutrino)
800 — e pes

2) Decaimiento beta (formacién de un
electrén vy un antineutrino)

80co —— SONi+ g+ v +y (117 MeV)

3) Expulsidn de electrones atdmicos por
conversion interna (proton-neutrén) y
electrones Auger

/@/ @os X (Auger)

Electrones Auger

Conversioninterna

Fotén (rayos
Y)

1) Decaimiento ay 8

2) Estabilizacion de nucleos excitados
60,;:
28Ni*

1.17 MeV E
Y o

1.33 MeV
CYY( ooy

3) Aniquilacién materia-antimateria
B*+B~ —— 2y (0.51 MeV)

Radiacion Cherenkov

Rayosy

Py

Fotén (rayos
X)

1) Deflexion de particulas cargadas

(efecto Bremsstrahlung)

Rayos X (Bremsstrahlung)

2) Emision por efecto Auger

12
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1.1.5.3 Transferencia lineal de energia (LET)
Teniendo en cuenta que las particulas emitidas durante la descomposicion de
radioisotopos tienen masas diferentes, estas particulas tienen distinta capacidad de
interaccion con la materia con la que impactan. Cuando las particulas emitidas son mas
grandes, estas impactan mas facilmente con atomos y moléculas y cada vez que esto
ocurre, una parte de la energia se transfiere a la materia con la que impactan. Por tanto,
cuando una particula o impacta la materia, esta perdera energia mucho mas rapido que
un fotdn y; entonces, la trayectoria de la particula o sera mucho mas corta que la del
fotén. Una forma de cuantificar esta capacidad de penetracion es midiendo cuanta
energia pierde una particula emitida cuando atraviesa linealmente una muestra de
materia. Este pardmetro se llama Transferencia Lineal de Energia (LET por sus siglas en
inglés) y mientras mds grande sea este valor, mds energia perderd la particula por cada
unidad de distancia en su recorrido; por tanto, una particula pesada tendra mayor LET
que una ligera. Esto tiene como consecuencia que las particulas emitidas no puedan
atravesar un material de cualquier espesor (o densidad); por ejemplo, las particulas « no
pueden atravesar una hoja de papel, mientras que las  requieren de una placa metalica
para ser detenidas. Finalmente, la radiacion y puede atravesar facilmente varios metros
de concreto antes de dispersarse completamente. En la Ilustracion 3 se presenta una
figura ilustrando el poder de penetracion de estas particulas. Debido a que la radiacion
y tiene la capacidad de atravesar practicamente cualquier sustrato, las fuente de esta
radiacién son las que tienen mayor aplicacion en areas como la medicina y la quimica

de radiaciones.2®

a >

B @ >

e PN [N
L

Papel Aluminio Concreto

llustracién 3. Poder de penetracion de distintas particulas emitidas por radioisétopos
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1.1.5.4 %0Co

El cobalto-60 (°°Co) es un radioisotopo artificial que tiene mucha utilidad debido a que
es un emisor de particulas 3 y de rayos y; su produccion es relativamente sencilla y tiene
una vida media de 5.2 afios, lo cual le permite ser usado por una cantidad considerable
de tiempo como elemento radiactivo. Este isétopo radiactivo se crea a través del impacto
de nucleos del isdtopo estable 59Co con neutrones, como indica la reaccién nuclear que
se observa en el Esquema 5.2

¥Co+n —>» %o

Esquema 5. Reaccion de formacion del ®°Co

El Esquema 6 presenta la ruta de decaimiento del %°Co hacia ®Ni. En ese esquema se
puede observar que, a partir de un nucleo de este radioisotopo, se emiten tanto
particulas f como rayosy de alta energia. Esto permite que el ®°Co sea uno de los isétopos
mads importantes en la quimica de radiaciones y en la radioquimica. Este elemento es
utilizado en aplicaciones médicas como radioterapia, como fuente de esterilizacién y
como fuente de energia para el estudio de compuestos quimicos y para la sintesis de
polimeros. Generalmente, el ®°Co es utilizado principalmente como fuente de rayosy de
alta energia, bloqueando deliberadamente las particulas § con una placa de aluminio.?>2¢

60
27Co0 0.31 MeV
B~ (99.88%)

60y«
28N|

1.48 MeV
b (0-12%) 1.17 MeV y
60Ni*
28

1.33 MeV y 60
28N

Esquema 6. Decaimiento 8 del 8°Co hacia ®Ni
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1.1.5.5 Interaccién de la radiacion y con la materia

La radiacién y, debido a su alta energia, puede tener distintas interacciones con la
materia. En primer lugar, existen las interacciones de dispersion coherente de los fotones
Y, esta interaccion también se llama dispersion de Bragg o dispersion de Rayleigh. En
este tipo de dispersion, un fotén impacta el nticleo atomico y se reemite con la misma
cantidad de energia, pero con distinto angulo. Ademas de la interacciéon coherente,
existen tres tipos de interaccion donde el foton no se reemite como radiacion de la
misma energia. La primera de estas interacciones es el efecto fotoeléctrico, en este
fendmeno, un foton impacta un electrén atémico, el cual absorbe la energia y es
expulsado de la nube electronica, durante este efecto, por tanto, se forman pares idnicos.
Para radiaciéon y de mayor energia, uno de los efectos mas comunes es el efecto
Compton el cual consiste en el impacto de foton de alta energia con un electrdn, en este
fendmeno solo parte de la energia del foton es necesaria para expulsar el electron,
mientras que el foton y sufre una deflexion mientras pierde energia. El tltimo fendmeno
es la produccidon de pares, en este caso, cuando un foton y interactua con el campo
eléctrico del nucleo atoémico, este se convierte en un electréon y un positron. Este ultimo
proceso solo puede ocurrir cuando la energia de un foton y es mayor a 1.02 MeV y se
puede considerar como el proceso inverso a la aniquilacion de materia y antimateria.
Todas estas interacciones se muestran en la Ilustracion 4.2

Rayleigh Compton
Y
Y @ | @v
Fotoeléctrico Formacion de Pares

PY e (0.51 MeV)

Y y (1.02 MeV)
@O e*(0.51 MeV)

llustracion 4. Efectos de interaccién radiacion y-materia
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1.1.5.6 Formacidén de radicales por radiacion y

Cuando la radiacién ionizante interactua con la materia, especialmente con compuestos
liquidos o en disolucion, ocurre un proceso de dos pasos que genera especies inestables
que luego pueden participar en reacciones quimicas subsecuentes. Cuando una fuente y
es utilizada para irradiar una muestra liquida o en disoluciéon y ocurren tanto el efecto
fotoeléctrico como el efecto Compton. Cabe destacar que el efecto que se presenta
depende directamente del estado de agregacion del sustrato a tratar ademas de los
elementos que lo componen; mientras que el efecto Compton es mas comun en
moléculas orgdnicas (incluyendo macromoléculas y disolventes), el efecto fotoeléctrico
es mas comun en compuestos con elementos mas pesados, especialmente solidos
cristalinos y amorfos.?” Los primeros fendmenos que ocurren son la formacion de iones
y la excitacidn de especies quimicas (tanto de d&tomos como de moléculas). Estas especies
tienden a ser altamente inestables y recombinarse para formar especies radicalarias.
Estas especies son claves en la quimica de radiaciones, pues muchos de los mecanismos
de reaccién en disoluciones irradiadas siguen esta ruta. Después de la formaciéon de
radicales, estas especies pueden reaccionar con otros compuestos quimicos en el medio
en reacciones tipicas de la quimica de radicales (adiciones, sustituciones, reacciones en
cadena, etc.).?®

Uno de los sistemas que mas se ha estudiado es el agua y su radidlisis, ya que en el agua
ocurren una gran cantidad de reacciones que eventualmente terminan en la formacion
de radicales altamente reactivos y de productos moleculares. A modo de ejemplo, se
exponen las reacciones principales de la radidlisis del agua en el Esquema 7.2 Las
reacciones se clasifican en primarias y secundarias, las primarias son aquellas que
involucran la formacién de especies por interaccion directa con la radiacidon, mientras
que las secundarias involucran la recombinacion de las especies primarias.

Reacciones Primarias Reacciones Secundarias
H,O vrvuve ® + e - H, + Q
2 —>» H,0 € aq 2e,q —» Hz + 20H
. -+ OH—» 9
H,O vvvv—— H,0 €aq OH
B ® . S
H, 6P + H,0—»OH + 1y, €aq * HyO H + “oH

: e
. -+ H ——H, +
H,0* —3 "OH + H ©aq 2 7 OH

2H'—>» H,
20H —> H202

‘OH + H > HZO
H30®+ eo|-|—> 2H,0

Esquema 7. Reacciones de radidlisis del agua por radiacion y
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1.1.5.7 Efecto de la radiacion y en polimeros
La radiacidn ionizante, al tener tan alta energia, es capaz de causar rupturas de enlaces
en casi cualquier compuesto quimico, esto es particularmente cierto para la mayoria de
los polimeros, y el hecho de que se causen estas rupturas de enlace esta relacionado con
la estructura de las macromoléculas. Por ejemplo, los polimeros con grupos funcionales
con deslocalizacion electronica, tenderan a resistir mejor la ruptura de enlaces.?®

Uno de los efectos que ocurre derivado de la ruptura de enlaces es el de descomposicion
polimérica, también llamado degradacién. En este caso, los enlaces de la estructura base
del polimero se rompen, generando macromoléculas de baja masa molecular que
pueden seguir teniendo rupturas hasta descomponerse por completo. La degradacion de
las macromoléculas es comun en polimeros que tienen carbonos cuaternarios o
heteroatomos en la cadena principal del polimero.

En contraste, el entrecruzamiento de polimeros ocurre en aquellos que tienen carbonos
secundarios o terciarios en su cadena principal, esto es debido a que en estos compuestos
el enlace mas 1abil es el enlace C-H, el cual se rompe para formar dobles enlaces que
luego pueden funcionar como centros reactivos para polimerizaciones radicalarias. Los
mecanismos de degradacion y de entrecruzamiento se presentan en Esquema 6. Sin
importar qué tipo de mecanismo siga el polimero al interactuar con radiacién y, dentro
de este se generaran radicales reactivos con capacidad de participar en reacciones

Degradacion

R R TR
___?_9___ AMA— ___?. .9___
R R R R

Entrecruzamiento

HH He H
B R L S A
H H HYH H
)

Esquema 8. Efectos de la radiacion y en polimeros
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1.1.5.8 Injerto en polimeros por radiacion y

Debido a que la radiacion y es altamente energética, se puede utilizar tanto como un
iniciador de reacciones de polimerizacidon, como para producir grupos reactivos en
sustratos que luego requieran ser modificados. Estos grupos reactivos se pueden formar
directamente por la interaccién de la radiacion con la materia o cuando los radicales
derivados de la radiolisis de algin disolvente interacttian con un sustrato polimérico.
Debido al uso del °Co, las reacciones de polimerizacién por radiacion y han sido
ampliamente estudiadas y muy usadas. Teniendo en cuenta la radiacién vy, existen dos
métodos para realizar reacciones de polimerizacion por injerto, los cuales se explican en

el Esquema 9.5

Método directo

Y
k| sino,

Método de preirradiaciéon oxidativa

Polimerizacion

1) Se irradia algun material polimérico en
presencia de un mondémero (en disolucion) y
en ausencia de oxigeno

2) A través de la radiacion se generan grupos
reactivos que inician reacciones de
polimerizacién para formar polimeros de
injerto

1) Se irradia algun material polimérico
solamente en presencia de oxigeno para
formar grupos peréxido e hidroperoéxido en el
material

2) Una disolucién del monémero se agrega al
material polimérico. Se aumenta la
temperatura del medio de reacciéon en
ausencia de oxigeno

3) A través del calentamiento se rompen los

enlaces peréxido formando grupos reactivos

que inician reacciones de polimerizacién para
formar polimeros de injerto

Esquema 9. Métodos de polimerizacién de injerto utilizado radiacion y como iniciador
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A pesar de que estos métodos son muy similares entre si, existen diferencias importantes
que son relevantes cuando se escoge un método. El primero de estos métodos, el método
directo, es el mas sencillo de los dos debido a que la reaccion de polimerizacion se realiza
en un solo paso; sin embargo, tiene como desventaja que el mondmero interactiia
directamente con la radiacion y, lo cual aumenta la probabilidad de que el mondmero
reaccione consigo mismo sin formar un injerto. En contraste, el método de
preirradiacion oxidativa permite formar grupos reactivos directamente sobre el material
polimérico a modificar. Las desventajas de este método son: el requerimiento de mas
trabajo experimental para realizar los injertos y que el tiempo y temperatura de reaccion
se vuelven variables importantes en la polimerizacion.’

1.1.6 Gasas de algoddn

Las gasas son uno de los dispositivos médicos de mayor importancia, pues son utilizados
tanto en procedimientos menores, atencion prehospitalaria, cirugias y procedimientos
postoperatorios. A pesar de que existen una gran cantidad de materiales con los que se
fabrican las gasas médicas, el algodon es el material mas comun para este tipo de
dispositivos debido a su precio y sus propiedades que le permiten absorber fluidos con
gran facilidad, permitir un correcto flujo de aire y de humedad desde el ambiente y hacia
las heridas y proveyendo de proteccion mecanica a heridas.*?

Las gasas médicas de este material estan compuestas por hilos entretejidos de algodon
que se obtienen a partir de las fibras provenientes de distintas especies de plantas de
algodon. Las fibras de algodon, aun en sus formas mds puras estan compuestas de
células de algodon, que en su mayor parte se componen de o-celulosa (88-96.5% de la
masa de la célula) pues de este material estd compuesta su segunda pared celular, y
ademads de otras sustancias minoritarias de su primera pared celular y de su lumen; por
ejemplo, ceras, proteinas, pectinas y sustancias inorganicas no celuldsicas (4.5-12% de la
masa de la célula).3°

La a-celulosa es un polimero extremadamente versdtil debido a sus propiedades
quimicas y mecdnicas, ademads de ser el polimero mas abundante en la naturaleza. Este
polimero esta compuesto de unidades estructurales de -1,4-D(+)-glucopiranosa unidas
por enlaces glucosidicos de tipo o, tal como se muestra en la Ilustracion 5. Dependiendo
del origen del algoddn, los grados de polimerizacién de este polimero pueden estar entre
6000 y 15000.3°

La a-celulosa en su forma fibrosa es capaz de alcanzar grados de cristalinidad por encima
de 60%. Adicionalmente, al tener una gran cantidad de grupos hidroxilo, las
interacciones de puentes de hidrégeno entre cadenas poliméricas son muy fuertes,
causando un empaquetamiento elevado de las cadenas. Adicionalmente, de acuerdo con
la literatura, su resistencia quimica es excelente, soportando condiciones de pH desde
cero hasta catorce. Debido a todo esto, la a-celulosa, y particularmente el algodon, es un
material con propiedades mecanicas muy convenientes y es extremadamente resistente
en una gran cantidad de condiciones de uso y por tanto es muy importante en muchos
campos, especialmente en la industria de textiles.3°
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llustracién 5. Estructura polimérica de la a-celulosa

1.1.6.1 Efecto de la radiacién
ionizante en el algoddn

Cuando la radiaciéon ionizante
interactta con la celulosa del
algodén, el principal efecto en las
cadenas poliméricas es la
degradacién. La celulosa es muy

sensible a la radiacion por su gran cantidad de enlaces entre atomos de carbono y
heterodtomos en su estructura, y tiende a descomponerse para formar cadenas cortas de
celulosa, glucosa, CO, CO2 y otros compuestos derivados de la ruptura de los anillos de
glucopiranosa (el mecanismo de degradacion se presenta en el Esquema 10.).3"

HOH H H OH H
-0 -0 Excitacion
0" HO |l| OHO - (e}
H OH H HH OH "
OH
H H H H

HO
-0
=~0"Ho

Formacion de radicales por
rompimiento de los enlaces C-
H del carbono C;y C,'

Abstraccion de hidrégeno de

'H
HOH H OH
_0 . H o un carbono de la cadena
- rincipal y formacion de H
‘JJ"\O HO |l| " oHo | O\I\NJ p paly 2

HOH H OH
-0 'S o glicosidico
Vo ]
j“\O/ﬁggtgjr¥¥loﬂﬁiij:;;§(/O\dﬂ
H OH H H++ OH L

HOH OH
H o
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" ~0"Ho . Ho\ '
yH OH yH OH

H

Ruptura del enlace

Formacion de carbonilos por

()\r~"“x ruptura de anillo de glucosa

Transposicion de radicales y

O\N‘“’ formacion de CO y CO,, por

descarboxilacion

HOH OH
HH 0] o Productos de degradacion
" ~0"Ho -\ HON— O
H
H OH H H OH H

Esquema 10. Mecanismo de degradacién de la celulosa por interaccion con radiacion ionizante
(Adaptado de la referencia 31)
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De acuerdo con los trabajos realizados por Ershov en 1988, la degradacién de la celulosa
ocurre incluso a dosis muy bajas de radiacion y. Para ejemplificar esto, en la Tabla 2 se
indica la reduccién de grado de polimerizacion (medido por viscosidad) en funcion de
la dosis de irradiacion, en donde se puede observar que el grado de polimerizacion se
reduce de manera importante incluso desde una dosis de 5 kGy.3* Debido a esta
descomposicidn, de acuerdo a otros reportes, la celulosa de algodon pierde su utilidad
después de recibir dosis de radiacion por encima del intervalo de 40-50 kGy, debido a
que las fibras de algodon empiezan a romperse facilmente.3334

Tabla 2. Degradacion de la celulosa en funcion de la dosis de irradiacion, se marcan en amarillo los
intervalos de irradiacion maximos que se recomiendan para la celulosa de algodon?

Dosis (kGy) 0 5 10 32 | 170 | 480 | 680 | 800 | 1680
Dy 2537 827 | 723 | 314 | 138 32 30 28 14

1.1.6.2 Injertos en algoddn por radiacion ionizante
Utilizando radiacion ionizante, se han funcionalizado gasas de algodén con
anterioridad, utilizando principalmente el método directo (también llamado método de
irradiacion directo) para obtener materiales con caracteristicas funcionales. La
funcionalizacion de algoddn utilizando radiacién ionizante se ha intentado con un
numero importante de sistemas poliméricos. Uno de los primeros ejemplos fue la
funcionalizacion de algoddn con poliestireno tanto en masa como en disolucidn. En este
estudio donde se explor¢ la influencia de la dosis de irradiacién y la concentraciéon del
monomero en el injerto. Este estudio permitié encontrar tendencias en los porcentajes

de injerto, en las masas moleculares y su distribucion y en la cinética de polimerizacion
por injerto.3537 Ademas de esto, también se ha publicado el injerto y las propiedades de
acrilamida (AAm), 4cido acrilico (AAc), acrilato de 2-hidroxipropilo (HPA), metacrilato
de 2-hidroxipropilo (HPMA) y de N,N’-metilenbisacrilamida (BAAm) en celulosa de
algodon.3

Un drea en donde los injertos en algodon han sido muy relevantes es en el desarrollo de
materiales para separacion de metales y de contaminantes en agua. Por ejemplo, a través
del injerto de metacrilato de glicidilo (GMA) en algoddn no tejido y la subsecuente
funcionalizacion del GMA injertado, se desarrollé un material biodegradable capaz de
atrapar mercurio en disolucion acuosa.3* Otro ejemplo, fue el injerto de metacrilato de
2-(dimetilamino)etilo (DMAEMA) y su cuarternizacion para la remociéon de acidos
humicos de disoluciones acuosas.?®

Otra 4rea donde estos avances han sido relevantes es en el desarrollo de materiales de
algodon para aplicaciones médicas. Un ejemplo de estos es la funcionalizacion de tela
de algoddn con cloruro de vinilbenciltrimetilamonio (VBT) utilizando radiacion v, el
estudio del efecto de la dosis de irradiacion y de la intensidad de dosis y el estudio de
sus propiedades antibacteriales.3® Otro ejemplo importante es el injerto de DMAEMA
en gasas de algodén utilizando radiacion y y la subsecuente cuarternizacion de la amina
terciaria del DMAEMA para formar un polimero antibacterial.” Finalmente, también ha
sido relevante el uso de polimeros con grupos funcionales reactivos para la inclusion de
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grupos biolégicamente relevantes; por ejemplo, la inclusién de GMA en gasas de algodén
para la funcionalizacion covalente del algodon con ciclodextrinas capaces de realizar
carga de antibidticos.®

Es importante mencionar que los mecanismos de degradacion por radiacién ionizante
en el algodon que se presentan en la seccion 1.1.6.1 son los mecanismos que se siguen
durante la irradiacion en agua pura. Sin embargo, el cambio de disolventes o la
agregacion de otros componentes en la disolucion cambiara la severidad de los efectos
de la radiacion e incluso el mecanismo de esta pues es posible que otros componentes
absorban radiacion y generen otros mecanismos de formacion de radicales. Por tanto,
debido a esto, el estudio de las condiciones de reaccion para cada sistema particular es
relevante para encontrar las mejores condiciones para la polimerizacion.

1.1.7 Caracterizacién de materiales tejidos
A pesar de ser utilizadas para aplicaciones médicas, las gasas de algodén son A pesar de
que la mayoria de las telas son hilos de polimeros que estan tejidos entre si, la
determinacion de ciertas de sus propiedades es distinta que a los polimeros que no han
sido procesados para ser telas.

T 1.1.7.1 Pruebas mecdnicas (resistencia a la elongacidn)
Las ultimas técnicas de caracterizacidn que se utilizan para verificar
las propiedades de los materiales son pruebas de resistencia
mecanicas. A pesar de que existen una gran variedad de técnicas de
f B caracterizacion de las propiedades mecanicas en un material, las
sy pruebas mdas comunes son las de resistencia a la tensién (o
elongacién), las cuales son especialmente utiles para caracterizar
materiales poliméricos.

1 7 En una prueba estandar de resistencia a la elongacion se utiliza un
dispositivo capaz de generar un esfuerzo de tensién en lados

‘ // opuestos de una muestra en forma de “probeta” como se observa en

la Ilustracion 6. En estos analisis se determina la capacidad de la

} muestra para deformarse dependiendo del esfuerzo que aplique. La

llustracion 6. .
Configuracion tipica de prueba termina cuando la probeta muestra se rompe.

medicién de resistencia . . .
a elongacion Es importante denotar dos comportamientos importantes que se

presentan en la mayoria de las muestras poliméricas. En la Grafica
3 se muestra un grafico tipico de esfuerzo-deformacion para un polimero, en la primera
region (azul) se observa una deformacion lineal del material en funcion del esfuerzo
aplicado, este comportamiento se denomina deformacion elastica, la cual es reversible.
En esta region, es posible encontrar un pardmetro caracteristico que permite comparar
la elasticidad de un material, este valor lleva por nombre médulo eldstico o modulo de
Young y se define como la pendiente a deformaciones bajas de la region eldstica lineal.4°
En contraste, en la region marcada en naranja ocurre una deformacién ineldstica o
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deformacion plastica, la cual es
Elongacion . . ;
ima irreversible. Ademas de esto en
la Grafica 3 se observan los
parametros de elongacion
maxima y de ruptura del

Deformacién

Inelastica material.

Ruptura

Esfuerzo (Pa)

>
&
>

N Para materiales tejidos existen
o

éz;" varias  particularidades. Al
.é igual que en la mayoria de las

muestras poliméricas, uno de
los ensayos mds comunes para
la caracterizacion de telas es la
resistencia a la elongacion

Deformacion

Grafica 3. Curva tipica de esfuerzo-deformacion para un
polimero

hasta causar una ruptura. Sin embargo, como estos materiales tienen muchos puntos
fragiles en cada region de tejido, la ruptura de estos materiales ocurre en varias etapas.
Adicionalmente, tipicamente se reportan valores de fuerza en funcion del porcentaje de
deformacion (que es equivalente a la deformacion multiplicando por 100%) para
simplificar la tarea al no medir el espesor de los materiales. En este caso, los parametros
mas comunes reportados para este tipo de materiales es la fuerza maxima de elongacion,
el porcentaje maximo de elongacion, la fuerza de ruptura y la elongacion de ruptura (los
cuales se marcan en el Grafica 4). A pesar de que estos parametros no son una verdadera
medicién del modulo eldstico, normalmente son utilizados como parametros para
conocer la calidad de las telas.#

Fuerza (N)

Fuerza ae |

Elongacion (%)

Gréfica 4. Curva tipica de fuerza-deformacién(%) para materiales tejidos
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1.1.7.2 Determinacion de densidad lineal y densidad de area de textiles

A pesar de que la densidad volumétrica es uno de los parametros mas sencillos de
determinar para polimeros convencionales, la determinacion de la densidad volumétrica
de materiales tejidos no es un problema trivial debido a que, al ser compactadas para
medicidon de volumen, pierden su estructura tejida y el valor obtenido no refleja las
propiedades del material. Por tanto, y por practicidad, en textiles es mas comun utilizar
determinaciones de densidad en funciéon de parametros geométricos lineales (largo,
ancho o espesor) o por unidad de drea. Para esto, se puede determinar de manera
independiente la masa y la unidad geométrica deseada. Debido a que la mayoria de los
textiles tienen propiedades elasticas, la medicion de las propiedades geométricas se debe
realizar cuando la tela tenga un estiramiento constante para todas las determinaciones
o en su defecto, en reposo.

1.1.7.3 Sensibilidad al tacto en materiales tejidos

Un parametro importante que se debe considerar al utilizar materiales tejidos,
especialmente aquellos que se utilizaran en material médico, es la sensacion al tacto. Los
tres parametros que comunmente se utilizan para caracterizar materiales tejidos de
acuerdo con su sensacion al tacto es la rigidez, la suavidad y la rugosidad. Estos
parametros requieren pruebas subjetivas en las condiciones de uso normales, muchas
veces esta es una de las ultimas etapas de la producciéon y requieren un estudio
independiente de muestreo y de pruebas sensoriales;# sin embargo, con el objetivo de
tener una orientacion acerca de estos parametros, se han buscado correlaciones entre
propiedades intrinsecas de los materiales tejidos con las opiniones subjetivas de pruebas
sensoriales. Por ejemplo, se ha encontrado que la rigidez, suavidad y rugosidad de un
textil pueden estar relacionadas directamente con parametros mecanicos como los que
se obtienen en pruebas de flexibilidad, pruebas de esfuerzo cortante, pruebas de
compresion, propiedades de drea y de densidad de area.## Con una combinacion de
estos parametros, se han hecho modelos que describen la relacion sensorial de pruebas
instrumentales objetivas con pruebas sensoriales subjetivas, y se ha encontrado que
tipicamente parametros como flexibilidad y mayor densidad son las mas relevantes.
Adicionalmente, se ha concluido que la percepcion subjetiva de las propiedades de los
materiales normalmente solo es notoria cuando los pardmetros mecdnicos cambian de
manera significativa de un textil a otro.445

1.1.8  Contaminacién de heridas
Una herida se puede definir como una “disrupcion al acomodo fisioldgico de las células
de la piel y un disturbio a su funcion normal de conectar y proteger tejidos y 6rganos.”+’
Las heridas son uno de los padecimientos mas comunes debido a que pueden ser
ocasionadas por cortaduras, rupturas en la piel, raspaduras, presién, temperaturas
extremas, interaccion con sustancias quimicas, corriente eléctrica e incluso son causadas
de manera deliberada durante procesos quirurgicos. Dependiendo de la gravedad de las
heridas, estas se pueden dividir en heridas agudas y en heridas cronicas. Las heridas
agudas se caracterizan porque tienen un tiempo de curacidn relativamente corto bajo
los mecanismos naturales del cuerpo y no presentan mayores complicaciones pues la
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piel se restaura de manera integra. En contraste, las heridas cronicas son aquellas que
toman mads de 12 semanas en curarse por completo, lo cual se puede deber a factores
propios del sistema inmunologico de algin paciente o por complicaciones derivadas de
infecciones bacterianas.*

Para la correcta curacion de las heridas, ademas del correcto funcionamiento de los
mecanismos del sistema inmunoldgico de los pacientes, existen algunos aspectos de alta
importancia. Entre estos estan la oxigenacion de las heridas, la carga bioldgica alrededor
de las heridas y el pH de los tejidos dafnados. El primer aspecto es altamente importante
debido a que los mecanismos necesarios para una correcta curacién requieren de la
presencia de una concentracion minima de oxigeno (una presion de O, dentro de los
tejidos de alrededor de 30-50 mmHg). Normalmente, las heridas que tienden a volverse
cronicas tienen condiciones hipodxicas, lo cual complica la accion del sistema inmune y
evita que la herida cure rapidamente®#+

El segundo aspecto es también crucial porque la carga bioldgica de las heridas define la
probabilidad de que se desarrolle una infeccion en estas. Naturalmente, la piel humana
tiene un gran niamero de microorganismos (~10'°-10" organismos bacterianos por metro
cuadrado de piel) los cuales no causan ningtn dafio a la piel saludable.*® Sin embargo,
cuando la piel sufre una herida, los tejidos expuestos al ambiente se vuelven un medio
en el cual las bacterias pueden crecer facilmente. En heridas cutdneas, la mayoria de los
microorganismos encontrados son Staphylococcus aureus, Escherichia coli y especies de
Pseudomonas. El hecho de que exista una carga bioldgica en la piel no necesariamente
indica que habrd una infeccidn en la herida; esto se debe a que el propio sistema inmune
mantiene un equilibrio saludable de bacterias en los tejidos. En algunas ocasiones, no
obstante, este balance no se mantiene y hay una proliferacion bacteriana, lo cual
aumenta la respuesta inflamatoria del sistema inmune y genera que la herida se vuelva
crénica.¥ Adicionalmente, si el problema se vuelve grave, las colonias de bacterias
terminan formando peliculas bacterianas en los tejidos dafiados y en la piel. Estas
peliculas estan constituidas por proteinas extracelulares que permiten que la adhesion
bacteriana se favorezca, ademas de que aumentan el pH del medio y hacen que algunos
procesos inflamatorios se vuelvan mas severos, complicando aiin mas el sanado correcto
de la herida. Finalmente, otro problema que existe derivado de estas infecciones es el
desarrollo de la resistencia a antibioticos derivada del uso de tratamientos profildcticos
y terapéuticos contra estas infecciones.>#

Adicional a esto, se ha encontrado que el pH también tiene una influencia importante
en la calidad de la curacion. En general, los procesos inflamatorios caracteristicos de las
heridas cronicas aumentan el pH de los tejidos cutdneos, lo cual a la vez promueve la
formacion de peliculas microbianas. Se ha encontrado que tratar heridas con
disoluciones ligeramente acidas tiende a mejorar la calidad de heridas croénicas justo
porque se revierte este efecto y porque se reestablece el pH normal de la piel que es
ligeramente acido.49™5'
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1.1.9 N-vinilimidazol y Poli(N-vinilimidazol)
1.1.9.1 Compuestos imidazol N-sustituidos
El anillo de imidazol es un grupo funcional aromatico de cinco atomos que contiene dos
nitrégenos en las posiciones 1y 3. Este compuesto fue reportado por primera vez en 1858
a partir de la reaccion de condensacion entre glioxal, formaldehido y amoniaco, como
se muestra en el Esquema 11.5* Este anillo aromatico presenta deslocalizacion electrénica
en todos sus atomos; sin embargo, el dtomo de nitrogeno de la posicidon 3 tiene
propiedades basicas debido a que tiene una mayor densidad de carga negativa. Debido
a este exceso de carga, los anillos de imidazol pueden actuar como bases y asi formar el
derivado de imidazolio. Esta actividad acido-base les permite actuar como sustancias
amortiguadoras de pH con una constante de acidez de pKa=7.5

H
o O NH, N
+ é
© HJLH [ />
H N
Esquema 11. Sintesis de imidazol publicada por Heinrich Debus en 1858

Los compuestos de imidazol pueden ser muy variados debido que existen técnicas para
obtener derivados sustituidos en cualquiera de las posiciones del anillo, incluyendo los
dos nitrégenos; sin embargo, los derivados de imidazol N-sustituidos han presentado
propiedades muy convenientes en el para aplicaciones médicas debido a que tienen
propiedades las cuales les permiten ser usados como farmacos antimicoticos,
antibacteriales, anticancerigenos, antihipertensivos, entre otros. Dentro de los métodos
de obtencion de imidazoles N-sustituidos destacan las reacciones de sustitucion
nucleofilica con catalisis basica donde el nitrogeno de la posicion 1 del imidazol actuia
como nucledfilo (Esquema 12a).545 Como método adicional cabe mencionar que se
pueden obtener imidazoles substituidos en las posiciones 1, 2 y 3 utilizando aldiminas
en presencia de isocianato de tosilmetilo (TosMIC) y catdlisis basica con carbonato de
potasio (Esquema 12b). Esta reaccion fue descrita por primera vez por Van Leusen en

1977.5°
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Esquema 12. Métodos de sintesis de anillos de imidazol N-sustituidos
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Una propiedad muy relevante de estos derivados son sus propiedades antibacteriales,
debido a que estos han sido usados en varios fairmacos como el metronidazol y la
telitromicina.>” Estos farmacos tienen gran efectividad contra bacterias gram-negativas
debido a que son capaces de tener una carga positiva en el nitrogeno de la amina si esta
se cuaterniza (o se protona), lo cual es capaz de causar estrés en las barreras celulares de
estos organismos (las cuales tienen una carga negativa) y causar un efecto bactericida.
Este efecto bactericida se ha observado tanto en moléculas discretas como en derivados
poliméricos de este compuesto.58

1.1.9.2 N-vinilimidazol
El N-vinilimidazol es un compuesto muy utilizado en la quimica de biopolimeros debido
a que se ha encontrado que el grupo imidazol es muy biocompatible, esto es debido a
que este grupo es abundante en los seres vivos y por tener propiedades acido-base
cercanas al pH fisiolégico (pKa=7). Este mondmero forma polimeros lineales y es capaz
de ser copolimerizado con otros monomeros en copolimerizaciones estadisticas o de
injerto. La obtencion de este compuesto tipicamente se realiza a partir de una reaccion
de sustitucién entre el imidazol y 1,2-dicloroetano en presencia de un catalizador de
transferencia de fase seguido de una dehidrocloraciéon para formar el grupo vinilo en
medio basico (Esquema 13).5

Cl
] \

Base Base

N + Oy — — "3 _N
W Cl N )
N /
| ) N
N
Esquema 13. Sintesis de N-vinilimidazol por medio de catalizadores de transferencia de fase

La polimerizacidn de este compuesto ocurre por via radicalaria. Para lograr esta reaccion
se pueden utilizar iniciadores quimicos convencionales como azobisisobutironitrilo
(AIBN) y perdxido de benzoilo (BPO) asi como iniciacion por interaccion con radiacion
ionizante. Estas reacciones se realizan en disoluciéon o en dispersion para lograr
polimeros con una dispersidad alta y masas moleculares del orden de 105 g/mol.5°
Adicionalmente, es posible obtener polimeros con mayores masas moleculares,
dispersidades menores y arquitecturas con mayor control por medio de
polimerizaciones controladas como RAFT y ATRP.6>%' Se presenta el mecanismo general
de polimerizacion radicalaria del N-vinilimidazol en la Esquema 14 donde se observan
las etapas de iniciacion, propagacion y terminacion.
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Esquema 14. Mecanismo general de la polimerizacién por radicales del N-vinilimidazol:
1.Iniciacién, 2. Propagacion, 3. Terminacion

La polimerizacién radicalaria del PNVIm utilizando radiacion ionizante también ha sido
estudiada desde finales del siglo XX por Chapiro.59%> A través de estas investigaciones,
Chapiro encontro que tanto la polimerizacion iniciada por agentes quimicos como por
preirradiacion oxidativa tendia a ser muy lenta, normalmente tomando desde 20 hasta
50 horas, en llegar a conversiones del 30%. Adicionalmente, encontré que la
polimerizacion por radicales libres del NVIm en método directo procedia formando casi
completamente polimeros lineales. El entrecruzamiento de este polimero sélo ocurria
de manera importante en disoluciones con alta concentracion del mondmero o en
disolventes donde el polimero no es soluble.5®

Aprovechando las propiedades de reactividad del PNVIm, este también ha sido usado
ampliamente como sustrato a injertar en distintos polimeros. Por ejemplo, el PNVIm ha
sido injertado en silicona, PVCy polipropileno, tanto en injertos homopoliméricos como
injertos copoliméricos con poli(metacrilato de metilo) (PMMA) y poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL). En la mayoria de los casos utilizando método directo para
el injerto de PNVIm debido a su lenta velocidad de reaccién por método de
preirradiacién oxidativa.53-6¢
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1.1.10 Amortiguadores de pH

Una propiedad muy util de los sistemas acido-base es el amortiguamiento del pH
(también conocido como comportamiento buffer de pH). Tal como su nombre lo indica,
este tipo de sistemas permite mantener el pH cercano a un valor establecido, incluso
cuando en el medio de reaccion entra una especie con propiedades acidas o basicas
fuertes. El sistema de amortiguamiento de pH mas comtn es la combinacion de una
especie con propiedades acidas débiles y su base conjugada de tal forma que se dé el
siguiente equilibrio de especies (Ecuacion 1). Este equilibrio de especies acido-base esta
regido por el pH y estd caracterizado por una constante de equilibrio llamada K,y el
valor de su logaritmo negativo, llamado pK.. Estos valores se definen segun la
Ecuacion 2.

HA + H,0 A + H30"
. . Ecuacion 1
acido base
conjugada
K, = M , pK, = -logk, Ecuacion 2
[HA]

La ecuacion 2 se puede reordenar de tal manera que se obtenga la expresion derivada
por Hendersson en el afio de 1908 (Ecuacion 3) en donde se tiene una relacion entre la
concentracion molar del 4cido y la de su base conjugada. Esta ecuacion se conoce como
la Ecuacion de Hendersson-Hasselbach y es una aproximacion muy ttil para obtener el
pH de una disolucion buffer en condiciones ideales y con acidos débiles.

Ecuacion 3

. [HA] ( [A™] ]
[H'] =K ——, pH = pKa + log | —
[A7] [HA]

La naturaleza de un amortiguador de pH se puede entender ficilmente a partir de
ecuacion de Henderson-Hasselbach. Al examinar el término logaritmico, es posible
concluir que el pH de una disolucion no se alterard en mas de una unidad siempre y
cuando una de las especies del par acido-base no esté presente mas de 10 veces en
relacion a la otra, por tanto un amortiguador en donde la relacion [A-]:[HA]=1 podra
mantener el pH=pKa+1 bajo las adiciones de acidos o bases mientras se mantenga la
relacién o0.1=[A-]:[HA]<10. A pesar de que aqui se muestra un modelo matematico
simplificado para el comportamiento de las bases débiles, es importante mencionar que
el comportamiento amortiguador también es importante en disoluciones con pH
cercano a cero y a catorce asi como para hidroxidos metélicos insolubles.®?

Una manera de estudiar si un sistema tiene capacidades amortiguadoras de pH es
estudiar la variacion del pH de la disolucion en funcién de adiciones de sustancias acidas
o sustancias basicas. Para cuantificar este efecto, en 1920, Van Slyke defini6 la capacidad
de amortiguamiento de acuerdo a la siguiente ecuacion (4).3-%7
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Capacidad buffer (mol L)

dG, dc,

Ecuacion 4

T d(pH)  d(pH)

pKa

Ka-1 pKa+1

pH

Gréfica 5. Capacidad buffer para un
sistema de acido débil

De acuerdo con los resultados obtenidos por Van
Slyke e investigaciones subsecuentes, la
capacidad de amortiguamiento de un acido débil
es importante en el intervalo pH=pKaz+1 tal como
se muestra en Grafica 5. En esta grafica ademas
se colocan las barreras de amortiguamiento
alrededor de pH~o0 y pH~14 debidas al equilibrio
de auto disociacion del agua. Este grafico puede
obtenerse a través de la primera derivada en
funcion del pH de una curva de titulacion.
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1.2 Objetivos

1.2.1  General
Obtener a través de la funcionalizacidon de gasas de algodén con PNVIm y PNVIm
cuaternizado un dispositivo médico con propiedades antimicrobianas y de
amortiguamiento de pH.

1.2.2  Particulares

1. Utilizando radiacién ionizante, producir un copolimero de injerto de PNVIm en
gasas de algoddn (a-celulosa) a partir de gasas puras y NVIm.

2. A través de una reaccion de sustitucién nucleofilica cuaternizar con CH;l el
polimero previamente injertado.

3. Encontrar las condiciones de reaccion éptimas (método, dosis de irradiacién,
concentracién del mondémero, disolvente y temperatura) para obtener injertos
reproducibles de PNVIm, asi como de PNVIm cuaternizado en gasas de algodon.

4. Caracterizar las gasas injertadas y cuaternizadas utilizando espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier, analisis termogravimétrico, calorimetria
diferencial de barrido, microscopia electrénica de barrido, y pruebas de
resistencia elongacion.

5. Comprobar las propiedades de amortiguamiento acido-base de las gasas
injertadas y cuaternizadas a través de valoraciones potenciométricas de pH.

6. Verificar las propiedades antimicrobianas de las gasas injertadas y cuaternizadas
a través de pruebas de pruebas inhibicion de crecimiento en un medio de cultivo
de agar Miiller-Hinton a una concentracion equivalente a 0.5 McFarland de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

1.3 Hipotesis

La formacion de injerto del PNVIm utilizando radiaciéon ionizante se posiblemente
realizara de manera satisfactoria, pudiendo encontrar las condiciones optimas de
reaccion para obtener distintas muestras con porcentajes de injerto variables. Después
de encontrar las condiciones éptimas para obtener el injerto de PNVIm en gasas de
algodon, las muestras injertadas reaccionaran de manera satisfactoria con CH;l para
formar la forma cuaternizada del PNVIm. Las muestras obtenidas presentardn
diferencias notorias en sus propiedades espectroscdpicas, térmicas y geométricas por la
presencia del PNVIm o de su forma cuaternizada. Debido a la utilizacion de dosis de
radiacion bajas (< 50 kGy segun lo encontrado en la literatura) (que no generan
degradacion significativa del sustrato), la utilidad de las gasas como dispositivos médicos
se mantendrd. En general, las gasas que contengan al grupo imidazol en su forma
polimérica exhibirdn un comportamiento de amortiguamiento acido-base alrededor de
un pH=7. Finalmente, debido a las propiedades del grupo imidazol, se encontrara que
las gasas funcionalizadas tendran actividad antimicrobiana para bacterias patégenas que
tipicamente se encuentran en heridas cutdneas.
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Capitulo 2. Seccién Experimental

2.1 Materiales y Métodos
El N-vinilimidazol y el CH;l se obtuvieron de Sigma-Aldrich. EIl NVIm se destil6 a presion
reducida para eliminar impurezas y residuos poliméricos. Los disolventes utilizados
fueron obtenidos de Quimica Mayer México A.C. y fueron destilados antes de ser
utilizados para las reacciones de polimerizacion. Las gasas de algoddn esterilizadas que
se utilizaron fueron de la marca Lourdes M.R. en su presentacion de 10 x 10 cm (35 x 40

cm desdobladas).

La exposicidn de las muestras y medios de reaccion a la radiacion gamma se realizé en
un irradiador modelo Gammabeam 651PT que utiliza una fuente radiactiva de ¢°Co con
una vida media de 5.2 afios y con intensidades de dosis de radiacién promedio de 8 kGy/h
y una actividad de 2338.4 TBq en la unidad de Unidad de Irradiacion y Seguridad
Radiologica del Instituto de Ciencias Nucleares, de la Universidad Nacional Autéonoma
de México. Para la realizacién de los espectros de Espectroscopia de Infrarrojo por
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) se utilizé un equipo de la marca Perkin Elmer
modelo Spectrum 100. El andlisis termogravimétrico se realiz6 en un equipo
TAinstruments TGA Qs0. Los experimentos de Calorimetria Diferencial de Barrido se
realizaron en un equipo marca TAinstruments modelo DSC 2010. Las titulaciones acido
base fueron monitoreadas por un potenciometro HANNA HI4212 utilizando un
electrodo combinado de vidrio para determinacién de pH (HANNA HI 1331B) que fue
calibrado con amortiguadores estandar de pH marca FisherScientific (pH= 4.0, 7.0, 10.0).
Los estudios de microscopia electréonica de barrido fueron realizados utilizando un
microscopio JEOL JSM-5900-LV en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Industria y la
Investigacion de la UNAM. Las mediciones del espesor de las gasas fueron realizadas con
un calibrador Vernier digital marca Truper con una resolucién de 0.01 mm. Las pruebas
mecdnicas se realizaron en un equipo Shimadzu Precision Universal/Tensile Tester en
el Instituto de Investigaciones en Materiales de la UNAM. Las pruebas de inhibicién de
crecimiento bacteriano se realizaron utilizando las bacterias Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583) y Staphylococcus aureus (ATC 25923) a
una concentracién de 1.5x108 UFC/mL (0.5 de estandar de tubo McFarland) en un tubo
de ensayo de vidrio con fondo plano. Las mediciones de espectrofotometria UV-Vis se
realizaron en un espectrofotometro de doble haz SPECORD 200 PLUS marca
analytikjena.

2.2 Injerto de PNVIm en gasas de algodén (método directo)
A partir de una gasa de algodon comercial, se recortaron seis pedazos de 17x12 cm que
después se doblaron hasta obtener muestras de gasas de 4x4 c¢m, aproximadamente.
Estas muestras luego fueron lavadas con etanol durante 4 horas para eliminar impurezas
y se secan en condiciones de vacio, a 40 °C durante 12 horas, para eliminar residuos de
disolvente y de humedad. Cuando las muestras de gasa se hubiesen secado, estas se
pesaron para obtener su masa inicial, sin injerto (m,). Las muestras ya pesadas se
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colocaron en tubos de ensayo (16x100 mm) y se fabricaron ampolletas de vidrio a partir
de estos tubos, como se muestra en la Ilustracién 7.

Dentro de las ampolletas de vidrio que contenian muestras de gasas se colocaron
aproximadamente 8 mL (volumen suficiente para cubrir completamente el trozo de gasa
a funcionalizar) de una disolucion de NVIm en distintos disolventes (ver Tabla 3) y el
sistema se colocd bajo burbujeo de Ar o bajo desgasificacion por el método de
congelacion-descongelacion (cominmente conocido como el método Freeze-Thaw por
su traduccion en inglés) para evitar la presencia de oxigeno. El método de
desoxigenacidn utilizado dependid de la naturaleza del disolvente pues para disolventes
volatiles se utilizo el método congelacion-descongelacion y para disolventes no volatiles
se utilizo el burbujeo con Ar. Después del procedimiento de eliminacidn de oxigeno, las
ampolletas con gasas se sellaron utilizando calor.

NVIM + Disolvente

Fabricacién de Degasificado y
ampolletas sellado de Y
lletas
— R S L

B
[

BB

llustracién 2. Método de fabricacion de ampolletas para método directo

Tabla 3. Métodos de desoxigenacién de los disolventes utilizados

Disolvente Método de desoxigenacion
Cloroformo Freeze-Thaw

Acetona Freeze-Thaw

Tolueno Burbujeo con Ar

Etanol Burbujeo con Ar

Metanol Burbujeo con Ar

Agua Burbujeo con Ar
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Para la irradiacidn v, las gasas de algodon se colocaron frente a una fuente radioactiva
de °°Co durante el tiempo necesario para cubrir la dosis deseada, teniendo en cuenta
que la razén de dosis de la fuente es de | = 8 kGy/h de acuerdo a mediciones realizadas
con un dosimetro de Fricke modificado.?® Las gasas se irradiaron con dosis entre 5y 50
kGy.

Después de haber irradiado, las gasas se lavaron tres veces en etanol, durante dos horas,
para eliminar el homopolimero de PNVIm que se formo, inmediatamente las gasas se
secaron al vacio y se pesaron (m;) para calcular el porcentaje de injerto. El rendimiento
del injerto se determino a través del aumento en masa de las gasas como se muestra en
la Ecuacion 5. Todos los experimentos por método directo se realizaron por triplicado.

" Ecuacién 5

Donde m; es la masa de las gasas injertadas y m, es la masa de las gasas pristinas.

2.3 Obtencién del homopolimero PNVIm

Para obtener el homopolimero de PNVIm que se obtiene tras la reaccién de
polimerizacion por el método directo, se aisld y filtré el medio de reaccién en el cual
estaba sumergido la gasa después de irradiar. Después de filtrar el medio de reaccion, el
homopolimero se seco a 60°C para promover el escape del monomero residual. Debido
a que este era un componente mayoritario del medio de reaccion, y ademas de que segtin
lo encontrado por Chapiro los rendimientos de esta reaccion son altos para las dosis de
irradiacion utilizadas, el rendimiento de formacion de homopolimero no se determing,
sino que solo fue utilizado para realizar pruebas de caracterizacion de los materiales
injertados.

2.4  Injerto de PNVIm en gasas de algoddn (preirradiacién oxidativa)
Trozos de gasa de 4x4 cm previamente lavados y pesados se colocaron en ampolletas de
vidrio abiertas y se irradiaron con dosis de irradiacion entre 5-50 kGy utilizando la fuente
de %°Co. Después de la irradiacion, después de 24 horas en reposo a temperatura
ambiente, las ampolletas fueron rellenadas con la disoluciéon de NVIm bajo las
condiciones a evaluar, desgasificadas y selladas.

Estas ampolletas se colocaron a bafilo maria a temperatura constante (60 u 80°C),
durante 24 horas. Finalmente, las muestras de gasa funcionalizadas fueron lavadas 3
veces en etanol durante dos horas y secadas al vacio para obtener su masa final y asi
calcular el porcentaje de injerto utilizando la Ecuacién 5. Todos los experimentos por
método de preirradiacidon oxidativa se realizaron por triplicado.
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2.5 Cuaternizacion de las gasas injertadas

Para la cuaternizacion de los materiales obtenidos después del procedimiento de injerto,
se tomo una muestra de gasa injertada, previamente pesada, la cual se colocd bajo
agitacion, en etanol, a 0°C. Después de agregd CH;l lentamente hasta llegar al volumen
necesario para alcanzar la concentracion deseada (5% y 10 % v/v para so mL de
disolucién). La reaccion se mantuvo durante 60-180 min. Cuando la reacciéon hubiese
terminado, las muestras se lavaron tres veces con etanol, se secaron al vacio y se pesaron
(m). El grado de cuaternizacion se calculé utilizando la Ecuacién 6.

I Ecuacion 6

Donde m; es la masa de las gasas injertadas y mc es la masa de las gasas cuaternizadas.

Para comprobar que el yoduro presente en las gasas cuaternizadas no fuera el
responsable de influenciar las propiedades antibacterianas, se realiz6 un procedimiento
de intercambio idnico. Para esto, las gasas fueron lavadas tres veces alternando
disoluciones de NaOH y HCI 0.1 mol/L a pH=12 y 2; respectivamente. Finalmente, las
disoluciones se lavaron tres veces con una disolucién de NaCl 9% m/V. Todos los
experimentos de cuaternizacion de hicieron por triplicado.

2.6 Caracterizacion de gasas modificadas

Para la caracterizacion de las gasas injertadas y cuaternizadas se utilizaron analisis por
FTIR-ATR, TGA, DSC, SEM y medicién del espesor de las muestras. El anadlisis
termogravimeétrico se realizé con una rampa de calentamiento a 10 °C/min de 25 a 800
°C. Los Experimentos de Calorimetria Diferencial de Barrido se realizaron bajo una
atmosfera de nitrégeno utilizando condiciones de precalentamiento de 20 a 150 °C, con
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, para luego realizar un calentamiento de
25 a 300 °C a una velocidad de 10 °C/min. Los estudios de microscopia electrdnica de
barrido fueron realizados con un voltaje de aceleracion de 15 kV después de cubrir las
muestras por sputtering, con grafito. Las mediciones del espesor de las gasas se
realizaron utilizando un calibrador Vernier digital. Para estas pruebas se usaron gasas
que tuvieran 15, 25 0 45% de injerto. Sin embargo, mayoritariamente se usaron gasas con
25% de injerto debido a que fueron el sistema con condiciones de reaccién mas
favorables y con buena reproducibilidad (ver seccion 3.1.4).

2.7 Pruebas Mecanicas

Las pruebas mecanicas se realizaron de acuerdo con el protocolo para medicién de la
resistencia a la elongacion para fibras textiles tejidas, descrito en la ASTM-D5035-11.%8
Para esto se recortaron trozos de gasa de 100 mm x 25 mm los cuales se colocaron en
equilibrio con el ambiente (humedad relativa: 50%, temperatura: 22 °C) y se sometieron
a un esfuerzo por tension a una velocidad constante de elongacién de 300 mm/s. Se
presenta la curva de fuerza de elongacion en funcién del porcentaje de deformacion. Las
muestras se midieron por quintuplicado. Para estas pruebas se usaron gasas que tuvieran
15y 25 0 45% de injerto y gasas con 25% de cuaternizacion.
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2.8 Medicién de la densidad de drea
Las mediciones de densidad de area se realizaron adaptando el protocolo descrito en la
ASTM-D3776M - o9a. Para esto, se cortaron cinco pedazos de 4 x 4 cm de cada material
(pristina, injertada y cuaternizada) para tener un area total de 16 cm?. A estos trozos de
material se les midié la masa utilizando una balanza analitica. Para determinar la
densidad de drea se utiliza la siguiente férmula (Ecuacién 7).%9 Para estas pruebas se
usaron gasas que tuvieran 15, 25 0 45% de injerto y gasas con 25% de cuaternizacion.

Densi Ecuacion 7

Donde mg es la masa de la gasa evaluada y Ag es el area de la gasa evaluada (25 cm?).
Titulaciones de pH

Para realizar las titulaciones se coloco un trozo de gasa pristina, injertada o cuaternizada
(~0.2 g) en agua desionizada, bajo agitacion constante, durante unos minutos. Después
de esto, se ajusto el pH a 4 para tener un punto de partida equivalente para todos los
materiales funcionalizados. A continuacién, se anadid de manera controlada KOH o.1
mol/L como agente titulante y se monitoreo6 el pH después de cada adicion, utilizando
un electrodo combinado de vidrio y un potenciémetro. El volumen de punto final de la
titulacion se estableciéo como dos veces el volumen requerido para llegar al punto de
equivalencia aparente del sistema. Para estas pruebas se usaron gasas que tuvieran 15, 25
0 45% de injerto y gasas con 25% de cuaternizacidn.

2.9 Pruebas bioldgicas

Para las pruebas bioldgicas, trozos circulares de gasa pristina de aproximadamente 1 cm
de didmetro (~o0.2 g) se colocaron en tubos de ensayo conteniendo Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) o Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) en agar Miiller-Hinton, con una concentracién de 1.5x108 UFC/ml (0.5
McFarland). Los tubos fueron incubados a 37 °C, por 24 h. Cultivos de control positivo y
negativo (con y sin bacterias) también fueron preparados con este método. Para
cuantificar el crecimiento bacteriano, la absorcion de luz de los medios de cultivo fue
medida en un espectrofotometro UV-Vis utilizando el intervalo de longitudes de onda
desde 450 a 800 nm. La absorbancia a 600 nm se utilizd para comparar el crecimiento
bacteriano en todas las muestras, de acuerdo con lo encontrado en la literatura.’ Para
comprobar la efectividad de la inhibicion bacteriana, los ensayos fueron realizados por
quintuplicado, comprobando que los resultados fueran estadisticamente significativos,
utilizando pruebas t-student para diferencia de medias con p=0.001. Para estas pruebas
se usaron gasas con 25% de injerto debido a que fueron el sistema con condiciones de
reaccién mas favorables y con buena reproducibilidad (ver seccién 3.1.4).
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Capitulo 3. Discusidn y Resultados

3.1 Funcionalizacién de los materiales injertados con PNVIm
3.11 Comparacién de los métodos de polimerizaciéon

Dlsolvente 1) CH,I/EtOH
radlaclon-'y 0°C

2) intercambio
Disolvente 0-0
radiacién-y
t.a.
0,

iénico
A

Ho-©
O-0oH

Esquema 15. Funcionalizacion de gasas de algodén con PNVIm utilizando radiacion ionizante

En primer lugar, se comprobd la efectividad de cada método de polimerizacién utilizado
para el injerto de PNVIm (ilustrados en el Esquema 15). Esto se realizé evaluando el
porcentaje de injerto de NVIm en funcién de la concentracion de NVIm a una dosis
constante de 30 kGy la cual se establecio como dosis maxima de irradiacion para este
trabajo debido a que, a mayores dosis de irradiacidn, las gasas sufren una degradacion
importante (ver Tabla 2). Estos experimentos utilizaron agua como disolvente. Los
resultados promedio de estos experimentos se presentan en la Tabla 4. Los experimentos
por preirradiacion oxidativa se realizaron a 6o °C y a 8o °C, mientras que por método
directo las ampolletas se mantuvieron a temperatura ambiente (25 °C).

Tabla 4. Resultados del porcentaje de injerto en funcién del método utilizado

Método PNVIm (% V/V) T (°C) % injerto
10 25 (16.5 £ 0.7) %
. o 25 (25.3+0.9) %
Directo 20 25 (28.4 £1.4) %
80 25 (91.0 £16) %
60 0%
10 80 (0.9 £1.0) %
60 0%
Preirradiacion 30 8o (2.0+0.9) %
Oxidativa 60 0%
50 80 (2.9 £11) %
30 60 0%
80 (32+1.4) %
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A partir de estos resultados se identificaron varios puntos importantes:

En condiciones equivalentes, el método directo permite obtener materiales con
porcentajes de injerto mucho mayores y por lo tanto se concluye que este método
es el mads conveniente para injertos que alteren significativamente las
propiedades funcionales de la gasa.

Para los experimentos realizados con una concentracion de PNVIm de 80% V/V,
por método directo, se obtuvieron materiales con una funcionalizacién muy
elevada en comparacién a lo que se obtiene a menores dosis de irradiacion; sin
embargo, estos materiales pierden su funcionalidad como gasas debido a que se
endurecen completamente.

Para los experimentos con concentracion de 30 y 50% V/V, por método directo,
se encuentra un valor similar de funcionalizaciéon de NVIm en las gasas de
algodon, lo cual sugiere que existe un efecto de saturacion en el injerto alrededor
de estas condiciones. A concentraciones mayores (80 %V/V), el injerto aumenta
drasticamente lo cual se sospecha que tiene que ver con la solubilidad del
polimero en agua. Esto se comprueba en la seccion 3.1.4.

3.1.2 Efecto del disolvente

Después de determinar que el método directo es el que dio mejores resultados, se evalud
el efecto del disolvente en el rendimiento del injerto de NVIm. Para esto se utilizaron
varios disolventes con distintas polaridades y se realizé la reaccion utilizando las

Injerto (%)

28 -
24 + T /
20 4 /

6 - T T

4 T

5 // / /

8 4 T

4- /

0 T T T T T T T T I 1

Cloroformo  Tolueno Acetona Etanol Metanol Agua
Disolvente

Gréfica 6. Porcentajes de injerto en funcion del disolvente. D = 30 kGy, Cnvim = 30% V/V
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siguientes condiciones de reaccién de acuerdo con lo observado en la secciéon 3.1: D = 30
kGy, Cnvim = 30% v/v. Los resultados de estos experimentos se presentan en la Grafica 6.

Los resultados de estos ensayos revelaron que el metanol y el agua generaban los injertos
mas grandes bajo las mismas condiciones experimentales, esto se atribuy6 a dos razones.
En primer lugar, se esperaba que el metanol y el agua interactuasen mejor con los grupos
polares de la celulosa y permitiesen mayor transporte de NVIm hacia la superficie de la
gasa. Este es un efecto altamente probable debido a que los injertos son mas bajos en los
disolventes de polaridad baja.

Adicional a la polaridad del disolvente y su interaccion con la gasa de algodon, se esperan
diferencias importantes de reactividad en el sistema dependiendo de los efectos que
tienen la radiacion en las moléculas de los disolventes. En todos los disolventes
utilizados, para una dosis de irradiacion de 30 kGy, existe una radidlisis importante (se
esperan rendimientos radioquimicos para formacion de especies radicalarias de
aproximadamente G(R’) > 0.5 mmol/].7"7 Para cloroformo, tolueno, acetona y etanol la
mayoria de los radicales formados en el spur se recombinan rapidamente, limitando los
efectos que estos tendran sobre la superficie de la gasa. En contraste, para el agua y el
metanol es probable que haya una mayor concentracion de radicales H' y OH' (agua) y
CH50O" (metanol) fuera del spur capaces de realizar rupturas homoliticas en los residuos
de glucosa en la celulosa y en el NVIm. Adicionalmente para el agua, se espera la
formacion de perdxido de hidrogeno, el cual también podria inducir reacciones
radicalarias a pH bdsico.?®

Para el agua, el hecho de que se forme el radical hidroxilo es muy relevante. Esto es
porque el radical OH’ es un electrofilo muy fuerte, que puede adicionarse tanto al doble
enlace del NVIm como a su estructura aromatica. Esto, después de una deshidratacion
podria formar un producto radicalario que estaria disponible para reaccionar con la
celulosa. Esta reaccién radicalaria se muestra en el Esquema 16, debido a que el
mecanismo de adicion en el doble enlace no compromete la estructura aromatica, se
espera que este sea el mds probable.7#7¢ Debido a que las reacciones radicalarias son
mas probables en la disolucion debido a la alta concentracion de radicales OH" en el
medio, se espera que los primeros radicales que se formen son los de NVIm los cuales
luego podran tanto homopolimerizarse como polimerizarse sobre la celulosa.

0 O A OO 0

K OH OKV/OHH \HA° (gH2_>NK/®_> |
oS ﬁ) _Hoso LR
@
N OV K [ N N

Esquema 16. Formacion de radicales de NVIm por presencia del radical hidroxilo
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3.13 Injertos en metanol

Teniendo en cuenta que los injertos tanto en agua como en metanol fueron efectivos, se
utilizaron estos sistemas de base para evaluar la eficiencia del injerto en funcién de la
variacidn de dosis y de concentracion inicial del monémero. En primer lugar, se evalto
el efecto de la concentracién del NVIm desde una concentracion de 5 % v/v hasta una
concentracidon de 80% v/v utilizando una dosis constante de 30 kGy. Los resultados de
estos experimentos se presentan en la Grafica 7.
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Gréfica 7. Porcentaje de injerto en funcion de la concentracion de NVIm. D= 30 kGy.

Este experimento permite determinar la tendencia general entre las variables
involucradas. En este caso se observa que el porcentaje de injerto aumenta de manera

30

25 7%

= N
(6] o
T T T
‘o
\
\
\
\
o
\
\
\
Ty

Injerto (%)

=
o
T
\
\

0 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " J
0 5 10 15 20 25 30 35

Dosis (kGy)

Gréfica 8. Porcentaje de injerto en funcion de la dosis de irradiacién. Cnvim= 30 % V/v.
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rapida para concentraciones desde 5 hasta 30% v/v de NVIm, a partir de este punto se
observa que la eficiencia en el injerto se mantiene estable e incluso disminuye
ligeramente. Esto coincidid con el hecho de que a concentraciones a partir de 30 % v/v
se formd una mayor cantidad de homopolimero soluble en el medio, lo cual evité la
formacion de mayor injerto pues se favorecieron las reacciones de terminacion.

A continuacion, se evaltio el efecto de la variacion de la dosis en el injerto de NVIm, para
esto se evaluaron intensidades de dosis desde 5 hasta 30 kGy utilizando una
concentracidon constante de NVIm de 30 % v/v. Los resultados de este experimento se
presentan en la Grafica 8. Debido a que se evaluaron dosis de irradiacion hasta 30 kGy
no se comprobd si el comportamiento en el injerto sufriria una estabilizacién como en
el caso anterior; sin embargo, al menos en la dosis evaluada se observo una relacion
lineal entre la dosis de irradiacion y la eficiencia en el injerto.

Después de evaluar estas variables, se probaron diferentes de Dosis y Concentracién en
MeOH para obtener injertos de manera efectiva desde 6.5 hasta 28.6 %. Estos datos se
resumen en la Tabla 14.

Tabla 5. Porcentajes de injerto en metanol (Método directo)

Dosis (kGy) Cnvim (%V/V) % injerto
5 30 (6.5+0.3) %
30 5 (7.8+0.8) %
30 10 (9.4%1) %
10 30 (12.3+1.2) %
15 20 (12.6+12.1) %
15 30 (15.6+0.2) %
20 30 (16.3+1.3) %
30 20 (19.5+2.9) %
25 30 (2120.6) %
30 8o (22.8+1.3) %
30 30 (22.8+1.4) %
30 70 (25125.3) %
30 50 (25.3+0.8) %
30 40 (25.4%0.9) %
30 60 (28.6+1.4) %
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3.1.4

Para los injertos en agua se realizd el mismo procedimiento que para los injertos en
metanol. A continuacidn, se presentan los resultados de estos experimentos (Graficas ga

y 9b).
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Gréfica 9. (a) Injerto en funcioén de la concentracion de NVIm. D = 30 kGy. (b) Injerto en funcion de la

dosis de irradiacion en agua. CNVIm=30 % V/V.
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El comportamiento del porcentaje de injerto en la muestra en funcion de la
concentracion de monomero utilizado se observa en la Grafica ga. Para concentraciones
por debajo de 60 % V/V de NVIm se observa una tendencia muy similar a la observada
en metanol en la que existe un valor limite de injerto a partir de una concentracion de
30 % V/V; sin embargo, para concentraciones mayores al 60% V/V el porcentaje de
injerto aumenta de manera significativa. Esto se atribuye a que el homopolimero
formado durante la reaccion es insoluble en el medio, lo cual (de acuerdo a las
observaciones realizadas por Chapiro.5°) genera un efecto gel, provocando una auto
aceleracion en la reaccion, provocando mayores injertos. Por otro lado, la dependencia
del injerto de PNVIm con respecto a la dosis de irradiacion (Grafica gb) es practicamente
lineal, comportamiento muy similar al observado en metanol. De nueva cuenta, se
realizan distintos ensayos de esta reaccidn en agua y estos resultados se presentan en la
Tabla 6.

Tabla 6. Porcentajes de injerto en agua (Método directo)

Dosis (kGy) Cnvim (%0V/V) % injerto
5 30 (4.5+0.8) %
30 5 (8.8+0.5) %
10 30 (9.720.5) %
15 10 (14.77+0.8) %
30 10 (16.5+0.8) %
20 30 (16.9+0.3) %
25 30 (20.120.4) %
30 30 (24.8+0.8) %
30 40 (25.7+0.5) %
30 20 (26.7+2.1) %
15 70 (26.8+1.1) %
30 50 (28.5+1.5) %
30 60 (32.2+0.9) %
30 70 (45.3%0.5) %
30 8o (91.1416.3) %

En todo caso, fue posible obtener injertos desde 5% hasta 35% de manera reproducible.
Esto se logro a pesar de la formacion de una gran cantidad de especies radicalarias y de
peroxido de hidrégeno. Sin embargo, los injertos de 25- 30% fueron los que se obtuvieron
con mayor reproducibilidad, utilizando agua como disolvente, por tanto, son los
materiales con injerto que se utilizaron mayoritariamente para realizar las pruebas
subsecuentes.
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3.2 Cuaternizacion de las gasas injertadas

Intercambio
CH;l lonico

A ” =4 A

Esquema 17. Reaccidn de cuaternizacién de los residuos de NVIm por sustituciéon nucleofilica con
CHal

Para la cuaternizacion de las gasas de algodon, se realizd la reaccidon que se presenta en
el Esquema 17, en donde ocurre una sustitucion nucleofilica del yodo en el CH;I por el
grupo imidazol. Para realizar esto, se utilizaron concentraciones de 5% v/v y 10% v/v de
CH;l de acuerdo a lo publicado en la literatura.” En ambos casos, los tiempos de reaccion
se variaron entre 60 y 180 min. Los resultados experimentales obtenidos se resumen en
la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados del porcentaje de cuaternizacién a diferentes condiciones de reaccion

[V)
t (min) Ccnst (%v/v) 5 10
60 0 (15+3) %
8o 0 (19+2)%
120 o (22£2)%
140 2+x1)% (25 +3) %
160 G3x1)% (24+2)%
180 2+x2)% (25£3)%

Como se puede observar, solamente se obtienen cuaternizaciones efectivas para
concentraciones de CH3l de 10% v/v y el mayor grado de cuaternizacién es de 25%, el
cual se obtiene con un tiempo de reaccion de 140 min.

Debido a que los grupos cuaternizables en el polimero estan limitados por las
interacciones intermoleculares y por efectos estéricos, es de esperarse que el grado de
cuaternizacion menor del 100%.777% Dado que el efecto bactericida del polimero
cuaternizado del PNVIm depende de la presencia de una densidad de carga positiva en
la macromolécula, se espera que a mayores valores de cuaternizacion, exista un mayor
efecto bactericida. Por tanto, para pruebas subsecuentes se utilizan los materiales con
grado de cuaternizacion de 25%, los cuales ademas de ser los candidatos con mayor
porcentaje de cuaternizacion, no alteran significativamente a la gasa de algodon (ver
secciones subsecuentes).
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3.3 Caracterizacion de los materiales funcionales
En esta seccion se presentan las diferentes técnicas de caracterizacion que se le
realizaron a los materiales funcionales. Estas pruebas se realizaron con el objetivo de
tener evidencia del injerto de PNVIm y de confirmar que las propiedades de las gasas
son convenientes para su uso como dispositivos médicos. Para comparar el aspecto de
las muestras, se presenta una fotografia de las gasas de algodon (pristina, injertada y
cuaternizada) en la Ilustracion 8.
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llustracién 3. Fotografias de las gasas pristina, injertada (25%) y cuaternizada (25+25%) en orden

Debido a la presencia del injerto, las propiedades que se espera que cambien de manera
significativa después de realizar los injertos son las propiedades fisicas (dimensiones,
densidad), propiedades térmicas (temperatura de descomposicién, presencia de
transiciones vitreas), propiedades dcido-base de las gasas, propiedades mecdnicas de las
gasas y propiedades de inhibicion de crecimiento bacteriano. En esta seccion se discuten
los efectos representativos de ciertos grados de injerto y de la cuaternizacion en las gasas;
sin embargo, como resumen en la Tabla 8 se presentan la variacion de estas propiedades
en funcion de la identidad de las gasas modificadas.

Tabla 8. Resumen de los resultados de caracterizacién de los materiales funcionales
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Gasa 25 | 0.02154
Gasa-g-PNVIm 15% 37 | 0.02491
Gasa-g-PNVIm 25% 43 | 0.02660
Gasa-g-PNVIm 45% 52 | 0.02961
Gasa-g-[MePNVIm*X- 25% + 25%] | 74 | 0.03381
PNVIm NA NA 325 | 151 | NA | NA | NA | NA NA | NA | NA
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3.3.1 FTIR -ATR
La primera prueba para comprobar la presencia del polimero de NVIm en las gasas de
algodon fue la caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo, para este experimento
se evalud una gasa sin funcionalizar, una gasa injertada, una gasa cuaternizada y el
homopolimero de PNVIm el cual se aislé6 del medio de reaccion. Los espectros de
infrarrojo se presentan a continuacién en la Grafica 10.

En el espectro (a) es posible observar las sefiales mds importantes para la gasa de
algodon, de entre las cuales destacan y se muestran en la [lustracién 9:

1. 3330 cm? (m,br) la cual corresponde al
estiramiento de los enlaces O-H de cada unidad
monomérica de glucosa (Vo-n).

2. 2003 cm® (m,br) que corresponde a la
vibracion de estiramiento de los enlaces C-H en la
glucosa (ven).

3. 1027 cm™ (m) que corresponde a la vibracién de

llustracién 4. Modos vibracionales de  estiramiento del enlace C-O del éter en el anillo de
la unidad monomérica de la glucosa glucosa (Vc.o).

Por su parte, para el PNVIm es posible observar las sefiales correspondientes a sus modos
de vibracion en el espectro (d), se destacan a continuacion los modos vibracionales mas
relevantes los cuales se asignan de acuerdo a trabajos previos acerca de la espectroscopia
del PNVIm,” los mismos que se resaltan en la Ilustracion 10. Es importante mencionar
que se observan modos vibracionales de la forma protonada y no protonada del PNVIm
pues el pH de la reaccién no fue controlado.

e 3105 cm® (m) el cual corresponde al

1 3,4 estiramiento de los enlaces C-H en el anillo

H 2 H H aromatico (Ve.H, aromatico)-
/ N / l\\l+ e 1493 cm? (I) la cual corresponde al
N N estiramiento de los enlaces C-N en el anillo

\)\/ \)\/ o (VC_N’ ammétiw)
e 1222 cm™ (1) la cual corresponde a flexién de los

llustracion 5. Modos vibracionales de enlaces N-H dentro del plano (8.1, enei plano) -
la unidad monomérica de PNVIm ° 907 cm™ (m) la cual corresponda a la flexion

del enlace N-H fuera del plano (8x-u, fuera del plano)

En los materiales injertados (espectros (b) y (c)) se corrobora la presencia de PNVIm en
las gasas debido a que se observan las sefiales correspondientes al polimero injertado
(marcadas en negritas) y a la celulosa (marcadas en redondas). Si se compara el espectro
de la gasa cuaternizada (c) y de la gasa injertada (b), se observa que los espectros son
muy similares debido a que le grupo metilo no cambia demasiado las seiales
encontradas.
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Gréfica 10. Espectro de Infrarrojo para las gasas funcionalizadas. (a) Gasa, (b) Gasa-g-[PNVIm
(25%)], (c) Gasa-g-[MePNVIm*X (25%+25%)], (d) PNVIm

3.3.2 TGAy DTG
Para el andlisis por TGA, se evaliian de forma independiente una muestra de gasa y una
muestra del homopolimero de PNVIm para encontrar las temperaturas de
descomposicion para cada uno de estos compuestos. Las muestras se evaluaron
utilizando un aumento en la temperatura con una velocidad de aumento de 10 °C/min.

Lo que se encontré fue que el PNVIm y una gasa de algodon convencional tienen una
temperatura de descomposicion (se define como la temperatura a la cual el material
pierde el 10% de su masa debido a descomposicion térmica) de Tauo%)= 325 °C ¥ Tdao%)=
311 °C respectivamente. Teniendo en cuenta esto, debido a que las temperaturas de
descomposicion son bastante cercanas (ver Tabla 9), no es posible diferenciar las
pérdidas de masa debidas al injerto y al algodén en aquellos materiales que fueron
funcionalizados (e incluso cuaternizados). Adicionalmente. no se observa ninguna
tendencia en la cantidad de materia residual (probablemente estos residuos sean
cenizas). El grafico de TGA para los materiales se observa en la Grafica 1. Estos
resultados son favorables debido a que los materiales tienen estabilidad térmica
excelente dentro del intervalo de temperaturas para los cuales seran utilizados
(temperaturas menores a 100 °C pues se utilizardn como dispositivos médicos).
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Tabla 9. Temperaturas de descomposicién para los materiales modificados

Muestra Tdaao%) (°C)
PNVIm 325
Gasa 311
Gasa-g-[PNVIm 15%] 317
Gasa-g-[PNVIm 25%] 309
Gasa-g-[MePNVIm*X 25% + 25%] 322
%0
g PNVIm
80 F Gasa
F Gasa-g-PNVIm 15%
0 F Gasa-g-PNVIm 25%
—~ 60 E Gasa-g-[MePNVIm*X-25% + 25%]
X :
S 50 F
2 40k
= :
30 E
20 F
10 F
O F L P TS SR T RN T TN S RSN
0 100 200 300

Temperatura

Gréfica 11. Termograma para las muestras funcionalizada< con distintne narrantaiac de jnjerto de

3 r

d[%masa]/dT (1/°C)

Gasa
Gasa-g-[PNVIm 15%]

Gasa-g-[PNVIm 25%]
Gasa-g-[MePNVImM*X- 25%+ 25%]

250 300 350
Temperatura (°C)

400 450

Grafica 12. Termograma diferencial para las muestras funcionalizadas con distintos porcentajes de

injerto de PNVIm
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De acuerdo con los resultados de DTG, se observa la temperatura a la cual la tasa de
pérdida de masa es mas grande, cuya tendencia coincide con la temperatura de
descomposicidon obtenida por TGA. Los resultados de estos experimentos se observan en
Grafica 12.

3.33 DSC
Para los experimentos por DSC se evaluaron las propiedades térmicas de una muestra
injertada, de la gasa sin funcionalizar para dos grados de injerto y del PNVIm, estos
resultados se muestran en la Grafica 13. Las muestras se evaluaron utilizando una rampa
de calentamiento de 10°C/min.

’ Exo

\\/\e Gasa-g-[PNVIm 15%]

Gasa-g-[PNVIm 25%]

Gasa-g-[MePNVIm+X- 25%+ 25%]

Flujo de Calor (W/qg)

50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)

Gréfica 13. Resultados de DSC para las gasas modificadas

Tabla 10. Transiciones térmicas correspondientes a los materiales modificados

Muestra T.eNvim) (°C) Tgpnvim) (°C)
Gasa NA NA
PNVIm 94 171
Gasa-g-[PNVIm 15%)] 97 179
Gasa-g-[PNVIm 25%] 96 153
Gasa-g-[MePNVIm*X" 25% + 25%] 93 151

En la Grafica 13y en la Tabla 10 se observa que una gasa pura no cambia sus propiedades
térmicas en el intervalo de temperatura evaluado. En contraste, el homopolimero de
PNVIm tiene dos cambios en la pendiente del grifico correspondientes a procesos

endotérmicos, el primero a una temperatura de 9o-100 °C (Grafica 13%) que corresponde
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a un reordenamiento de las cadenas del polimero o a la evaporacion de monomero
residual (este componente es muy dificil de eliminar para polimeros de PNVIm segun lo
encontrado en la literatura, sin embargo siempre permanece en concentraciones del
orden de partes por millén) y el segundo a una temperatura entre 150 y 163 °C (Grafica
130) dependiendo de porcentaje de injerto que corresponde a una transicion vitrea del
PNVIm, como es de esperarse la transicion vitrea de menor injerto aparece a menor
temperatura, esto se debe a que probablemente las cadenas de PNVIm son mas cortas
para el menor porcentaje de injerto. Ambos procesos endotérmicos se observas tanto en

las gasas injertadas como cuaternizadas. En ambas gasas modificadas, la injertada y la
cuaternizada, se observa la misma transicién a 96 °C correspondiente al reordenamiento
de las cadenas del imidazol, lo cual da evidencia de la presencia de este polimero como
injerto en la gasa. De nueva cuenta, estas propiedades son favorables, debido a que los
materiales no cambiaran significativamente sus propiedades en las temperaturas
normales de uso.

334 Espesor de las gasas modificadas
De acuerdo con los resultados de la Tabla 11, después de realizar las mediciones de
espesor por quintuplicado utilizando un vernier digital, se puede observar que ambos
procesos de modificacion aumentan considerablemente el espesor de los materiales,
indicando que la modificacion de los materiales aumento considerablemente la cantidad
de materia en la gasa. Adicionalmente, se puede observar que el espesor de la gasa

depende del porcentaje de injerto, confirmando que existe un aumento en la cantidad
de materia en las gasas tras las modificaciones.

3.35 Densidad de drea de los materiales
A partir de las mediciones de masa y de drea superficial de las gasas, se calcularon los
valores de densidad que se presentan en la Tabla 12. En la tabla se presentan los valores
de masa promedio y densidad promedio de los 5 ensayos.

De acuerdo con los datos experimentales, la densidad de area de los materiales aumenta
con el aumento del porcentaje de injerto y aumenta aiin mas con la cuaternizacion. Esto
Tabla 11. Resultados del espesor de las gasas modificadas

Muestra Espesor (mm)
Gasa (25+x3) %
Gasa-g-[PNVIm 15%] (37%x5)%
Gasa-g-[PNVIm 25% (43£5)%
Gasa-g-[PNVIm 45% (52+5)%
Gasa-g-[MePNVIm*X" 25%+25%] (74£6)%

confirma que la cantidad de materia en las gasas con la modificaciéon. Como
comparacioén, de acuerdo con la densidad de hilos en la trama de las gasas que reporta
el fabricante (~7-9 hilos/cm), se esperaria que las gasas obtenidas en este trabajo puedan
clasificarse como gasas del tipo VII o VI de acuerdo a los estdndares USP (como se
muestra en la Tabla 12), las cuales son gasas de baja densidad utiles para aplicaciones
generales de limpieza de heridas y para cubrir las mismas.®
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Tabla 12. Valores de densidad para los materiales modificados y valores de distintos tipos de

apositos®
Masa x 103 < .
Muestra (kg) Area (m?) | Densidad (kg/m?)
Gasa 0.35 * 0.007 0.02154 * 0.00045
Gasa-g-[PNVIm 15%)] 0.39 + 0.009 0.02491 + 0.00056
Gasa-g-[PNVIm 25%)] 0.43 + 0.008 0.0025 0.02660 * 0.00052
Gasa-g-[PNVIm 45%] 0.47 + 0.001 0.02961 + 0.00063
Gasa-g-[MePNVIm+X- 25%+25%] | 0.54 + 0.009 0.03381 + 0.00057
USP gasa tipo | 0.0438-0.0558
USP gasa tipo Il 0.0329-0.0419
USP gasa tipo Il 0.0284-0.0362
USP gasa tipo IV 0.0245-0.0311
USP gasa tipo V 0.0225-0.0288
USP gasa tipo VI 0.0198-0.0252
USP gasa tipo VII 0.0181-0.0231
USP gasa tipo VIII 0.0121-0.0155

3.3.6 Pruebas de resistencia a la elongacién

Los estudios de elongacion demostraron que las gasas modificadas no pierden su
resistencia mecdanica a pesar de haber sido expuestas a la radiacion debido a que su
fuerza maxima de elongacién es similar tanto para la gasa pristina como las muestras
modificadas (15y 25 % de injerto y 25% de cuaternizacion) es muy similar para todas las
muestras. Adicional a esto, en la Tabla 13 se presentan los valores promedio para maxima
elongacion maximay la elongacién de ruptura y fuerza de ruptura las cuales se comparan
con valores que se han publicado antes para otras muestras de algodon (solo se
presentan valores de elongacion maxima pues los demas valores dependen del tipo tejido
de las muestras de algodon).82 Se puede observar que los valores para los materiales
modificados estan dentro de lo tipico para apositos materiales de algodon de apoyando
la teoria de que las gasas tienen propiedades mecanicas 6ptimas para su utilizacion.

Como se puede observar en la Grafica 14, aunque el perfil de ruptura para las 4 muestras
es similar, se puede observar que la gasa pristina y las gasas injertadas tienen la
capacidad de deformarse a esfuerzos mas bajos, mientras que la cuaternizada requiere
mas fuerza para deformarse. Esto probablemente se debe a que la modificaciéon por
cuaternizacion genera que la gasa tenga mas rigidez y haga mas dificil su deformacion.
Finalmente, es importante mencionar que debido a que las gasas de algodon se utilizaran
en aplicaciones médicas, no se espera que se sometan a esfuerzos cercanos a su fuerza
maxima de elongacion.

51



4 Universidad Nacional Auténoma de México

Tabla 13. Resultados de pruebas de elongacion para los materiales modificados

Fuerza Maxima Eloneacion Fuerza en el Elongacion
Muestra de Elongacion méxii a (%) punto de de ruptura
(N) ° ruptura (N) (%)
Gasa 30.2 103 2.5 53
Gasa-g-[PNVIm 15%)] 32.4 76 9.0 47
Gasa-g-[PNVIm 25%] 27.3 53 0.3 38
Gasa-g-[MePNVIm+X- 6 ) 8.8
25%s25%] 36.4 9 73
Algodon egipcio® 57
Algodén Pima® 52
Algodoén Acala® 38
Upland corto® 25
Upland largo® 43
40
| (d)
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1
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Gréfica 14. Resultados de las pruebas mecanicas realizadas a las gasas modificadas: (a) Gasa, (b)
Gasa-g-[PNVIm 15%)], (c) Gasa-g-[PNVIm 25%] (d) Gasa-g-[MePNVIm*X 25 % + 25 %)]
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3.3.7 Microscopia Electrénica de Barrido
Las micrografias SEM (Ilustracion 11) mostraron que la morfologia de las gasas no cambio
de manera considerable y mantuvo su estructura de fibras. Sin embargo, tanto en las
gasas injertadas como en las cuaternizadas, se observa un aumento en la rugosidad de la
muestra, confirmando la modificaciéon de los materiales.

llustracion 6. Micrografias SEM de la gasa pristina, injertada y cuaternizada
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3.3.8 Determinacion de las propiedades acido-base
La determinacion de las propiedades dcido-base del sistema tiene mucha relevancia
porque no solo permite identificar como responderd el polimero injertado a cambios en
la acidez del medio, sino que es una tltima forma de comprobar que el injerto de NVIm
en las gasas se realizé de manera satisfactoria.

12

11

10

Gasa

—o- Gasa-g-[MePNVIM*X 25% + 25%]
Gasa-g-[PNVIm 25%)]

- Gasa-g-[PNVIm 45%]

= PNVIm

I
0 0,1 0,2 0.5 1.0 15 2.0
Nkon (MMol)

Grafica 15. Respuesta de los materiales hacia el pH

En primer lugar, se realiza la titulacion de una gasa testigo (la cual se muestra en la
Grafica 15 en negro), como es de esperarse, como la celulosa no contiene grupos acidos,
se observa que el pH no estd amortiguado y tras la adicion de la primera gota de KOH,
el pH aumenta rdpidamente a un valor de 10. En contraste, para los materiales
funcionalizados (tanto los que solamente estan injertados como los que estan también
cuaternizados) se observa un comportamiento tipico de amortiguamiento de pH vy
caracteristico de titulaciones acido-base de polielectrolitos®3. La tendencia que se
observa es que mientras mads injerto, se necesita un mayor volumen de titulante para
alcanzar el punto de equivalencia. Adicionalmente, se evaltia una muestra de la misma
masa del homopolimero PNVIm como testigo y se observa la misma tendencia que en
los casos anteriores; sin embargo, se requiere una mayor cantidad de titulante. En todos
los casos, las curvas de titulacién muestran un

/ N / EH aumento lento del pH en funcién del titulante

- agregado, seguido de un aumento rapido al

a° acercarse al punto de equivalencia. Esto es comun

en titulaciones de polielectrolitos pues la

interaccion de una cantidad elevada de grupos

Esquema 18. Par &cido-base con cargados (al protonarse) afecta el comportamiento

propiedades anr;gr(jt:ﬁg:ggras enlagasa de Jos otros grupos acidos alrededor.5>5984 Para un
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resumen de los datos de las valoraciones, ver Apéndice A.

Adicional a esto, se

determina la capacidad r

amortiguadoradepHdel = 6'_

sistema a partir de la  E

definicion de capacidad = 5|

amortiguadora (ver =

seccion 1110). En la 3 A4f

Grafica16,se observaque o

la capacidad @ M

amortiguadora del @ 5|

sistema acido base gasa- §

PNVIm/gasa-HPNVIm* o 1F

(Esquema 18) tiene un §0....................
valor maximo local en 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH=5.6, lo cual indica pH

una constante de acidez Gréfica 16. Capacidad amortiguadora del sistema acido-base
aparente del sistema de gasa-PNVIm/gasa-HPNVIm®
aproximadamente

pKa=5.6.

Una constante pKa=5.6 contrasta con las propiedades acidas el grupo imidazol que
tipicamente tiene una constante pKa=7; sin embargo, este comportamiento es comun
en polimeros debido a que la estructura del polimero (y sus interacciones
intermoleculares) afectan el grado de ionizacién de este, el cual, directamente afecta el
pKa. Adicionalmente, en estudios previos para el PNVIm se observé una disminucion
del pKa al tener polimeros entrecruzados, fendmeno que ocurre con las condiciones de
reaccion utilizadas (ver seccidn 3.1.4).5359-84

Estos resultados son favorables porque teniendo una constante de acidez de alrededor
de 5.6, se comprueba que el material es compatible con la piel humana, debido a que
esta tiene normalmente un pH relativamente acido. Adicionalmente, el hecho de que el
sistema tenga buenas propiedades amortiguadoras de pH es benéfico porque de acuerdo
con la literatura, el crecimiento bacteriano en heridas cutdneas tipicamente genera un
ambiente basico y acidificar el medio en heridas aumenta la efectividad y velocidad de
la curacién.#9

La curva de titulacidn para la gasa cuaternizada exhibe un comportamiento similar a la
curva de titulacion de la gasa injertada, pero requiere un menor volumen de KOH para
llegar al punto de equivalencia. Esto confirma que parte de los grupos acidos N-H en el
anillo del imidazol fueron metilados y por tanto ya no presentan comportamiento acido-
base. Aunque la cuaternizacién no funcionalizé la gasa completamente, este resultado
es favorable pues las gasas mantienen sus propiedades amortiguadoras de pH en su
forma parcialmente cuaternizada.
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3.4 Pruebas de inhibicion de crecimiento bacteriano
En las pruebas de inhibicion de crecimiento bacteriano, se compar¢ la habilidad de las
gasas de evitar el crecimiento de bacterias en un caldo de agar Miiller-Hinton después
de una incubacién de 24 h, a 37 °C.

Como se puede observar en la
[lustracion 12, después de una
inspeccidon visual, la inhibicién del
crecimiento de S. aureus es evidente en
el tubo de gasa cuaternizada. Para
confirmar esta sospecha, se realizaron
analisis por espectroscopia UV-Vis a
los medios de cultivo y se examin¢ la
absorbancia de las muestras a A = 600
nm ([lustracion 12). A través de estas
mediciones fue posible observar una
diferencia en el crecimiento bacteriano

llustracion 7. Inhibiciéon del crecimiento de S. aureus, entre los medios que Contenian sélo

cultivos en orden: blanco, gasa pristina, gasa injertada

una gasa de algodon y aquellos que
contenian alguna gasa injertada o
cuaternizada para cada bacteria. Para

y gasa cuaternizada.

comprobar si estas diferencias son significativas, una prueba de hipétesis de t-student
de una cola para un intervalo de confianza de 0.001 (mas detalles en el Apéndice B) fue
efectuado y se encontro lo siguiente (ver ):

Para todas las bacterias, se confirmé una diferencia significativa en el crecimiento
bacteriano entre los medios que contenian una gasa pristina y aquellos que
contenian una gasa cuaternizada, por tanto, las gasas cuaternizadas si inhiben
el crecimiento de E. coli, de S. aureus y de P. aeruginosa. Esto se comprobé debido
a que la diferencia en los valores de absorbancia entre un medio de cultivo sin
gasa y aquel con gasa injertada para todas las bacterias fue estadisticamente
significativo.

Para S. aureus, las gasas injertadas también muestran efectividad en inhibir el
crecimiento bacteriano (para este nivel de confianza) en comparacion a la gasa
pristina. Esto se comprobdé debido a que la diferencia en los valores de
absorbancia entre un medio de cultivo sin gasa y aquel con gasa injertada fue
estadisticamente significativo.

Para E. coli y P. aeruginosa, las gasas injertadas comparadas con las gasas
pristinas no mostraron una inhibicion significativa del crecimiento bacteriano.
Esto se comprobd debido a que la diferencia en los valores de absorbancia entre
un medio de cultivo sin gasa y aquel con gasa injertada para las dos bacterias no
fue estadisticamente significativo para un valor de confianza de p=o0.001.
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Gréfica 17. Resultados de absorbancia que muestran inhibicién de crecimiento
bacteriano, las flechas verdes indican una diferencia significativa y las flechas rojas
muestran una diferencia no significativa (p=0.001).
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Conclusiones

e Fue posible obtener copolimeros de injerto de PNVIm en gasas de algodén
utilizando radiacidon y como método de iniciacion de polimerizacion a través del
método directo.

e A través de la medicion del espesor y de las masas de las gasas se comprobé que
éstas contenian injertos de PNVIm por encima del 5%.

e Los porcentajes de injerto obtenidos a través de esta metodologia estuvieron
entre 5y 50 % utilizando agua y metanol como disolvente.

e Con agua como disolvente fue posible obtener injertos reproducibles teniendo
como condiciones optimas 30% v/v de NVIm y 30 kGy de dosis irradiada.
Obteniendo materiales con injertos del 25%.

e A través de FTIR se pudo comprobar la presencia de grupos funcionales que
indican injerto en las gasas.

e Las micrografias SEM mostraron un cambio en la rugosidad de las gasas,
sugiriendo que estas si sufrieron funcionalizacion.

e Los resultados de andlisis térmico permitieron determinar que las gasas tienen
resistencia térmica adecuada para aplicaciones médicas (Td>200 °C). Esta
propiedad permite que las gasas se planchen con calor antes de ser empacadas.

e Se determiné que las gasas se comportan como un amortiguador dcido-base con
pKa aparente de 5.6. Este valor de pH es compatible con el de la piel humana y
de las heridas cutaneas.

e Las pruebas bioldgicas permiten concluir que los materiales cuaternizados son
efectivos inhibiendo el crecimiento de E. coli, de S. aureus y de P. aeruginosa,
siendo especialmente efectivos inhibiendo el crecimiento de S. aureus, uno de los
agentes principales de infecciones cutdneas.



Perspectivas

Perspectivas

La inclusién de PNVIm y PNVIm cuaternizado en gasas de algodén podria generar un
material con amplias aplicaciones. La versatilidad del grupo imidazol para ser
funcionalizado tanto antes como después de ser polimerizado permitiria encontrar
materiales con actividad antimicrobiana mas efectivos o con mayor aplicacion.
Adicionalmente, la capacidad del sustrato PNVIm para ser modificado de manera no
covalente para la inclusién de particulas metalicas y de farmacos podria ser til para el
desarrollo de gasa médicas para aplicaciones especificas. Con los datos experimentales
obtenidos, se puede esperar que futuras pruebas de compatibilidad en uso real sean
favorables, especificamente las pruebas de compatibilidad con la piel y su uso en
aplicaciones médicas. Se espera que esto sea cierto tanto en propiedades de pH como en
propiedades de las cuales depende directamente la sensacion al tacto. Finalmente, las
propiedades encontradas podrian ser ampliadas si se realizase el injerto de copolimeros
en gasas de algodon, para no solo tener las propiedades de los materiales con PNVIm,
sino agregar otros sustratos con funcionalidades interesantes.
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Apéndice A. Valoraciones acido-base
Tabla 14. Valoraciones acido-base de las gasas injertadas y cuaternizadas

Gasa-g-[P(NVIm) 45%]
Gasa Vkon | MeqxoH o PH  |PHiounded
VKOH ME]KOoH o.1 PH pHrounded 0 0 4.1 4.1
0 0 4.015 4 0.5 0.05695 5.466 5.5
0.1 0.01139 6.021 6 0.9 0.10251 6.269 6.3
0.15 0.017085 9.56 9.6 1 0.1139 6.481 6.5
0.25 0.028475 | 10.497 10.5 1.1 0.12529 6.736 6.7
0.5 0.05605 | 10.968 1 1.4 0.15946 7.632 7.6
1.5 0.17085 11.472 11.5 1.55 0.176545 9.331 9.3
2.5 0.28475 11.669 11.7 1.75 0.199325 | 10.633 10.6
3.5 0.39865 11.778 11.8 2.25 0.256275 | 11.228 1.2
Gasa-g-[MeP(NVIm)*X 25%-+25%] 3 0.3417 11.525 11.5
VKOH MEJKOoH o.1 PH pHrounded 3.5 039865 11'636 11.6
o 0 4.127 4.1 P(NVIm)
0.4 | 0.044556 | 5.765 58 Vkon | Meqkonos | PH  |PHrounded
0.6 0.066834 | 6.795 6.8 0 -1.5 4.01 4
0.7 0.077973 8.812 8.8 0.5 -0.75 41 41
0.8 0.089112 | 10.263 10.3 1 0 4.3 4.3
1 0.11139 10.874 10.9 1.5 0.2 4.5 4.5
1.3 0.144807 | 11167 11.2 2 0.3 4.9 4.9
1.8 0.200502 | 11.394 11.4 3 0.3417 5.028 5
2.4 0.267336 | 11.552 11.6 4 0.4556 5.312 5.3
3.5 0.389865 | 11.733 11.7 5 0.5095 5-579 5.6
Gasa-g-[P(NVIm) 25%)] 6 0.6834 5.843 5.8
Vkon | Meqxonos| PH PHrounded 7 0.7973 | 6.096 6.1
o] 0 3.995 4 8 0.9112 6.424 6.4
0.6 0.06834 6.024 6 9.05 1.030795 | 6.894 6.9
0.75 0.085425 6.55 6.6 9.5 1.08205 7.192 7.2
0.8 0.09112 6.768 6.8 10 1.139 7.801 7.9
1.05 0.119595 7.773 7.8 10.25 1.167475 9.287 9.3
1.15 0.130985 9.42 9.4 10.5 1.19595 10.489 10.5
1.25 0.142375 10.19 10.2 10.75 1.224425 | 10.819 10.8
1.5 0.17085 10.898 10.9 11.25 1.281375 11.186 11.2
2 0.2278 11.353 11.4 12 1.3668 11.373 11.4
2.75 0.313225 1.6 11.6 13 1.4807 11.529 1.5
3.5 0.39865 11.728 11.7 15 1.7085 11.713 11.7
20 2.278 11.928 11.9
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Apéndice B. Pruebas t-student para inhibiciéon de crecimiento

bacteriano
Para realizar la comprobacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano, se realizé una
prueba de t-student para la diferencia de medias de una cola con un nivel de confianza
de p=0.001 asumiendo que las varianzas de la poblacion son equivalentes, los resultados
se presentan a continuacion.

A.B.1 Inhibicién del crecimiento de S. aureus para la gasa injertada
H,: HGasa-g-[PNVIm 25%] = HGasa
Hg: HGasa-g-[PNVIm 25%] < HGasa

Aj=60onm (Gasa) Ax-6oonm (G;S‘ﬁ/:]')g'[PNVIm

0.2125 0.0179

0.2463 0.0117

Datos Experimentales 0.2577 0.0242
0.2015 0.0147

0.2573 0.0223

Promedio 0.2350 0.0181
Desviacion Estandar 0.0263 0.0052

Grados de Libertad 8
s 0.00036

H, se rechaza, por tanto, la
diferencia en las medias es
estadisticamente significativa para
p=0.001

tprueba 18-0871 tcrit’P=0,001 4.5007 18.0871>4.5007

A.B.2 Inhibicién del crecimiento de S. aureus para la gasa cuaternizada
H,: HGasa-g-[ MePNVIm+X- 25%+25%] = HGasa

Hag: 1Gasa-g-[ MePNVIm+X- 25%+25%]< Gasa
g

Aj-600nm (Gasa) Ao (G;:';)Es[x]e)PNVIMX-
0.2125 0.0328
0.2463 0.0279
Datos Experimentales 0.2577 0.0372
0.2015 0.0332
0.2573 0.0382
Promedio 0.2350 0.0338
Desviacion Estandar 0.0263 0.0040
Grados de Libertad 8
s 0.00035
H, se rechaza, por tanto, la
Crueh | 16.89676 | e proor | 45007 | 16.89676>4.5007 | Sernclnentas medbsee
para p=0.001
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A.B.3 Inhibicidon del crecimiento de E. coli para la gasa injertada

H,: HGasa-g-[PNVIm 25%] = HGasa
Hg: PGasa-g-[PNVIm 25%] < HGasa

Aj-60onm (Gasa-g-[PNVIm
Aj=60onm (Gasa) ( 25% ])g [
0.1642 0.1375
0.1920 0.1338
Datos Experimentales 0.1647 0.1347
0.1650 0.1472
0.2020 0.1512
Promedio 0.1776 0.1409
Desviacion Estandar 0.0180 0.0078
Grados de Libertad 8
s 0.00019
H,no se rechaza, por tanto, la
diferencia en las medias no es
tprueba | 4-1639 | Leritp-o.c01 | 4.5007 | 4.1639<4.5007 estadisticamente significativa para
p=0.001

A.B.4 Inhibicion del crecimiento de E. coli para la gasa cuaternizada

H,: HGasa-g-[ MePNVIm+X- 25%+25%] = HGasa

Hag: 1Gasa-g-[ MePNVImX- 25%+25%]< M Gasa
g

Aj-600nm (Gasa- -[MEPNVIITFX'
Aj=600onm (Gasa) 26 25%+_g25%])
0.16421 0.1002
0.19201 0.0960
Datos Experimentales 0.16476 0.0967
0.16501 0.1106
0.20201 0.0949
Promedio 0.1776 0.0997
Desviaciéon Estandar 0.0180 0.0064
Grados de Libertad 8
s? 0.00018
H, se rechaza, por tanto, la
) diferencia en las medias es
tprueba 9.0795 tcrlt,p:o.om 4.5007 | 9.0795>4.5007 estadisticamente significativa
para p=0.001
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A.B.5 Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa para la gasa injertada
Ho: pGasa-g-[PNVIm 25%] = HGasa
Hg: PMGasa-g-[PNVIm 25%] < MGasa

Aj=60onm (Gasa) Arcoonm ((“;aslz/:]—)g—[PNVIm

0.1372 0.0820

0.1213 0.0785

Datos Experimentales 0.1511 0.0921

0.1466 0.0917

0.1224 0.0686

Promedio 0.1357 0.0826

Desviacion Estandar 0.0136 0.0098
Grados de Libertad 8

s* 0.000141

H,no se rechaza, por tanto, la
diferencia en las medias no es
estadisticamente significativa para
p=0.001

tprueba | 3.7789 | terit,p=0.001 | 4.5007 | 3.7789<4.5007

A.B.6 Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa para la gasa cuaternizada
H,: HGasa-g-[ MePNVIm+X- 25%+25%] = HGasa

Hg: HGasa-g-[ MePNVIm+X- 25%+25%]< [lGasa

Aj-600nm (Gasa) Adcsoonm (G::(;ng]e)PNVIWX’
0.1372 0.0820
0.1213 0.0785
Datos Experimentales 0.1511 0.0921
0.1466 0.0917
0.1224 0.0686
Promedio 0.1357 0.0826
Desviacion Estandar 0.0136 0.0098
Grados de Libertad 8
s? 0.000141
H, se rechaza, por tanto, la
diferencia en las medias es
tprueba | 7.0737 | Lerit,p=o0.001 | 4.5007 | 7.0737>4.5007 estadisticamente significativa
para p=0.001
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