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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los materiales poliméricos han sido muy importantes a lo largo de la historia de la
humanidad, son componentes bdsicos para la vida y desarrollo del ser humano, desde la
industria automotriz hasta la alimenticia. Cada vez mas se busca desarrollar polimeros o
derivados de estos de acuerdo a las necesidades de la humanidad.

Existe un gran interés en los polimeros y su aplicacién en areas como ingenieria,
biotecnologia y biomedicina. En los Ultimos afios se ha centrado la atencion en desarrollar
polimeros que puedan responder a ciertos estimulos externos. Recientemente, las
investigaciones se han enfocado en aquellos polimeros denominados “inteligentes” con
potencial aplicacion en biotecnologia, inmovilizacidon de compuestos, liberacién controlada
de farmacos, cromatografia, etc. (Burillo et al, 2012; Meléndez Ortiz & Bucio, 2008; Mufioz-
Mufioz and Bucio, 2012; Benamer et al, 2011; Majeti and Kumar, 2000).

El término de “polimero inteligente” se refiere a aquellos sistemas poliméricos que
presentan cambios drasticos, fisicos y/o quimicos en respuesta a pequefios estimulos como
puede ser luz, campo eléctrico, campo magnético, pH, temperatura, etc. Estos sistemas son
capaces de cambiar sus propiedades en respuesta a un cambio externo.

Nuevas aplicaciones en el campo de la biotecnologia, biomedicina e ingenieria han impulsado
la sintesis de sistemas inteligentes, sobre todo con respuesta a la temperatura y pH. Para
desarrollar o sintetizar esta clase de polimeros, se pueden combinar dos o mas materiales
en una matriz polimérica, con respuesta a diferentes estimulos.

Un polimero que exhibe respuesta al pH es el quitosano (CS), un polisacarido natural,
producto derivado de la desacetilacion de la quitina en presencia de una base, no es téxico,
biodegradable y biocompatible (Chmielewski A.G., 2010). El CS puede ser modificado segun
se requiera para alguna aplicacién especifica, una de ellas puede ser como una red, es decir

un hidrogel (net-CS).



La sintesis de hidrogeles ha sido ampliamente investigada por su aplicacion potencial en
descontaminacion de aguas residuales y liberacién de farmacos. Los hidrogeles son
materiales versatiles, en el que una matriz sélida se dispersa dentro de una fase tipo liquida.
Asi, los geles combinan su comportamiento, tipo liquido por su capacidad para deformarse
y tipo solido por mantener una forma dada. Los hidrogeles de quitosano, tienen importantes
propiedades, como biodegradabilidad, biocompatibilidad, hidroficlicidad y respuesta al pH
(Majeti N.V., 2000). Ademas es posible combinarlo con varios materiales para obtener
sistemas que respondan a varios estimulos externos especificos. El estimulo mas estudiado
en los sistemas inteligentes es la temperatura, debido a que este es un proceso crucial en
procesos bioldgicos.

Uno de los sistemas sintetizados que responden a pH y temperatura ha sido el injerto de CS
con poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAM), con aplicaciones biomédicas; ya que presenta
una temperatura critica inferior de solucién (LCST) cercana a 32 °C, sin embargo, los
productos de hidrdlisis son no degradables y toxicos. Por otro lado existe la poli-N-
vinilcaprolactama (PNVCL), un polimero que al igual que el PNIPAM, presenta una LCST en
un intervalo de 30-50 °C (Sun S. & Peiyi W., 2011), y las ventajas de este son toxicidad nula,
soluble en agua, biocompatible y no idnico (Kozanglu et al., 2011).

También se encuentra la N,N-dimetilacrilamida (DMAAmM), mondmero altamente hidrofilico
y biocompatible, que se ha usado para la modificacion de propiedades de hidrogeles.

Al tener polimeros con grupos funcionales diferentes (aminas y amidas) en un sistema, le
confiere al material mayor hidrofilicidad, por lo tanto su capacidad de absorcién mejora,
ademas de presentar respuesta al pH y temperatura.

En este trabajo se presentan diferentes estrategias para la sintesis del injerto binario de NVCL
y DMAAmM en uno y dos pasos sobre una matriz polimérica de gel de quitosano, mediante el
uso de radiacién ionizante, otorgandole sensibilidad al pH y temperatura ademas de mejorar

la hidrofilicidad del material final.



| HIPOTESIS

Se sintetizard un sistema de injerto binario “polimero sensible” o “inteligente” basado en un

hidrogel de quitosano (net-CS) con mondmeros de N-vinilcaprolactama y dimetilacrilamida,

en un paso (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM) y dos pasos [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM; mediante

radiacion gamma. Los cuales presentaran respuesta a los estimulos de pH y temperatura,

que podran ser utilizados en retencién de farmacos y de iones pesados.

I OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo se enfocd a la sintesis del injerto binario de N-

vinilcaprolactama (NVCL) y N,N dimetilacrilamida (DMAAm) en hidrogeles de quitosano (CS)

en unoy dos pasos por medio de la radiacion gamma asi como su posterior caracterizacion.

Y comparacién en sus propiedades. En base a esto se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

o Sintesis de hidrogeles de quitosano con formaldehido como agente reticulante.

o Determinacion del grado de acetilacion y entrecruzamiento de la red de quitosano
(net-CS).

o Injerto binario de NVCL/DMAAmM en net-CS quitosano mediante radiacién gamma por
diferentes métodos en un paso.

o Injerto binario de NVCL y DMAAm en net-CS mediante radiacion gamma por método
de directo en dos pasos.

o Injerto binario de NVCL/DMAAmM en un solo paso sobre quitosano en polvo, y
posteriormente realizar el entrecruzamiento del CS.

o Determinacién de la temperatura critica inferior de disolucion (LCST) y pH critico de
los sistemas poliméricos sintetizados en uno y dos pasos.

o Caracterizacion de los injertos binarios sintetizados mediante las técnicas de analisis

termogravimétrico (TGA), Infrarrojo (FTIR).



CAPITULO 2 . GENERALIDADES

2.1 POLIMEROS

Nuestros cuerpos como nuestra forma de vida dependen de los polimeros, también llamados
macromoléculas. Desde tiempos ancestrales, los materiales poliméricos has sido usados para
satisfacer las necesidades humanas: carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos, maderas,
resinas naturales y gomas; asi como fibras de algoddn, lana y seda, entre otros.

Los polimeros son moléculas largas, construidas a partir de unidades repetitivas llamadas
mondmeros, que son moléculas mas simples, unidas covalentemente (Askelan, 2009). La
palabra polimero se deriva del griego poly que significa mucho y meros, que significa partes.
Asi los polimeros son producidos por la unién de cientos de miles de moléculas pequefias
llamadas mondmeros. El tamafio y forma de los polimeros se relaciona con el tipo de enlace
presente en las cadenas. La unién de éstos puede ser por medio de enlaces covalentes,

atracciones idnicas, puentes de hidrégenos y fuerzas de Van der Waals.

2.2 CLASIFICACION DE POLIMEROS

Los polimeros pueden clasificarse de diferentes maneras. Por ejemplo, seglin su composicion
guimica se clasifican en organicos e inorganicos; también por su origen si es natural, semi
sintético o sintético; o de acuerdo al tipo de polimerizacién: polimeros de adicion y de
condensacion; segun la reaccidon que proceda, ya sea adicion a un doble enlace o por
condensacion entre moléculas que posean dos o mas grupos funcionales; también por su
estructura, ya sea amorfo o cristalino; en cuanto a los polimeros que son amorfos, no tienen
un orden especifico es su estructura, mientras que los cristalinos contienen regiones
orientadas a las tres dimensiones y son opacos; los polimero que son semi-cristalinos,

poseen regiones de cristalinidad y amorfas.



Por otra parte, también se pueden clasificar de acuerdo a su estructura guimica como
homopolimeros y copolimeros. Cuando un polimero presenta en su estructura unidades de

monoémeros idénticos, se dice que es un homopolimero.

Los materiales formados por dos o mds mondmeros se denominan copolimeros. Un
copolimero formado por dos especies de mondmeros (Ay B) puede clasificarse de diferentes
maneras. Por ejemplo, cuando el arreglo de los mondmeros A y B se va alternando, el
copolimero se llama copolimero alterno, cuando un bloque de unidades monoméricas A se
va alternando con un bloque de unidades monomeéricas B, se llama copolimero en bloque,
también llamados secuenciales. También existen copolimeros de injerto, los cuales estan
formados por una cadena principal lineal de unidades tipo A, a las cuales se unen cadenas
monomeéricas del tipo B. Un copolimero al azar esta formado por mondmeros A y B sin

importar como estd ordenado en la cadena lineal, tal como se muestra en la Figura 1.

Un copolimero de injerto se sintetiza polimerizando un mondmero B en presencia de un
polimero A, de manera que los centros iniciadores de las reacciones de polimerizacion del

segundo elemento (B) estén situados todos en el polimero principal (A).

copolimero alterno copolimero al azar
copolimero en bloque copolimero injerto

g g0 gl

.=A.=B

Figura 1. Morfologia de diferentes copolimeros



2.3 Polimeros “inteligentes” o estimulo sensibles

Existe un gran interés en los polimeros debido a la extensa gama de aplicaciones en dareas
como ingenieria, biotecnologia y biomedicina. En los Ultimos afios, se ha centrado la atencion
en desarrollar polimeros que puedan responder a ciertos estimulos externos. Las
investigaciones se han enfocado en los polimeros denominados “inteligentes” debido al
potencial de aplicacion en la inmovilizacion de biocompuestos, liberacién controlada de
farmacos, cromatografia, etc. (Burillo et al, 2012; Meléndez Ortiz & Bucio, 2008; Mufioz-
Mufioz & Bucio, 2012; Benamer et al, 2011; Majeti & Kumar, 2000).

Los polimeros “inteligentes” o “estimulo sensibles” son macromoléculas capaces de
experimentar una rapida y reversible transicion de fase en su microestructura; esta
transicion es desencadenada por pequefios cambio en el entorno que rodea al material como
lo es: la variacion de temperatura, cambios en pH, campo eléctrico, luz, fuerza idnica, campo
eléctrico, cambio en el disolvente, etc.

La respuesta a estos estimulos ocurre en condiciones de equilibrio, la cual es atribuida a las
interacciones o conformaciones presentes entre las cadenas del polimero. La caracteristica
especial de estos polimeros es que sus propiedades a nivel macroscépico (hinchamiento,
conductividad, elasticidad, etc.) pueden ser controladas a nivel microscépico por la
modificacion de la estructura y organizacion de las cadenas del polimero. Los polimeros mas

estudiados son los que responden a la temperaturay pH.

2.3.1 Polimeros termosensibles

La temperatura es el estimulo mas ampliamente usado en los sistemas poliméricos
inteligentes. Un gran numero de moléculas presentan mayor solubilidad cuando son
calentadas, pero algunos polimeros hidrosolubles, precipitan al ser calentados. Esta
propiedad es caracteristica de polimeros que disuelven cuando son enfriados y muestran
una separacion de fases cuando son calentados por encima de una temperatura de transiciéon
de fase denominada “temperatura critica inferior de solucion” (LCST por sus siglas en ingles).

Por otro lado, también existen materiales que presentan un comportamiento inverso, a la



cual ocurre la separacién de fases se le conoce como “temperatura critica superior de

disolucion” (UCST por sus siglas en ingles).

Hidrofilico Hidrofobico

w0 ) \

TSLSCT o SR L

T<LSCT

Figura 2. Efectos de la temperatura sobre el hinchamiento

Los polimeros termosensibles generalmente contienen grupos funcionales hidrofébicos e
hidrofilicos dentro de su estructura quimica, que tienen la capacidad de reorganizarse, dando
como resultado fuerzas de atraccidn intra e intermolecular entre las unidades monomeéricas.
Conformaciones tales como transicion espiral-gldbulo, formacién de micelas, separacién de
fases liquido-liquido, sdlido-liquido son algunos ejemplos de auto-organizacion de los
polimeros los termosensibles en solucion.

En el fendmeno de LCST el polimero forma una separacién de fases en solucién y cambia su
conformacién, debido a que los puentes de hidrégeno entre el grupo hidrofilico del polimero
y las moléculas de agua son estables a temperaturas bajas, cuando la temperatura comienza
a aumentar los enlaces de puentes de hidrogeno se debilitan e incrementan las interacciones
entre los grupos hidrofébicos de la macromolécula, produciendo un desplazamiento del agua
hacia el exterior (Figura 2), el polimero colapsa y la separacion de fases ocurre debido a que
los puentes de hidrégeno son re-organizados alrededor de la parte no polar de la molécula.
El fendmeno de LCST es reversible, cuando la solucién es enfriada el polimero termosensible
comienza a ser soluble otra vez.

La LCST es sensible a cambios de concentracion en el polimero, peso molecular, y

composicion de la solucidon. En general, cuando se agregan grupos hidrofébicos, la LCST



decrece, por otro lado, cuando se agregan grupos hidrofilicos la LCST incrementa, debido a
las interacciones entre el agua y el grupo hidrofilico. Algunos polimeros termosensibles son
el polietilénglicol (PEG), la etil hidroxietil celulosa (EHC) y la poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAM) (Meléndez-Ortiz H and Bucio E, 2009; Mufioz-Mufioz F., et al, 2012). Otro
polimero que exhibe buena respuesta a la temperatura es la PNVCL, que pertenece a la
familia de poli (N-vinilamidas), las cuales han sido estudiadas por sus propiedades
fisicogquimicas en soluciones acuosas y biocompatibilidad (Chen C. & Pich A., 2012). La PNVCL

posee una LCST en un rango cercano a la temperatura fisiolégica (30-50°C).

2.3.1.1 N-vinilcaprolactama (NVCL)

N-vinilcaprolactama (NVCL) es un mondmero con caracter anfifilico, que posee un carboxilo
y un grupo amida hidrofilico, donde el grupo amida esta unido al grupo vinilico que es

hidrofdbico.

Figura 3. Estructura de la N-vinilcaprolactama y Poli (N-vinilcaprolactama)

La NVCL es un anillo de siete miembros, que consiste en seis carbonos y el nitrégeno del
grupo amida que esta conectado al doble enlace, por lo tanto la conformacion mas favorable
es en forma de “silla”.

NVCL es un compuesto que se puede disolver en compuestos organicos polares y no polares,
pero es poco soluble en compuestos acuosos.

Poli (N-vinilcaprolactama) (PNVCL) pertenece al grupo de las poli-N-vinilamida, es soluble en
una gran variedad de disolventes como agua, alcoholes (metanol, etano, propanol, etc.)
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amidas (DMF), hidrocarburos aromaticos (tolueno, benceno, xilol), pero no es soluble en
hidrocarburos y cetonas. No es téxico, es termosensible y biocompatible (Cheng & Pich,
2012).

La PNVCL es soluble en agua en un rango de temperatura entre los 0y 30 °C. El calentamiento
de soluciones acuosas de PNVCL por arriba de los 32 °C (LCST) genera una separacion de
fases y la precipitacién del polimero. La PNVCL muestra una LCST en un rango de 30 a 50 °C

dependiendo de concentracion y peso molecular (Sun & Wu, 2011).

Calentamiento

————————
Enfriamiento

Centro hidrofébico Dg0
1
// 0,0

Superficie hidrofilica

Figura 4. Fendmeno de LCST en la PNVCL (adaptado de Sun & Wu 2011)

En este rango de temperatura, la PNVCL muestra una transicion de fase en agua que puede

tener aplicaciones en las areas de bioquimica, medicina y biofarmacia.

2.3.2 Polimeros pH sensibles

Los polimeros sensibles al pH usualmente contienen grupos ionizables dentro de su
estructura, como son los grupos carboxilos y amino. El cambio rapido en la carga neta de los
grupos causa una alteraciéon en el volumen hidrodinamico de las cadenas poliméricas, es

decir, su capacidad de absorcidon de agua se incrementa. La ionizacién de los grupos



funcionales depende del pK; del polimero. Existen dos tipos de polimeros con grupos
funcionales que presentan respuesta al pH; los que tienen grupos cationicos y los anidnicos.
Los que contienen grupos catidnicos, como el quitosano, aceptan protones a valores bajos
de pH vy a valores mas altos donan protones; mientras que los grupos anionicos se ionizan a
valores altos de pH, tales como: el poli(acido acrilico), acido metacrilico, poli (2-acido

etilacrilico), entre otros.

(a) (b)
H+ H+H+ H++ e H+
+ + - + + Solucién
H = H Solucion s T e
+ e € i .
acida :
H"H  H / H + ¥ g
- hidrogel no hinchado - hidrogel hinchado
hidrogel anionico hidrogel cationico
OH _ _OH OH OH~
= — . OH~ |
Solucion oOH B OH Solucion
- ~ < basica = = P
=i OH g asica
OH™ ~OH- 54~ OH
hidrogel hinchado hidrogel no hinchado

Figura 5. Hinchamiento de hidrogeles en respuesta al pH a) anidnico b) catidnico (adaptado de Gupta, et al., 2002)

La Figura 5 muestra el cambio en el volumen en respuesta al pH de los hidrogeles, es causado
por el caracter acido o basico del medio. El hinchamiento se da a causa de la ionizacién de
los grupos de la cadena polimérica. Los polimeros con grupos aniénicos no son ionizables por
debajo de su pKy, pero se ionizan por encima de este por causa de los iones presentes en el
medio, como consecuencia existe una repulsion de cargas provocando el hinchamiento de la
estructura. El caso inverso es de los polimeros con grupos cationicos, que hinchan en pH
bajos y se contraen en pH mas altos.

Un polimero que responde al pH es el quitosano (CS), debido a la presencia del grupo amino

en su estructura (pKs=6.2-6.5). Cuando el quitosano esta en forma de hidrogel, ocurre un
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hinchamiento (absorcién de agua) y eliminacidon de agua en su estructura, por la ionizacién
de los grupos amino presentes en la molécula.

El mecanismo de transporte del agua dentro de la estructura puede ser por medio de
difusion, conveccion, o ambos durante el proceso de hinchamiento. El agua y las demas
moléculas viajan dentro del gel por diferencia de gradientes de presion osmatica. Todos los
polimeros sensibles al pH tienen grupos acidos o basicos; estos grupos pueden ser ionizados
dependiendo del pH del medio y tener un re-arreglo de cargas en la red del polimero que
resulta en fuerzas electrostaticas repulsivas, responsables de la dependencia del proceso de
hinchamiento/des-hinchamiento del hidrogel. Un ejemplo es el hidrogel de CS, donde los
grupos amino son protonados por debajo de su pKa, por lo tanto el hinchamiento de la
estructura ocurre a pHs bajos.

Pequefios cambios en pH, pueden dar como resultado importantes cambios en el tamafio de
la red. Teniendo en cuenta que el pK; del quitosano es 6.5; a pH> pK,, el hidrogel se
encuentra en forma colapsada debido a la agregacién de las cadenas de quitosano. El
hinchamiento del hidrogel y la respuesta al pH cambia dependiendo de los componentes e

interacciones entre ellos.

2.3.3 Quitosano (CS)

El biopolimero mas abundante en la tierra es la celulosa seguido por la quitina. La celulosa
es producida por plantas y la quitina por animales, sus estructuras quimicas se muestran en
la Figura 6. Se estima que 10 billones de toneladas de quitina son biosintetizadas cada afio

(Yao, et-al., 2012).

El quitosano (CS) existe como quitina, que es una macromolécula de origen natural. Es un
polisacarido formado por unidades de N-acetil-2amino-2-deoxi-D-glucosa a través de enlaces
glucosidicos B-(1,4). El quitosano se forma cuando algunos acetilos son removidos de la
quitina. Generalmente, los productos con arriba del 60% del grado de deacetilaciéon (DD),

gue pueden ser disueltos con acidos son llamados quitosanos.

Las fuentes de quitina son las siguientes.
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Artropodos: la principal fuente son los crustdceos como camarones y cangrejos, ya que su
contenido de quitina es del 58-85%, la segunda fuente de quitina son los insectos (e.g.,
langosta, mariposas, mosquito, moscas y oruga) con un contenido de 20-60% y miridpodos y
aracnidos.

Moluscos incluidos los gasterdpodos, cefaldépodos, con un contenido de quitina de 3-26%.
Anélidos; éstos contienen 20-38%.

Algunos protozoarios, que son organismos unicelulares. Con pequefia cantidad de quitina
Algas, su contendido de quitina es poco.

La quitina se deriva en quitina a, B y y. a-quitina comprende 2 cadenas de polisacaridos anti-
paralelas. B-quitina comprende 2 cadenas de polisacarido paralelas. y-quitina comprende

tres cadenas de polisacarido paralelas.

Celulosa

NHCOCH 3

Quitina

H NH
2 Quitosano H NH2

Figura 6. Estructuras quimicas de celulosa, quitina y quitosano

La quitina es facilmente obtenida, como se menciond anteriormente, de cangrejos,
camarones y micelios de hongos. En los primeros productos, el producto de quitina es
asociada con la industria alimenticia. En el segundo producto, la produccién del complejo
guitosano-glucano es asociada a los procesos de fermentacion, éste proceso similar al de

produccion de acido citrico de Aspergillus niger, Mucor rouxii, y Streptomyces, que involucra

12



un tratamiento alcalino. El alcali remueve la proteina y desacetila la quitina
simultdneamente. Por tanto la deacetilacion de la quitina se realiza con disoluciones de
hidroxido de sodio (40%) a 120°C en un tratamiento de 1-3 h. Este tratamiento produce

quitosano con aproximadamente 70% de deacetilacion (Figura 7). (Majeti, et al, 2000).

CLROL ClLOLL
H | 3 H I
h i NaCH
CH H
J | H deacetilacion
| NHCOCH,

Figura 7. Proceso de deacetilacion de la quitina para obtener quitosano

2.3.3.1 Hidrogeles de quitosano

Los hidrogeles son redes de polimeros hidrofilicos, interconectados entre ellos mismos
formando una red tridimensional. Estos geles pueden absorber grandes cantidades de agua
o fluidos bioldgicos, sin disolverse e incrementando su volumen drasticamente. La cantidad
de agua o fluidos que absorbe depende de varios factores, como son la estructura molecular,
el grado de entrecruzamiento, la estructura del gel, asi como la cantidad de agua presente
en el medio.

Los hidrogeles son considerados como los primeros biomateriales disefiados para uso en el
cuerpo humano (Contreras-Garcia et al., 2012; Kost et al., 1987). Una gran variedad de
polimeros naturales y sintéticos han sido usados para fabricar hidrogeles. El interés en usar
polisacaridos es por su nula toxicidad, biocompatiblilidad y biodegradabilidad; las cuales son
caracteristicas requeridas en las areas de farmacia, biotecnologia, ingenieria de tejidos, entre
otras aplicaciones. Uno de estos polisacaridos es el quitosano.

Los hidrogeles de quitosano han sido sintetizados con una gran variedad de formas vy
geometrias que incluyen “beads”, cdpsulas, microesféras, microparticulas, etc. En cada
método mencionado, el quitosano es entrecruzado fisica o quimicamente para formar el

hidrogel.
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2.3.3.2 Reticulacién de quitosano

Los hidrogeles son quimicamente estables, pero también pueden degradarse vy
eventualmente disolverse (Hoffman, 2002). Para evitar esta disolucién/degradacion, se
introduce un agente reticulante o entrecruzante. La reticulacion es un arreglo intramolecular
que presenta enlaces quimicos permanentes entre moléculas que originalmente estaban
separadas.

El entrecruzamiento por método quimico es efectivo para la sintesis de hidrogeles sensibles
al pH. El quitosano puede ser entrecruzado por aldehidos o anhidros con dos grupos
funcionales, entre estos estan el glutaraldehido, glioxal o el mas simple de los aldehidos; el
formaldehido. La reaccién de entrecruzamiento ocurre a temperatura ambiente entre el
grupo amino del CSy el carbonilo del formaldehido, formando un grupo imina (base de Shiff).
Esta reaccidn ocurre de manera muy rapida y puede mejorar las propiedades mecanicas y
estabilizaciéon del hidrogel (Yao et al, 2012; Singh, 2006). La reaccion entre el aldehido vy el
hidroxilo no ocurre frecuentemente.

Los hidrogeles presentan cambios drasticos en su comportamiento de hinchamiento, su
estructura, permeabilidad o su respuesta a diferentes estimulos (como temperatura, pH,
fuerza idnica, etc). Son llamados polimeros “inteligentes” en el sentido que pueden percibir
el estimulo y responden con un cambio en su estructura. Ademas, se han desarrollado
sistemas que combinen mas de un estimulo. Por ejemplo los hidrogeles de CS que responden
al pH también pueden responder a la temperatura cuando son modificados con algun
polimero termosensible como la N-isopropilacrilamida o la N-vinilcaprolactama (Prabaharan

et-al, 2008; Sanoj et al, 2011; Montes et al, 2014; Cai. et al, 2005; Recillas et al, 2011).

2.4 N,N’-dimetilacrilamida (DMAAm)

La N,N’-dimetilacrilamida (DMAAmM) es un mondmero altamente hidrofilico. En los Ultimos

afios ha crecido el interés por este polimero ya que al ser altamente soluble en agua y por su
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caracter hidrofilico puede modificar la LCST y pH de algunos homopolimeros (Cortes Ortega,
2013; Bauri et al, 2013).

Cuando la DMAAm es copolimerizado con algunos mondmeros sensibles a la temperatura el
copolimero en solucién acuosa muestra una LCST mas alta que la del mondmero solo, debido

a la naturaleza hidrofilica de la DMAAm (Bauri et al, 2013; Contreras, 2008).

Figura 8. Estructura de la DMAAm y la Poli(DMAAm)

La estructura de la DMAAmM y el homopolimero se muestra en la Figura 8. Este polimero
puede ser polimerizado e injertado sobre otros polimeros o hidrogeles para mejorar sus

propiedades hidrofilicas, disminuyendo la velocidad de liberacion del agua.

Por lo tanto, los hidrogeles copolimerizados con DMAAm sensibles a la temperatura, pueden

aumentar su LCST dependiendo de la proporcién de DMAAm adicionada.

Ademas este mondmero se ha sido utilizado para retener o inmovilizar algunos metales
debido a su capacidad de formar complejos con los iones metdlicos (Rivas & Moreno-
Villoslada, 1998). La combinacién con otros polimeros, como el quitosano, puede aumentar
la capacidad de adsorcién de metales debido a la existencia de grupos —NH: libres en su

estructura.

2.5 Radiacién ionizante

La radiacion o energia radiante consiste en la propagaciéon de energia en formas de ondas
electromagnéticas o particulas subatdmicas a través del vacio o en un medio material. La
radiacion electromagnética se clasifica de acuerdo a su frecuencia en: ondas de radio,

microondas, infrarrojo, visible, UV, rayos X y rayos gamma.
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El espectro electromagnético abarca un intervalo de frecuencia o longitudes de onda que
pueden ser divididos en distintas regiones, las cuales se les denomina con un nombre

particular como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Espectro electromagnético

La radiacion a, By y tienen diferente alcance o rango en los materiales, gracias a la energia
gue tiene cada tipo de radiacion. De manera que si damos valor de 1 al alcance de

penetracién de las particulas a, las particulas B tendrian un valor de 100, mientras que los

rayos y tendrian un valor de 10, 000 (Sears, 1999).

Mientras la radiacién a tan solo penetra en las capas superficiales de la piel, la radiacion
puede penetrar tejido vivo del grosor de un dedo. Los rayos gamma, son tan energéticos que

sélo pueden ser detenidos por materiales densos, como una pared de concreto, plomo o

varios metros de agua.
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Figura 10. Poder de penetracion de la radiacién ionizante
La radiacion de alta energia es capaz de hacer salir los electrones mas externos de los &tomos
y moléculas convirtiéndolos en iones. Cuando esto ocurre, se habla de un proceso de
ionizacién y los pueden causar basicamente los rayos gamma, rayos X, electrones acelerados

y neutrones.

El uso de la radiacidon ionizante es muy amplio y actualmente, las instalaciones como los
irradiadores gamma emplean elementos radiactivos producidos en los reactores nucleares,

tal es el caso del #°Co.

Los rayos gamma provenientes del ®°Co y ’Cs tienen una longitud de onda muy corta y
energia alta. Los rayos gamma del 13/Cs tienen un valor de 0.661 MeV, mientras que el ®°Co

tiene dos rayos gamma de 1.17 y 1.33 MeV.

2.5.1 Cobalto-60 (°Co)

El ©Co es la fuente de radiacién gamma mds usada en la investigacion y en procesos
industriales, el cual es un isétopo radiactivo del cobalto. Para obtener al ®°Co se expone el
>9Co estable ante un haz de neutrones en un reactor nuclear, donde los dtomos cambian su
masa en una unidad, dando asf al isdtopo #°Co, mediante la reaccién nuclear >°Co(n,y)®°CO.
La Figura 11 muestra el esquema de decaimiento del ®°Co, donde se detalla la energia y el

porcentaje de los rayos por medio de los cuales decae a un elemento estable.
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Figura 11. Decaimiento del ®Co

2.5.2 Interaccién de la radiacién con la materia

Los rayos gamma (y) son emitidos por el nucleo, cuando éste se encuentra en un estado
excitado y decae a un nivel inferior de energia. Este tipo de radiacion no posee carga eléctrica
ni masa, por lo que, la interaccién con la materia no es por atraccion o repulsién eléctrica.
Los principales mecanismos de interaccion de la radiacion con la materia son: (Navarrete &

Cabrera, 1993; Vértes and Kiss, 1987)

1. Efecto fotoeléctrico

2. Efecto Compton

3. Formacion de pares

Por medio de estos tres mecanismos, la radiacién serd capaz de generar la ionizacién y
excitacion de la materia. En los materiales poliméricos, ésta interaccién ocurre mediante el

efecto Compton principalmente.

2.5.2.1 Efecto fotoeléctrico

En este proceso el fotdn incidente pierde totalmente su energia en el choque con un electrén
de las capas internas del dtomo. Los electrones se encuentran retenidos en sus capas
electronicas con cierta energia. Para que alguno de ellos pueda ser arrancado y suceda el
efecto fotoeléctrico, es necesario que la radiacion incidente tenga al menos una energia igual
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a la energia de uniéon del electrén. El efecto fotoeléctrico no es posible por interaccion de un
fotdn con un electrdn libre, ya que debe de intervenir otra particula para que se conserve la
cantidad de movimiento. El efecto fotoeléctrico es mas probable cuando el electron estd mas
fuertemente unido. La probabilidad de que tenga lugar el efecto fotoeléctrico es
notablemente mayor a “bajas” energias y alta seccion eficaz como en el caso de un material
atenuador como el plomo. (Vértes & Kiss, 1987). A energias bajas, los electrones son emitidos
preferentemente formando un angulo de 90° en relacién con la direccién del fotdn incidente.
A energias mas elevadas, la distribucion se desplaza hacia adelante.

En esta interaccidn, la totalidad de la energia del fotdn se transfiere a un electrén de las
capas L y K del atomo y es expulsado con cierta energia cinética. El foton desaparece por
completo y el exceso de energia en relacion a la energia de union del electron se convierte
en energia cinética del electron. El fotdon no ioniza mas que un solo atomo vy el electrén
desplazado puede excitar o ionizar numerosos atomos y moléculas. La ionizacidon interna
causada por el efecto fotoeléctrico termina con la emisidén simultdnea de rayos X, que

también son un tipo de fotén.

2.5.2.2 Efecto Compton

En este efecto, el fotdn soélo cede una parte de su energia al electron de las capas mas
externas. El fotén incidente se dispersa de su trayectoria con cierto angulo respecto de su
direccion incidente disminuyendo su energia y un electron es desviado de su orbita. En esta
interaccién se conserva la energia y la cantidad de movimiento. El efecto Compton es una
interaccién eldstica entre el fotdn incidente y un electrén libre o ligado fuertemente a su
nucleo, que se supone en reposo. Cabe decir que si el electrén estd ligado fuertemente a su
nucleo, todo el 4tomo experimenta retroceso por la interaccion con el fotén incidente. La
probabilidad que ocurra este efecto es notable a energias “medias”, la prevalencia del efecto

Compton puede extenderse, entre aproximadamente, 20 keV y 30 MeV.
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2.5.2.3 Formacion de pares

En este proceso, el fotdon desaparece totalmente y en su lugar aparece el par negatron-
positrén (por lo que se dice que el foton es absorbido cerca del ndcleo); se trata de una
trasformacién de energia en materia. Como la suma de las masas en reposo del negatron y
positrén equivalen a una energia de 1.02 MeV, esta tendra que ser la energia minima del
fotdon incidente para que pueda tener lugar la formacién o producciéon de pares. Luego
entonces la formacién del par depende de la energia del fotén y del nimero atémico,
generalmente alto, con el que interacciona. La formacion ocurre en el campo colombiano
del nucleo atémico.

El negatrén y el positron pierden rapidamente su energia cinética por colisiones con los
atomos o particulas circundantes. Una gran cantidad de los positrones formados en esta

interaccioén se transforman en radiacion de aniquilacion.

2.6 Radiacién de polimeros

La radiacion ionizante es una herramienta muy Util para modificar materiales poliméricos, ya
gue pueden iniciar reacciones a cualquier temperatura y en cualquier estado (Chapiro,
1962). La ventaja mas grande que presenta es que no es necesario el uso de iniciadores
quimicos, por lo que en el producto final estara libre de residuos del iniciador.

La radiacion promueve la ionizacidén y excitacién del material. En los polimeros produce
principalmente radicales libres, los cuales son altamente reactivos, produciendo cambios en
la estructura fisicoquimica del polimero. Un proceso por el que se pueden modificar los

polimeros para mejor sus propiedades es mediante el injerto por radiacion.

2.6.1 Injerto

El injerto en polimeros consiste en introducir cadenas lateralmente a una matriz polimérica
por medio de formacion de enlaces covalentes.
El injerto en polimeros es muy importante desde un punto de vista tecnolégico, puesto que

se pueden sintetizar polimeros con ciertas propiedades que con un homopolimero no se
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obtendrian. Varios materiales biocompatibles son modificados injertando otros monémeros
para potencializar su respuesta o modificar sus propiedades. Existen diferentes métodos
para sintetizar copolimeros de injerto, los cuales se pueden dividir en métodos quimicos y
fisicos.

Un método fisico conveniente para la modificacion de polimeros es por medio de radiacién
ionizante. El injerto de polimeros mediante este método involucra la formacion de especies
muy reactivas: radicales libres, iones y moléculas excitadas, produciendo la formacion de
enlaces covalentes sobre la matriz polimérica, de manera que se combinan las propiedades
de cada polimero.

Existen tres formas principales para injertar un monémero en un polimero mediante
radiacién ionizante, estas son: método directo, método de pre irradiacion y pre irradiacién

oxidativa (Chapiro, 1962).

2.6.1.1 Método directo

Este método consiste enirradiar el polimero en presencia del mondémero bajo una atmosfera
inerte. El mondmero puede estar en fase gas, vapor, o en disolucion. La radiacién produce
radicales libres en la cadena principal del polimero, los cuales inician el injerto, formando

ramificaciones en la estructura principal (Figura 12).

g
=

Figura 12. Copolimerizacion de injerto por método directo
En este método el efecto de la radiacidon ionizante no es selectivo, dando también la
formacién de radicales en el mondmero, por consecuencia la formacién de homopolimero
es alta. Para la reducir la formacion de este, se usan inhibidores de radicales como Fe?*, Fe3*,

Cu?* o llevar a cabo la reaccion a baja temperatura.

21



2.6.1.2 Método de Pre-irradiacion

El material polimérico es irradiado en atmosfera inerte. Como resultado, los macroradicales
formados quedan atrapados en la cadena del polimero y al entran en contacto con las
moléculas del mondmero, inician el proceso de injerto. La principal desventaja de este
método es que los macroradicales formados se pueden combinar con otros macroradicales
adyacentes, ocurriendo posiblemente entrecruzamiento de las cadenas. Por consecuencia

el porcentaje injerto es bajo comparado con el método directo.

2.6.1.3 Método de pre-irradiacidn oxidativa

Elinjerto también puede obtenerse irradiando la matriz polimérica en presencia de aire, para
formar perdxidos e hidroperdxidos, los cuales al calentarse forman radicales libres que
comienzan el proceso de injerto (Figura 13). Una de las ventajas de este método es que se
pueden almacenar las muestras irradiadas a baja temperatura por determinados periodos
de tiempo, al igual que detener la reaccion de injerto en cualquier momento. Sus desventajas

es que requiere dosis mas altas que en el método directo.
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Figura 13. Injerto por radiacion ionizante. Método de pre irradiacion oxidativa (adaptado de Mufioz-Mufioz & Bucio,
2012)
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2.6.2 Injerto binario

Cuando se sintetiza un copolimero de injerto binario, puede ser obtenido mediante uno y
dos pasos usando los métodos anteriormente descritos.

Elinjerto en un paso consiste en injertar los dos mondmeros al mismo tiempo sobre la matriz
polimérica, obteniéndose un copolimero al azar (Figura 14 a). Por el contrario, el injerto en
dos pasos consiste en injertar uno de los mondmeros primero y posteriormente injertar el
otro por separado, obteniéndose un copolimero en blogue (Figura 14 b). La ventaja de este
método respecto al anterior, es que se sabe la cantidad de mondmeros injertados en cada

paso.

hv
o Y o YA R
matriz polimérica @ e

(a) copolimero injertado en un paso

hv
w VAN

matriz polimérica @

hv 0

(b) copolimero injertado en dos pasos

Figura 14. Copolimero de injerto en una matriz polimérica usando dos mondmeros en: (a) un paso y (b) en dos pasos
(adaptada de Mufioz-Mufioz & Bucio, 2012).
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2.7 Caracterizacion

2.7.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR)

La espectroscopia de infrarrojo es la interaccidon de la radiacién electromagnética de la region
infrarroja con la materia. La radiacion infrarroja se encuentra en el rango de 10000-100 cm”
1 es absorbida y convertida por las moléculas a energia de vibracién molecular, este tipo de
energia es la suma de todas las vibraciones que pueden tener las diferentes uniones
guimicas.

Esta absorcion puede ser cuantificada y la longitud de onda de absorcién depende de los
atomos involucrados en la vibracién y de la fuerza de unién. Una unién quimica vibrando solo
podra absorber radiacion infrarroja si la vibracion provoca un momento dipolo que varie a
las mismas frecuencias que la radiacion infrarroja absorbida. Al medir y expresar
graficamente la energia absorbida se tiene un espectro de infrarrojo. Las intensidades de las
bandas pueden ser expresadas en términos de transmitancia (T) o absorbancia (A).

La espectroscopia infrarroja estad considerada como una prueba de identidad. Cuando se
comparan los espectros de una muestra patréon y el de un compuesto igual a la misma
concentracion, los dos espectros deberan ser iguales.

La técnica de reflectancia total atenuada (ATR) permite una mayor sensibilidad en el analisis
de la muestra, ya que esta en contacto directo con un sélido con un alto indice de refraccion.
El haz de luz infrarroja es incidido en el sdélido que presentara una refraccion interna total,
gue atenuara el rayo y este llegard a la muestra. Esto hace que se obtenga mayor versatilidad
en el andlisis de sustancias sélidas y liquidas, ya que la preparacion de las muestras es

practicamente inexistente y la limpieza de los instrumentos es muy sencilla.

2.7.2 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico se puede definir como la técnica en que se mide la pérdida de
peso de una muestra en funcién de la temperatura. Entre los cambios que se presentan al

calentar son descomposicion, sublimacion, reduccién, desorcién, absorcion, etc.
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El equipo utilizado en analisis termigravimétrico es una termobalanza que consta de 5 partes

principales: una microbalanza y su equipo de control; un horno y los sensores de

temperatura, habitualmente un termopar colocado en las proximidades de la muestra pero

no en contacto con ella; un programador de temperatura; un controlador de la atmdsfera

(tipo de gas y caudal) y un dispositivo para almacenar los datos de peso y temperatura

fundamentalmente. La microbalanza es sostenida por un brazo, la posicion de este se mide

mediante un sensor éptico, el cual a cualquier cambio de masa origina un desequilibrio en el

brazo y origina una corriente que se comunica a la bobina y la vuelve a la posicién inicial en

la trayectoria de haz luminoso que se detecta con fotoceldas. La corriente resultante se

amplifica y se registra, ademas de alimentar la bobina del galvandmetro, haciendo que el haz

regrese a su posicion inicial (Figura 15).
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Figura 15. Representacién esquematica de una termobalanza de TGA
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CAPITULO 3 . PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacion se describe la parte experimental que se siguid para la sintesis del injerto binario,

asi como su posterior caracterizacion.

3.1 Materiales y Equipo

Tabla 1. Materiales y equipos

Material

Equipos

e Quitosano, de bajo peso molecular, se
adquirié en Sigma Aldrich. Se utilizé
como se recibid.

e Dimetilacrilamida (DMAAmM) y N-
vinilcaprolactama (NVCL) de Sigma
Aldrich (Aldrich USA), fueron destilados
previamente a presion reducida.

e Formaldehido, metanol, dcido acético
y acetona de Sigma Aldrich, se utilizaron
como se recibieron.

e Las soluciones amortiguadoras para
determinar pH, fueron preparadas a
partir de acido citrico monohidratado,
pureza 100%; y fosfato de sodio dibasico
anhidro con pureza de 99.8%. Adquiridos
en Baker.

Fuente de radiacion de ®°Co (Gamma
beam 651 PT, Nordion International).
Espectrometro  FTIR infrarrojo  con
transformada de Fourier y punta de
diamente. Perkin-Elmer Spectrum 100
(Perkin EImer Cetus Instruments, Norwalk
CT)

Equipo TGA Q50 (TA Instruments, New
Castle)

Potencidmetro HI4212, Hanna

Instruments, con electrodo de Ag/AgCl




Figura 16. Diagrama de flujo para la obtencion del injerto binario sobre el hidrogel de CS

3.2 Preparacién de hidrogel de quitosano (net-CS)

Para la formacién de los geles de quitosano se usan agentes entrecruzantes, como son los di
aldehidos, tales como el glioxal, glutaraldehido y el mas simple de ellos, el formaldehido, que
reacciona con el grupo amina del CS para formar la red. Para la sintesis de los hidrogeles se utilizé
una solucion de quitosano (3% w/v), las cuales se prepararon disolviendo el CS en una soluciéon
acuosa de 4cido acético al 10% v/v. Se colocaron 15 mL de la disolucion de quitosano en cajas petri
de teflon vy se agregd el formaldehido que viene disminuido en el envase con una concentracion
de 10 %v/w respecto al CS. Se dejo reaccionar en la campana aproximadamente 72 h. Una vez
seco, se lavd por 24 h con acido acético al 1% v/v para eliminar el CS no reticulado, después se

lavo con agua destilada hasta llegar a pH neutro.
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3.3 Determinacion del porcentaje de desacetilacion del CS y porcentaje de reticulacion
del gel de CS

Es importante calcular el grado de desacetilacion del quitosano con el cual se esta trabajando,
para eso se uso el método que describe Czechwska-Biskup, por medio de titulacion acido-base
(Czechowska-Biskup et al, 2012). Una muestra de quitosano en polvo, aproximadamente 0.125 g,
se colocd en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se agregd 25 mL de una disolucion acuosa de
acido clorhidrico 0.1 M. Se dejo en agitacidon durante 24 h y transcurrido este tiempo se tituld con
una solucién acuosa de NaOH 0.1 M, se fue registrando el cambio de pH por cada mililitro de
hidroxido de sodio agregado. Se construyd un grafico de volumen de NaOH agregados vs pH dando
dos puntos de inflexién. Por medio del grafico se calculd el porcentaje de grupo amino libre o

grado de desacetilacion (DD) mediante la siguiente ecuacion.

(C1#V1—Ca#Vp) + 1073 x 16
0 =
DD% 0.9947G * 100 oo, (1)

Donde C;1 y Vi es la concentracién en mol-dm™ y volumen de HCl respectivamente; Co y Vs es la
concentracion y el volumen de NaOH utilizado respectivamente; donde G es el peso de la muestra en gramos, 16
g/mol es el peso molecular del grupo amino y 0.994 la fraccién tedrica de grupos NH; presentes
en el quitosano 100% desacetilado (Jia et al,2005; Czechowska-Biskup et al, 2012). El grado de
desacetilacion determinado del CS fue de 79%.

Para calcular el grado de reticulacién del gel de quitosano, se utilizd el siguiente método; el gel de
CS previamente sintetizado, se puso en una solucion de acido acético al 1% previamente pesado
durante 24 h a agitacion constante, transcurrido el tiempo, se lavé con agua destilada hasta pH
neutro, se seco a vacio y se registré el peso. Para calcular el porcentaje de reticulacién se uso la

siguiente ecuacion.
. ./ w
%reticulacion = (W—f) * 100, (2)

Donde Wiy W, es el peso del quitosano después y antes de la extraccidén con acido acético.
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3.4 Injerto binario en un paso. Sintesis de (net-CS)-g-(NVCL/DMAAm)

En esta seccion se describe la sintesis del injerto (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM) en un paso en el gel

de CS por método directo, pre-irradiacion oxidativa y método inverso.

3.4.1 Injerto binario por método directo en gel de quitosano

El hidrogel de quitosano se trituré en un mortero con pistilo, se pesaron aproximadamente 0.1 g
de la muestra y se sumergieron en 7 mL de una solucién de NVCL (15 %v/v) y DMAAm (5 %v/v) en
metanol durante 24 h, transcurrido este tiempo se sacaron las muestras de la disolucién y se
transfirieron a ampolletas de vidrio con junta esmerilada unida a un tubo de vidrio. Con el fin de
eliminar el oxigeno presente, se burbujed argdn durante 20 min, se sellaron y se irradiaron en in
intervalo de dosis de 2.5-15 kGy con una intensidad de 10 kGy/h. Posteriormente se abrieron las
ampolletas, se hicieron lavados del hidrogel con de acido acético al 1% v/v, después se extrajo con
agua durante 24 h para eliminar los residuos de la solucion de NVCL/DMAAm asi como el
copolimero no injertado, y se secaron a vacio hasta peso constante.

El porcentaje de injerto (G%) se calculd de la siguiente forma

6% = “L2 % 100........3

(0]
Donde

W, es el peso del injertoy W, el peso inicial del gel de CS.

3.4.2 Injerto binario por método de pre-irradiacién oxidativa en gel de quitosano

Se tomaron muestras del hidrogel de quitosano, se trituraron en un mortero con pistilo y se
introdujeron en ampolletas de vidrio; enseguida se irradiaron en presencia de aire con dosis entre
2.5-15 kGy y una intensidad de 10 kGy/h. Posteriormente se agregd una solucién de NVCL al 15%
v/vy DMAAm al 5% v/v en metanol (7 mL en cada ampolleta).

Con el fin de eliminar el oxigeno presente, se burbujed argén a las ampolletas durante 20 min, se
sellaron y se dejaron hinchar por 24 h, que es el periodo de hinchamiento maximo del gel de
quitosano. Transcurrido este periodo, se pusieron a reaccionar a una temperatura de 60 °C

durante 6 h. Pasado este tiempo, se abrid la ampolleta, se extrajo el hidrogel con acido acético al

29



1% v/v y después con agua para eliminar los residuos de la disolucién de NVCL/DMAAm.
Posteriormente se secaron a vacio hasta peso constante.
El porcentaje de injerto se calculéd mediante la ecuacion (3) donde Wg es el peso del injerto y Wo

el peso inicial del gel de CS.

3.4.3 Injerto binario en quitosano en polvo por método directo (método inverso)

El método inverso consiste en realizar primero el injerto de los monémeros (NVCL y DMAAmM) en
un solo paso sobre polvo de quitosano (sin previa disolucién); y en un segundo paso (de manera
“inversa” al método previo), reticular el quitosano injertado con el formaldehido. Para ello, se
colocaron aproximadamente 0.2 g de quitosano en polvo dentro de ampolletas de vidrio tipo
Pyrex. En cada ampolleta se agregaron 7 mL de una mezcla de los 2 mondmeros disueltos en
metanol. Se realizaron 3 ensayos con distintas relaciones de porcentaje en volumen de los

monodmeros, de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentajes de los mondmeros utilizados en el método inverso

Mondmero NVCL (% v) DMAAmM (% V)
Ensayo 1 15 5
Ensayo 2 25 10
Ensayo 3 25 5

A cada ampolleta se le burbujed argdn por un lapso de 20 minutos para eliminar el oxigeno
presente. Una vez eliminado el oxigeno, la ampolleta fue sellada y refrigerada por 24 h para su
posterior irradiacion. Las dosis de irradiacion fueron de 2.5-15 kGy con una intensidad de 10
kGy/h. Al término de la irradiacion, se extrajo el material formado dentro de las ampolletas y se
lavd con agua destilada por un periodo de 24 h para eliminar los restos de mondmeros sin injertar.
Se filtraron con un crisol de placa porosa, se secaron al vacio y fueron pesados. De manera analoga,
una ampolleta control fue sometida al mismo procedimiento descrito, pero evitando la
irradiacion. De esta manera podemos estimar la perdida en peso de CS debido a la metodologia

seguida. Para la presente investigacion, se obtuvo una pérdida de aproximadamente 10 % en peso.
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El porcentaje de injerto (G %) se calculd con la ecuacion (3); donde Wg y W, son el peso del CS
injertado y el peso inicial del CS, respectivamente. Finalmente, se hizo la correccion al porcentaje
de injerto, multiplicando la ecuacion anterior por 0.1, correspondiente al porcentaje de pérdida
de la muestra control.

Una vez obtenido el injerto binario sobre el CS, se procedié a la reticulacién del material de
acuerdo al procedimiento experimental descrito en la seccion 3.2. El copolimero de injerto (CS-g-
NVCL/DMAAm), se disolvié en acido acético al 10 % (v/v), se colocd en cajas Petri de teflony se les
agregd formaldehido. Después de 72 h las muestras fueron lavadas con acido acéticoal 1 % v/vy
después con agua hasta alcanzar pH neutro.

Cuando fue sintetizado el gel, se calculé el porcentaje de reticulacion con la ecuacion (2); donde

W,y Wsson el peso del quitosano antes y después de la extraccidn con acido acético.

3.5 Injerto binario de NVCLy DMAAm en gel de CS en dos pasos por método directo

En esta seccion se describe la sintesis del injerto [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM en dos pasos por

meétodo directo. En el primer paso se injerto la NVCL y en un segundo paso se injerto la DMAAm.

3.5.1 Primer paso. Sintesis de (net-CS)-g-NVCL

En el primero paso, el gel de quitosano (aproximadamente 0.08 g) se sumergio en una soluciéon de
NVCL al 15 0 25 % v/v en acido acético (10 % v/v) durante 24 h, a continuacion las muestras de gel
de quitosano hinchadas se sacaron del disolvente y se transfirieron a ampolletas de vidrio; se
burbujeo argdén durante 20 min, se selld la ampolleta y se mandé a irradiar con dosis de 2.5-20
kGy con una intensidad de 10 kGy/h. Después de irradiar las ampolletas, se lavé el injerto (net-CS)-
g-NVCL con acido acético al 1% y después con agua durante 24 h para eliminar el homopolimero
formado y el mondmero no injertado, las muestras injertadas se secaron al vacio por 24 h.

El porcentaje de injerto de NVCL fue calculado con la ecuacion (3). Donde Wgy W, son el peso del

gel de CS injertado con NVCL vy el peso inicial de net-CS, respectivamente.
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3.5.2 Segundo paso. Sintesis de [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAM

Después de que se injertd el mondmero de NVCL en la red CS, se buscaron las condiciones éptimas
para injertar la DMAAmM, por lo que se estudid la influencia de varios factores, como porcentaje de
injerto de NVCL, la concentracion de DMAAm y la dosis de radiacion. A continuacién se describe

el procedimiento.

3.5.2.1 Influencia del porcentaje de injerto de NVCL en gel de quitosano sobre el
injerto de DMAAm en un segundo paso

Se pesaron muestras con diferentes porcentajes de injerto de NVCL obtenidas en el primer paso y
se sumergieron en una disolucién de DMAAm al 10% en metanol durante 24 h. Después de este
tiempo, se sacaron de la disolucién, fueron colocadas en ampolletas de vidrio, se burbujed argon
durante 20 min y se sellaron. Se irradiaron a una dosis de 12 kGy, posteriormente se extrajeron
las muestras con agua durante 24 h para eliminar el homopolimero y el monémero no injertado,
a continuacion fueron secadas y pesadas. El porcentaje de injerto se calculdé con la ecuacion (3)

donde W; es el peso de [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM y W; es el peso inicial de (net-CS)-g-NVCL.

3.5.2.2 Influencia de la concentracion de DMAAm en el injerto en un sequndo paso

Cuando que se tuvo el porcentaje de injerto de NVCL bajo diferentes condiciones, se procedio a
estudiar la influencia de la concentracién de DMAAm. Para este experimento, se pesaron muestras
injertadas de (net-CS)-g-NVCL con 7 % de injerto y se sumergieron en una disolucién en metanol
de DMAAm a diferentes concentraciones (2, 5, 8, 10, 12 %) durante 24 h. Una vez transcurrido el
tiempo se retiraron de la solucion y se colocaron en ampolletas de vidrio re-sellables (con juntas
esmeriladas y un tramo de tubo de vidrio para el sellado de la ampolleta), se burbujed argdn
durante 20 min y después se irradiaron a una dosis de 12 kGy. Al concluir el tiempo de irradiacién,
las muestras injertadas se lavaron con agua durante 24 h para retirar los subproductos formados
por la irradiacién. El copolimero fue secado a vacio hasta peso constante. Se calculd el porcentaje
de injerto de las muestras con la ecuacion (3) donde Wg es el peso de [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM

vy W, es el peso inicial de (net-CS)-g-NVCL.
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3.5.2.3 Injerto de DMAAm en funcion de la dosis

Una vez determinados los factores 6ptimos de concentracién (5% v/v) y porcentaje de injerto de

NVCL (7%), se estudio la influencia de la radiacién de dosis sobre el porcentaje de injerto.

Se pesaron muestras con injertos de NVCL al 7 y 30% vy se sumergieron en una disolucion de
DMAAm al 5% v/v durante 24 h. En seguida se retiraron de la disolucién y se colocaron en
ampolletas de vidrio re-sellables, se les burbujed argdén por un periodo de 20 minutos, se sellaron
y se irradiaron a dosis de 2.5, 5, 8, 10, 12, 15, y 20 kGy. Posteriormente, las muestras se lavaron
con agua durante 24 h y secaron en una estufa de vacio. El cdlculo de injerto se realizé mediante

la ecuacion (3) en el que Wg es el peso del gel de CS injertado y W, es el peso de (net-CS)-g-NVCL.

3.5.3 Injerto de DMAAm por pre irradiacion oxidativa en peliculas de CS-g-NVCL

Algunas muestras injertadas con NVCL, previamente pesadas se colocaron en ampolletas tipo
Pyrex y fueron pre-irradiadas en presencias de aire a una dosis de 10 kGy; enseguida se les agregd
una disolucién de DMAAm en metanol al 5% v/v y se burbujed argdn durante 20 min para después
sellarlas y calentarlas a 60 °C, a diferentes tiempos de reaccion (1, 3, 6,y 9 h).

Posteriormente, se lavaron con agua durante 24 h, se secaron al vacio y pesaron. Se calculd el
porcentaje de injerto con la ecuacion (3), donde Wy y W, son el peso del gel de CS con DMAAmM y

el peso inicial de CS-g-NVCL, respectivamente.

3.6 Caracterizacion

3.6.1 Tiempo de hinchamiento al equilibrio

El hinchamiento para los diferentes sistemas sintetizados fue determinado gravimétricamente.

El tiempo de hinchamiento en el equilibrio o hinchamiento maximo es el periodo que tardan las
muestras en absorber la maxima cantidad de agua en su estructura. Para ello, se colocd una
pequefia pieza de gel de quitosano seco o de injerto en el gel de quitosano, (aproximadamente
0.08 g) previamente pesada, en agua destilada y se pesd cada determinado tiempo hasta obtener
un peso constante.

La expresion que se uso para calcular el hinchamiento en equilibrio es
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. . We W
% hinchamiento = % * 100 oo, (4)
Donde:
Ws= peso del hidrogel hinchado

Wo = peso del hidrogel seco

3.6.2 pH critico

La sensibilidad al pH de las muestras injertadas y del gel de quitosano, fue evaluada a partir de la
relacion de hinchamiento maximo, variando el pH por medio de soluciones buffer de Na;HPOa4/
acido citrico (Gonzales-Pérez, 2009; Montané-Cruz., 2013).

Las mediciones fueron llevadas a cabo en un rango de pH de 2 a 6. Las muestras con las cuales se
hizo este experimento, primero se pesaron secas, después se sumergieron en una solucion buffer
de pH conocido a temperatura ambiente, hasta alcanzar el tiempo de hinchamiento limite.
Posteriormente se sacaron las piezas de gel, se elimina el excedente de solucion buffer y se pesan,
a continuacion se sumergen nuevamente en la soluciones con los diferentes pHs. Se registraron
los diferentes pesos de las muestras en diferentes soluciones buffer para construir un grafico de
% hinchamiento versus pH. Para calcular el porcentaje de hinchamiento se utilizé la ecuacion (4).

El pH critico se identificé como el punto de inflexion en el grafico que se realizé.

3.6.3 Temperatura critica (LCST)

La temperatura critica inferior de solucién de las muestras fue determinada de la relacion de
hinchamiento con respecto a la temperatura.

El procedimiento consiste en pesar las muestras secas, sumergirlas en agua destilada a una
temperatura dada en un bafio maria, hasta alcanzar el tiempo de hinchamiento limite. Pasado el
tiempo, se secan las muestras con un poco de papel secante para eliminar el exceso de agua y se
pesan. Se vuelven a sumergir y se cambia la temperatura del bafio. El intervalo de temperatura a
la cual se sometieron los injertos fue de 17-45 ° C. Se realizé un grafico % de hinchamiento en
funcion de la temperatura. La temperatura critica se identificd como el punto de inflexion en el

grafico.
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3.6.4 FTIR-ATR

La caracterizacién de los materiales fue llevada a cabo en un espectrémetro Perkin-Elmer
Spectrum 100 (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk CT) con el accesorio de reflectancia total

atenuada (ATR)con punta de diamante; en un rango de nimero de onda de 4000 a 600 cm™.

3.6.5 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de (net-CS), (net-CS)-g-(NVCL/DMAAm) y [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM

fueron determinadas por andlisis termogravimétrico (TGA).

3.6.5.1 Andlisis termigravimétrico (TGA)

Para evaluar la estabilidad térmica se usé un equipo de termogravimetria, modelo TGA Q50 (TA
Instruments, New Castle) con una velocidad de calentamiento de 10°C min con atmdsfera de
nitrogeno, partiendo de temperatura ambiente hasta 700 °C. La masa de las muestras fue de 10-

15 mg aproximadamente.
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CAPITULO 4 . ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Porcentaje de reticulaciéon del gel de CS

En el entrecruzamiento de quitosano (net-CS) las cadenas del polimero estan conectadas entre s,
por medio de un agente entrecruzante. En el presente trabajo se utilizé formaldehido como
entrecruzante, ya que se ha demostrado que el comportamiento de hinchamiento del sistema
resultante es mejor que el que se puede presentar con un entrecruzante distinto (Singh, 2006;
Monier, 2012).

Uno de los agentes entrecruzantes mas usados en quitosano es el glutaraldehido, que es usado
para asegurar buenas propiedades mecanicas y estabilidad quimica, pero se ha encontrado que
tiene un efecto negativo en la capacidad de adsorcién (Monier, 2011). Por esa razén se decidio
usar formaldehido. La reaccion de entrecruzamiento ocurre formando una base de Schiff entre el
grupo amino de la estructura del CS y el grupo carbonilo del aldehido. EI mecanismo se observa

en la Figura 17.

OH OH
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”j H O —0—
s T K ==
H /| H H &

quxtusan O-H
! ¥
H

H \H—(Hs \H_CH\

H\—qultosano

Figura 17. Reaccion de entrecruzamiento del quitosano con formaldehido (Sinh et al., 2006)

El porcentaje de gel de C se calculé por medio de la ecuacion (2). Los resultados se muestran en

la tabla 3 donde el porcentaje de gel promedio fue del 90.65%, por lo tanto, la mayoria de las
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cadenas de quitosano estan unidas al menos con otra cadena, y hay alrededor de 10 % que se

encuentran sin interconectarse con otra.

Tabla 3. Porcentaje de reticulacion de net-CS al 3% w/v

Muestra Peso inicial Peso CS después % Reticulacion
(Wo) Extraccion (Wys)

A 0.5224 0.4733 90.60

B 0.4153 0.3767 90.70

promedio 90.65

El grado de entrecruzamiento afecta su comportamiento de hinchamiento y esta relacionado con
la concentracion de formaldehido utilizada, en este caso fue de 10 % v/v respecto a la disolucion
de CS, lo cual resultd ser suficiente para obtener un alto porcentaje de gel. En general entre mas
entrecruzado esta una red, el grado de hinchamiento decrece porque existe una mayor cantidad
de enlaces quimicos entre las cadenas, provocando que sea mas dificil que se difunda el agua o
cualquier disolvente dentro de la estructura. Los geles de CS obtenidos mostraron porcentajes de
hinchamientos altos, alrededor de 400 % cuyo comportamiento sera discutido posteriormente

(equilibrio de hinchamiento, seccion 4.4.1).

4.2 Injerto binario en un paso. Sintesis de (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM)

4.2.1 Injerto binario por método directo y pre irradiacién oxidativa en gel de quitosano

Los mondmeros de NVCL y DMAAm fueron injertados en hidrogeles de quitosano mediante
método directo y de pre irradiacion oxidativa (Fig 19).

Para el método de pre irradiaciéon oxidativa, el gel de CS se irradid a dosis entre 2.5y 15 kGy en
presencia de oxigeno, a continuacién se le agregaron los mondmeros en concentracion de NVCL
(15% v/v) y DMAAm (5% v/v) en metanol. De igual forma el gel de CS fue irradiado por método
directo a la misma concentracion de mondmeros. La Figura 18 muestra el proceso de injerto de

NVCL/DMAAm sobre net-CS por método directo y de pre-irradiacién oxidativa en un solo paso.
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Figura 18. Mecanismo de injerto de NVCL/DMAAm en gel de CS por método a) pre-irradiacion oxidativa y b) directo

En la Figura 19 se observa la dependencia del porcentaje de injerto con respecto a la dosis por el

meétodo de pre-irradiacion oxidativa y método directo. Cuando la dosis es mayor, el porcentaje de

injerto aumenta, sin embargo, los porcentajes de injerto son muy bajos para el método de pre-
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irradiacion oxidativa, alrededor de 2 %, mientras que con el método directo se obtienen injertos
de hasta 30 % a una dosis de 10 kGy.

El método de pre-irradiacion oxidativa forma perdxidos e hidroperdxidos, que se pueden
recombinar entre ellos, o pueden ser desactivados por otras reacciones secundarias. Cuando la
cantidad de radicales formados no son lo suficientes en el polimero, no hay injerto o éste es poco.
En este caso, el escaso porcentaje de injerto se debe a que el quitosano esta en forma de una red
(gel), y los mondmeros deben de penetrar dentro de la estructura del gel para poder reaccionar
con los sitios activos e injertarse. Sin embargo, la difusion de los monémeros es muy lenta debido
a las redes compactas de la estructura. Si se incrementara la dosis (>15 kGy) para formar mas sitios
activos, y por tanto obtener mayor cantidad de injerto, el CS se degradaria considerablemente.
Por el contrario, el método directo demostrd ser mejor para injertar los dos mondmeros, puesto
gue en este método se ponen en contacto directo la matriz polimérica y los mondmeros durante
la irradiacién, asi los macroradicales formados reaccionan inmediatamente con los mondémeros y
se obtienen mejores porcentajes de injerto. Los injertos obtenidos por este método fueron del
13% al 31% para dosis de 2.5-10 kGy.

Después de llegar a un maximo, los niveles de injerto decrecen por dos motivos principales; la
degradacién del CS (escision de la cadena polimérica y apertura del anillo) a partir de los 12 kGy
(Chmielewski, 2010; Gryczka, et al 2009; Montes, et-al 2014); y el incremento en la formacion del

homopolimero o del copolimero, predominando la poli(DMAAmM).
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Figura 19. Efecto de la dosis de radiacidn en el porcentaje de injerto binario en un paso sobre gel de CS. Concentracion 15%
NVCL y 5% DMAAm en metanol; @ Método directo; B Pre-irradiacién oxidativa. T: 60°C, tiempo de reaccién 6h.

La radiacion ionizante produce especies activas en los mondmeros de naturaleza vinilica como la
NVCL y la DMAAm (Figura 20). Los sitios activos de la NVCL y de la DMAAm se forman en el
carbono secundario, por ser el mas estable. En la DMAAm el radical es estabilizado por un carbono
cargado parcialmente positivo, mientras que el radical de la NVCL es estabilizado por el nitrégeno
del compuesto, por tanto, la NVCL tiene mayor estabilidad.

Por otro lado, la DMAAm difunde mejor dentro de la red polimérica del CS, debido a su estructura

(ya que no presenta impedimento estérico como la NVCL) en consecuencia, se puede injertar en

mayor cantidad.
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Figura 20. Estabilidad del radical en la NVCLy la DMAAmM

4.2.2 Injerto binario en un paso (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM) mediante un método inverso
En este método primero se sintetizo el injerto binario de NVCL y DMAAmM en polvo de CS en un

solo paso, con dosis de 5-25 kGy, a diferentes concentraciones de NVCL y DMAAmM en metanol vy,
posteriormente se llevd a cabo la reticulacién del CS injertado con formaldehido.

La Figura 21 muestra el porcentaje del injerto respecto a la dosis y la concentracion de los
mondémeros. Cuando se mantuvo constante la concentracion de DMAAm (5 %) el porcentaje de
injerto aumentd al incrementar la concentracion de NVCL hasta alcanzar un maximo a 10 kGy,
este comportamiento puede ser explicado considerando que las moléculas de CS tienen mayor
superficie de contacto con los mondmeros y difunden mas facilmente, por lo tanto, cuando existe
mayor numero de moléculas de NVCL el injerto aumenta al haberse agotado el monémero de

DMAAm. Cuando la concentracion de DMAAm es de 10 % v/v, el proceso de injerto aumenta
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lentamente debido al proceso de homopolimerizacidn, esto genera un incremento en la viscosidad

del medio y dificulta la movilidad de los macroradicales, reflejandose en bajos porcentajes de

injerto.
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Figura 21. Dependencia del porcentaje de injerto en funcidn de la dosis a diferentes concentraciones de NVCLy DMAAm.-®
NVCL/DMAAm (25/10 %v/v) ® NVCL/DMAAm (15/5 % v/v) J"NVCL/DMAAm (25/5 % v/v).

Una vez que se injertaron los mondmeros, se procediod a reticular el copolimero de injerto, para
ello se disolvio en acido acético buscando la concentracion de CS (3 % w/v) y el mismo porcentaje
de agente reticulante descrito en la seccién experimental 3.2. Para conocer el porcentaje en gel
de cada copolimero a diferentes dosis se hizo una extraccidn con acido acético y los porcentajes
de reticulacion obtenidos se calcularon con la ecuacién (2) (Tabla 4). Los resultados son el

promedio del porcentaje de reticulacion de las muestras a la misma dosis, pero diferentes

concentraciones de mondmeros.
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Tabla 4. Porcentaje de reticulacidn para las muestras (net-CS)-g-(NVCL/DMAAm)

Muestra Reticulacion (%) Injerto (%)
5 kGy 99 9.75
10 kGy 94 15.3
15 kGy 98 15.2
20 kGy 97 14.1

promedio 97

El porcentaje de reticulacion de las muestras injertadas fue en promedio de 97 %, sin importar el
porcentaje de injerto de los mondmeros. Los resultamos muestran que la reaccion de reticulacion
y la de injerto no ocurre en el mismo sitio, de manera que la reaccion de injerto, se lleva a cabo en
la posicion del carbono 2 y carbono 6 del quitosano (Figura 22) (Gryczka et al., 2009; Hong, et al.,
2005; Liu, et al.,, 2001), mientras que el entrecruzamiento ocurre entre el grupo amino del
quitosano y el carbonilo del formaldehido para obtener una base de Shiff, formando un grupo

imina, lo cual se confirmdé por medio de espectroscopia de infrarrojo (Fig 38).

- —In

Figura 22. Estructura del quitosano
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4.3 Injerto binario de NVCL y DMAAm en gel de CS en dos pasos por método directo

4.3.1 Primer paso. Sintesis de (net-CS)-g-NVCL

El copolimero (net-CS)-g-NVCL se sintetizé por método directo (2.5-20 kGy), dado que esta técnica
demostrd porcentajes de injerto mas altos (Figura 19). Para ello, el hidrogel fue irradiado en
ausencia de aire en disoluciones de NVCL a dos diferentes concentraciones (15y 25 % v/v).

La Figura 23 muestra la relacion entre la cantidad de NVCL injertada y la dosis aplicada para dos
concentraciones del mondmero. Los porcentajes de injerto aumentan progresivamente y alcanzan
un maximo en 12 kGy cuando la concentracién fue 25 % y 8 kGy para 15 %. Sin embargo, los niveles
de injerto decrecen al llegar a dosis mas altas (>15 kGy). Esto sucede porque al aumentar la dosis,
una mayor cantidad de radicales libres son producidos en la matriz polimérica y el monémero,
provocando la formacién de mayor porcentaje de homopolimero que dificulta la difusion de las
moléculas dentro de la red, esto genera que el porcentaje de injerto disminuya. Ademas a dosis
mayores a 10 kGy el quitosano se degrada rapidamente debido a la apertura de anillo vy
depolimerizacion.

La concentracidn mas baja de NVCL (15 %) resulta en porcentajes de injerto mas altos. Una alta
concentracién de monémero forma mayor cantidad de homopolimero vy dificulta la difusion de

este en el polimero de CS.
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Figura 23. Porcentaje de injerto de NVCL en net-CS, en funcidn de la dosis a diferentes concentraciones B NVCL (15% v/v),
NVCL (25%v/v) en &cido acético.

4.3.2 Segundo paso. Sintesis de [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM por método directo

Una vez obtenido el injerto de (net-CS)-g-NVCL por método directo en gel de CS, se procedié a
buscar las mejores condiciones para injertar el mondémero DMAAmM en un segundo paso.

Dado que el injerto se llevd a cabo en pasos, el copolimero formado es un copolimero en bloque.
El mecanismo de injerto se ilustra en la Figura 24. Un protdn de la PNVCL es extraido mediante
radiacion gamma, creando macroradicales en la cadena principal del polimero, los cuales

reaccionan con la doble ligadura de la DMAAm dando lugar al injerto. Otro sitio en el cual se puede

injertar la DMAAmM es sobre el gel de CS, pero es menos probable.
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Figura 24. Injerto de DMAAm en segundo paso [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM. Método directo

Existen diferentes factor que pueden afectar el porcentaje de injerto del DMAAmM como son el
porcentaje de injerto del primer mondmero, la concentracion de DMAAmM vy la dosis de radiacion,

por lo que se estudio la influencia de cada uno.

4.3.2.1 Efecto del porcentaje de injerto de NVCL en gel de quitosano

Se estudié como afecta el porcentaje de injerto de NVCL en el segundo paso de injerto sobre la
red de quitosano a una dosis de 12 kGy y una concentracion de DMAAm al 10 % v/v en MeOH.
Para el segundo paso se utilizd metanol como disolvente porque disminuye la formacion de
homopolimero de la DMAAm.

La Figura 25 muestra que existe una dependencia significativa en cuanto al porcentaje de injerto
de DMAAmM con respecto al contenido de NVCL en (net-CS). Los sistemas con cantidad menor de
NVCL (3 'y 7 %), presentaron porcentajes de injerto mds altos del segundo mondémero (DMAAmM);
cuando la cantidad de NVCL injertada en CS aumenta (16 %), el porcentaje de injerto de DMAAmM

disminuye a la mitad (4 %), hasta tener una meseta cercana a 2 % sin importar ya la cantidad de
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NVCL injertada en la red. Este comportamiento puede atribuirse a la dificultad de difusién de |a
DMAAm dentro de la red, puesto que al existir mayor porcentaje de injerto de NVCL, las cadenas
en la red estdan mas compactas y presentan poros mas pequefios, es por ello que el proceso de

injerto de la DMAAmM se ve disminuido.
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Injerto de NVCL(%)

Figura 25. Porcentaje de injerto de DMAAm en (net-CS)-g-NVCL con diferentes porcentajes de injerto.
Dosis: 12 kGy, concentracién DMAAm: 10 % v/v en MeOH

4.3.2.2 Efecto de la concentracion del monémero de DMAAm en el porcentaje de
injerto en (net-CS)-g-NVCL

Después de haber determinado el porcentaje dptimo de injerto de NVCL, se procedié a estudiar
el efecto de la concentracion de la DMAAm. Para ello se irradio el gel de CS injertado con NVCL (7
%) a una dosis de 12kGy. Los resultados se muestran en la Fgura 26.

Como se observa, la DMAAm se injerta en mayores proporciones a una concentracion de 5 % v/v.
A una concentracion minima de 2 %, el porcentaje de injerto es menor ya que hay muy pocas
moléculas de mondmero disponibles para reaccionar con los sitios activos y la probabilidad es baja
cuando se aumenta la concentracion, el porcentaje de injerto llega a un maximo (5 %) vy
posteriormente disminuye para mantenerse constante, esto es porque los sitios activos en donde
ocurre el injerto disminuyen, ademas de que la DMAAmM es muy reactiva y tiende a

homopolimerizar, aumentando la viscosidad del sistema e impidiendo la difusién del mondmero.
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Figura 26. Porcentaje de injerto de DMAAm en funcidén de su concentracidon en metanol en (net-CS)-g-NVCLys
Dosis: 12 kGy

4.3.2.3 Efecto de la dosis en el porcentaje de injerto

Se observa que cuando el porcentaje de injerto del primer mondmero (NVCL) es de un 7 % (Figura
27), el porcentaje de injerto del segundo mondémero (DMAAmM) aumentdé con el incremento de la
dosis, logrando un maximo a 10 kGy esto es porque la radiacion va creando sitios activos tanto en
el mondmero como en la matriz polimérica y asi favorece la reaccidn de injerto. Sin embargo,
cuando se alcanzan dosis mayores a 10 kGy, el porcentaje de injerto decrece, esto ocurre porque

el polimero de quitosano sufre una escisién de cadena, ademas existe gran probabilidad de
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produccion y recombinacion entre los macroradicales se incrementa el homopolimero de DMAAmM

y se inicia la reticulacién del polimero de DMAAm.
Cuando el injerto de NVCL es de 30 % se observa un decrecimiento en los porcentajes de injerto
de DMAAm lo que se atribuye al gran porcentaje de NVCL y probablemente a cadenas muy largas

en el hidrogel de quitosano, esto genera dificultad de difusién de la DMAAm dentro de la red.
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Figura 27. Porcentaje de injerto DMAAm en funcidn de la dosis a diferentes porcentajes de injerto NVCL en el gel de CS.
Concentracién DMAAm: 5% v/v en metanol. Porcentaje de injerto de NVCL en net-CS: = 7% * 30%

4.3.3 Segundo paso. Sintesis de [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAm por método de pre-

irradiacion oxidativa.

Como otra alternativa de sintesis, se traté de injertar la DMAAmM en un segundo paso al copolimero
de injerto (net-CS)-g-NVCL aplicando el método de pre-irradiacion oxidativa. Las muestras que se
usaron en este experimento fueron gel de quitosano injertado con 33 % de NVCL. La Tabla 5

muestra los resultados obtenidos en funcién del tiempo de reaccion en peliculas pre-irradiadas a

una dosis de 10 kGy.
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Los peroxidos e hidroperoxidos son creados por la radiacion en presencia de aire, los cuales se
rompen al calentarlos, formando radicales que comienzan la reaccién de injerto. Una vez que las
especies activas son formadas van iniciando la reaccién de injerto hasta que sufren recombinacion.
Cuando hay un incremento en el tiempo de reaccion da lugar a que exista a una mayor difusion
del mondmero y reaccione con los macroradicales formados en la pre-irradiacion oxidativa, hasta
que estos se terminan por recombinacion. Sin embargo, no se obtuvieron injertos por este método
(Tabla 5). La temperatura de reaccion (60 °C) favorece la homopolimerizacion de DMAAm y por lo
tanto, se produce en mayor proporcién el polimero de DMAAm en lugar del copolimero de injerto
[(net-CS)-g-NVCL)]-g-DMAAm. Otro factor importante es que las peliculas fueron irradiadas a dosis
de 30-50 kGy para injertar la NVCL, a estas dosis se favorece la escisién de cadenas de quitosano
lo que conlleva a tener un polimero de menor peso molecular que puede disolverse durante el

proceso de lavado en agua/acido acético, provocando la pérdida de masa.

Tabla 5. Porcentaje de injerto de DMAAm en un segundo paso por el método de pre-irradiacion oxidativa.
[DMAAmM]: 5 % v/v MeoH, dosis: 10 kGy, T: 60 C, I: 10.22 kGy/h, Injerto de NVCL: 33 %.

Muestra Tiempo Pérdida en peso
reaccion (%)

RV-2 1h 12

RV-3 3h 5

RV-4 6h 4

RV-5 Sh 6

Con todos los resultados obtenidos y mostrados en las figuras anteriores se puede concluir que
por medio del método directo, el injerto de la DMAAmM en (net-CS)-g-NVCL se ve favorecido,

comparado con el método de pre-irradiacion oxidativa.
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4.4 Caracterizacion

4.4.1 Tiempo de hinchamiento al equilibrio

Una vez que se sintetizé el hidrogel de quitosano, se procedio a caracterizarlo. Lo primero que se
determino fue el hinchamiento, esto con el fin de conocer el tiempo de hinchamiento al equilibrio
de la red de quitosano y los diferentes sistemas injertados. Es indispensable conocer este dato
para después determinar tanto el pH critico como la LCST. Los hinchamientos de éstos se llevaron

a cabo en agua destilada como disolvente y a temperatura ambiente (22 °C).
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Figura 28. Hinchamiento limite para el hidrogel de CS en agua

La Figura 28 muestra que el tiempo de hinchamiento limite del hidrogel de CS fue de 24 h con un
hinchamiento maximo del 400 %.

El porcentaje de hinchamiento esta ligado al porcentaje de entrecruzamiento de la red de
quitosano y éste depende de la concentracién del agente entrecruzante, a mayor
entrecruzamiento, menor serd el porcentaje de hinchamiento. La grafica muestra que net-CS
absorbid agua en un 400 %, aunque la red tiene un entrecruzamiento de 90 %. Se ha estudiado
gue en soluciones 4cidas diluidas las interacciones del quitosano con el agente entrecruzante
(formaldehido) se reducen (Yao et al.,, 2012), mientras que las interacciones intramoleculares
aumentan; creando cavidades dentro del hidrogel, asi el agua puede difundir y adsorberse,

creando nuevas interacciones con los grupos hidrofilicos del quitosano. Al tratarse de un hidrogel,
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la estructura permite retener el liquido dentro de ella y no colapsar por la cantidad de agua

absorbida.

La Figura 29 muestra el hinchamiento del sistema de injerto binario en un paso: (net-CS)-g-

(NVCL/DMAAmM) con diferentes porcentajes de injerto.
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Figura 29. Hinchamiento al equilibrio de (net-CS)-g-(NVCL/DMAAm) en un solo paso 811 % de injerto ®31% de injerto

Para estos sistemas, el hinchamiento limite fue alcanzado en menos de una hora. Un nivel de
injerto bajo (11 %) muestra que el hinchamiento es cercano al obtenido para el hidrogel sin injertar
(400 %), sin embargo, llega al equilibrio en menor tiempo, probablemente a causa de la DMAAm,
debido a que es una molécula altamente hidrofilica, por consiguiente se asocia con una mayor
cantidad de moléculas de agua, lo que causa un aumento en la hidrofilicidad del sistema. De forma
similar, la muestra con 31 % de injerto, alcanzé su hinchamiento maximo en el mismo periodo de
tiempo (75 min), con solo 150 % de hinchamiento.

Para el injerto binario en dos pasos se determind el tiempo de hinchamiento para cada paso de
la sintesis. La Figura 30 muestra el hinchamiento del gel injertado con NVCL {(net-CS)-g-NVCL}. El
hinchamiento limite ocurrid a los 25 min, reduciendo significativamente el tiempo de respuesta

en comparacion con el hidrogel de quitosano (24 h) y del injerto binario en un paso (75 min). El
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porcentaje de hinchamiento disminuyd debido al mondmero injertado (NVCL), lo que provoca

menos hidrofilicidad del sistema comparado con el gel de CS.
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Figura 30. Hinchamiento limite del injerto de en dos pasos. Primer paso (net-CS)-g-NVCL1% graft
Para el segundo paso del injerto de la DMAAm en (net-CS)-g-NVCL, el hinchamiento limite se
muestra en la Figura 31. Su capacidad de hinchamiento al equilibrio es alcanzada alrededor de los
25 min, sin importar el porcentaje de injerto que se tenga de ambos mondmeros. La respuesta a
su porcentaje de hinchamiento de los tres sistemas presentados en la Figura 31 tiene un rango de
52-60 %, dependiendo de su porcentaje de injerto, cuando existe menor porcentaje de injerto

estos hinchan un poco mas, debido a que existe mas espacio en el cual pueda difundir el agua

dentro de la estructura.
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Figura 31. Hinchamiento limite del injerto binario en gel de CS en 2 pasos * [(net-CS)-g-NVCLy 5% graft]-8- DMAAM,.2 % graft
[(net-CS)-g-NVCL 12% g,aft]-g- DMAAmlo%graft,' '. [(net'cs)'g'NVCL30%graft]'g' DMAAm7% graft

4.5 Determinacion del pH critico

La sensibilidad al pH en los hidrogeles de CS es un cambio en el volumen del hidrogel en respuesta
a los cambios de pH del medio, causado por la presencia de bases o acidos de caracter débil. La
Figura 32 muestra el cambio en el hinchamiento del hidrogel de quitosano como funcion del pH.
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Figura 32. pH critico de net-CS
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Como se muestra, el grado de hinchamiento decrece drasticamente a un pH de 3.2, este valor es
el que denominamos como pH critico. La presencia de los grupos amino del CS es lo que le confiere
respuesta al pH. El gel de CS pierde algunos grupos amino durante la reaccion de
entrecruzamiento, sin embargo, el nitrégeno de los restantes grupos amino adn tienen un par de
electrones libres, los cuales pueden ser protonados por los iones del medio circundante por debajo
de su pK; (~6.5), como consecuencia existen fuerzas electrostaticas repulsivas entre los protones
del medio y los grupos amino del hidrogel, por esto el sistema hincha de manera considerable
(aprox. 1400 %).

Por otro lado, el pH critico en los sistemas injertados en uno y dos pasos es diferente del que
presenta el hidrogel de CS. Cuando el gel de CS es injertado con NVCL (primer paso) exhibié un pH
critico en 3.8 (Figura 33); el incremento es debido a que se introdujeron grupos hidrofilicos en la
estructura (amida) provenientes de la NVCL que son grupos capaces de formar puentes de

hidrégeno con el agua.
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Figura 33. pH critico (net-CS)-g-NVClay graft

En la Figura 34 se observa el pH critico del injerto binario realizado en uno y dos pasos. El injerto
en un paso es similar al sistema (net-CS)-g-NVCL, pues presenta un pH critico en 3.8. Mientras
tanto el injerto en dos pasos presentd un pH critico en 5.2, ademas de que la transicion es mucho

mas definida. El aumento en el pH se atribuye a la estructura del copolimero, cuando el injerto
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binario se sintetiza en un paso es un copolimero al azar, mientras que al ser sintetizado en dos
pasos, se obtiene un copolimero en bloque. Las interacciones de los grupos NVCL/DMAAmM son
diferentes para ambos tipos de copolimero.

Cuando se sintetizé en dos pasos, el copolimero tiene un acomodo de las unidades de DMAAmM vy
NVCL en bloque, provocando una corta distancia entre los grupos de los mondémeros y mayor
formacion de enlaces de hidrogeno con la red de quitosano; esto son la causa de que el pH critico
de los sistemas injertados en uno y dos pasos se haya desplazado. En adicién, el pH critico esta
relativamente mas definido cuando se sintetizé en dos pasos (al igual que su LCST), el cual, también

se atribuye a la arquitectura del sistema.
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Figura 34. pH critico de injerto binario. B (net-CS)-g-(NVCL/DMAAM)31% graft 4 [(net-CS)-g-NVCLy7.52 % graft]-8-DMAAM 10 % graft

4.6 Determinacion de la temperatura de solucion critica (LCST)

Después de haber sintetizado el injerto binario, es indispensable saber si presenta respuesta ante
los estimulos externos. Por lo cual, se evalud la respuesta a la temperatura de los sistemas
sintetizados.

La LCST para el copolimero (net)-CS-g-NVCL fue de 34 °C (Fig. 35), la cual estd dentro del rango
reportado en la literatura (32-38 °C) (Kozanoglu et al, 2011; Cheng&Pich, 2012; Sun&Wu, 2011).
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Figura 35. Temperatura critica de (net-CS)-g-NVClgy graft

La figura 36 muestra una LCST de 38°C para los sistemas binarios injertados en uno y dos pasos.

La respuesta a la temperatura de estos hidrogeles injertados proviene de la NVCL.
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Figura 36. Determinacién de la LCST del injerto binario. * [(net-CS)-g-NVCLy szgraf %]-8-DMAAM10grat % ™ (net-CS)-g-
(NVCL/DMAAM) 115 graft

El cambio que se da al pasar de ser hidrofilico a hidrofébico (punto de inflexién) es mucho mas
marcado en el sistema sintetizado en dos pasos, en el cual se observa una LCST mejor definida,
y para el injerto binario en un paso tiene una pendiente suave con una LCST menos definida
(Fig. 36). Esto es debido a la arquitectura misma del sistema (copolimero de bloque o al azar)

puesto que, cuando los mondmeros estan acomodados en bloque, permite un aumento en las
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interacciones intramoleculares de cada polimero injertado, sin embargo, no sucede asi cuando
se presenta el arreglo al azar.

Se ha demostrado que la presencia de componentes hidrofilicos en las cadenas del copolimero
incrementa la LCST (Cheng & Pich, 2012; Contreras, et al., 2008). Entonces, el desplazamiento
de la LCST a temperatura mas alta respecto al injerto con NVCL, es causada por la asociacion
de la DMAAmM con las moléculas de agua presentes en el medio. La presencia de los grupos
hidrofilicos de este mondmero no permite que el agua pueda ser expulsada del sistema de
manera mas rapida que si el sistema estuviera injertado solo con NVCL. En las Figuras 35y 36
se observa que al ir aumentado la temperatura, el porcentaje de hinchamiento decrece, la
razon principal de este comportamiento es debido a los cambios en la estructura de las
cadenas del hidrogel injertado. A temperaturas por debajo de la LCST, existe una interaccion
entre los grupos hidrofilicos de la NVCL/ DMAAmM con el agua, creando puentes de hidrogeno.
Al aumentar la temperatura estas interacciones empiezan a romperse incrementando las
interacciones entre los grupos hidrofébicos de la molécula y expulsando el agua del sistema.
El polimero colapsa y ocurre una separacién de fases de manera que el porcentaje de

hinchamiento disminuye.
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4.7 FTIR-ATR
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Figura 37. IR de (a) (net-CS), (b) -(net-CS)-g-(NVCL/DMAAm) y (c) [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAmM

El injerto de NVCL/DMAAm en el gel de CS fue confirmado por FTIR-ATR. El espectro del gel de

quitosano asi como los sistemas injertados en uno y dos pasos se muestran en la Figura 37.

La Figura 37a el hidrogel de CS, muestra una fuerte absorcion en 3350 cm™ asociada al grupo
hidroxilo (-OH) presente en la estructura; también se puede ver un banda cerca de 1554 cm™ la
cual se atribuye al enlace imina (C=N) que se forma por la reaccién de entrecruzamiento entre el
grupo amino del quitosano y el grupo carbonilo del formaldehido, esta banda caracteristica
confirma la formacion de la base de Schiff (Lee, et al, 2000; Singh, et al, 2006; Monier 2012; Beppu,
et al 2007). La banda que se encuentra en 1643 cm™ correspondiente al grupo acetil amino del
CS. La banda de 1034 cm™ corresponde a la tension de C-OH del alcohol primario

El injerto binario en un paso (Figura 37b) (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM) presenta las bandas

caracteristicas de los componentes; por una parte se encuentra la banda del grupo hidroxilo
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correspondiente al CS en 3373 cm™, en 2923 cm™ y 2868 cm™ se presenta el estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos C-H del carbono alifatico; la banda en 1641 cm™ corresponde
al grupo carbonilo (C=0) de la DMAAm, el cual se traslapa con el carbonilo del CS mientras en 1620
cm™ tenemos el carbonilo (C=0) de la NVCL traslapado con el grupo imina, por lo que las sefiales
se ven bastante anchas.

El injerto binario realizado en dos pasos [(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAm (Figura 37c) presenta un
espectro muy parecido al de las bandas correspondientes al gel de CS, estan en el mismo nimero
de onda a 3373 cm™ (-OH), al igual que el estiramiento simétrico y asimétrico del C-H de los
carbonos alifaticos (2923 cm™ y 2868 cm™). Sin embargo, en la Fig. 37c se observa una sola banda
en 1641 cm™ que corresponde al estiramiento del grupo carbonilo de la NVCL y DMAAm asi como
el grupo imina.

La Figura 38 presenta los espectros de infrarrojo del sistema injertado mediante el método
inverso. La Figura 38d corresponde al injerto binario realizado en polvo de quitosano CS-g-
(NVCL/DMAAmM); se puede ver una banda en 3426 cm™ caracteristico del grupo —OH del quitosano
y otra en 3277 cm™ debida al estiramiento asimétrico de la amina primaria (-NH>); el estiramiento
de los carbonos alifaticos (C-H) se presenta en 2920 cm™ y 2857 cm?%; la banda en 1626 cm™? se
debe a los grupos carbonilos tanto de la NVCL y la DMAAm, el enlace C-N del grupo amida se

presenta en 1420 cm™.
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Figura 38. FTIR del sistema sintetizado por el método inverso: (d) CS-g-(NVCL/DMAAm) y (e) (net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM)

El espectro de la Figura 38e corresponde al IR de injerto binario después de reticularlo. Se pueden
ver las bandas caracteristicas del CS en 3340 cm™}(—OH), la banda en 3426 cm™ debida a los grupos
aminos que desaparecieron, ya que en ese sitio se lleva a cabo la reaccion de reticulacion, a su vez
aparece otra banda en 1548 cm™(C=N) lo cual confirma la formacién de la base de Schiff después
de la reaccion reticulacién. Las bandas en 2923 cm™ y 2869 cm™ se deben a los carbonos alifaticos
y en 1626 cm™ se encuentra la banda asociada a los carbonilos de la amida, proveniente tanto de

la NVCLy la DMAAm.
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4.8 Propiedades térmicas

4.8.1 Andlisis termogravimétrico (TGA)
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Figura 39. Termogramas de TGA

Las curvas de TGA (Fig 39) muestran la descomposicion térmica del gel de quitosano, y de los
injertos binarios en uno y dos pasos. En la curva (a) observamos la descomposicion del gel de CS,
la temperatura de descomposicién es de 300 °C, esta degradacion se atribuye a la escisién de
cadena, deshidratacién de la piranosa y apertura del anillo. La curva (c) es la curva de
descomposicion del injerto binario en 2 pasos. Los copolimeros en bloque usualmente se degradan
de manera independiente, por eso se puede observar dos temperaturas de descomposiciéon. En
290 °C es la temperatura de descomposicidn asociada al gel de CS, la segunda temperatura de
descomposicion se encuentra en 401 °C, correspondiente a la descomposicion de la NVCL (380-
430 °C) y la DMAAm (398 °C) (Bauri K., et al, 2013; Xie X. et al, 1996, Kozanoglu S. et al, 2011,
Morales W., 2010).

La curva (b) correspondiente al injerto binario realizado en un paso, muestra una sola temperatura
de descomposicion en 307 °C. Al ser sintetizado en un solo paso, corresponde a un copolimero al

azar de NVCL y DMAAm, la descomposicion térmica de polimeros al azar usualmente se degradan
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como un solo sistema, por lo que solo presenta una temperatura a 307 °C, que se encuentra entre
los valores del injerto por dos pasos.

Los valores de la temperatura de descomposicién al 10 % de pérdida en peso son muy similares
entre si (Tabla 6), para el injerto binario en dos pasos es de 257 °C mientras que para el injerto en
un paso es de 251 °C, por lo que muestran una estabilidad térmica similar a la red del quitosano
(250 °C).

Tabla 6. Propiedades térmicas de net-CS y los injertos binarios T1o°c: temperatura de descomposicion al 10% de pérdida; Tq:
temperaturas de descomposiciéon

Polimero Tao-c) Tq Residuo a
(°C) (°C) 700 °C
(%)
net-CS 250 300 43
[(net-CS)-g-NVCL]-g- 257 290 36
DMAAmM 401
(net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM) 251 307 40
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CAPITULO 5 . CONCLUSIONES

Los hidrogeles sintetizados como resultado del trabajo de investigacion realizado,
mostraron un porcentaje de reticulacién del 90 % para una concentracién de
quitosano de 3 % w/v.

Se logrd sintetizar un nuevo sistema de hidrogeles injertados con NVCL y DMAAmM en
una matriz de quitosano por la técnica de irradiacion gamma; tanto por método
directo en un paso {(net-CS)-g-(NVCL/DMAAmM)}, como en método de dos pasos
{[(net-CS)-g-NVCL]-g-DMAAm}.

Los injertos binarios obtenidos presentaron respuesta a la temperatura (LCST de 38
°C para ambos sistemas).

El pH critico para los injertos binarios en un paso fue de 3.8, mientras que para el
método de dos pasos se presentd en 5.2.

El método que presentd una mayor eficiencia en el porcentaje de injerto en el
hidrogel, fue el denominado inverso. Los mejores porcentajes de injerto mediante
esta sintesis, fueron logrados cuando se tuvo una relacion de concentracion de 25 %
de NVCLy 5 % de DMAAm.

Se caracterizaron los sistemas injertados mediante la técnica FTIR-ATR, la cual
confirmo el injerto, asi como el entrecruzamiento.

El analisis térmico de los injertos mostré dos temperaturas de descomposicion
cuando el injerto se sintetizé en dos pasos, indicativo de un copolimero en bloque.
Pero cuando se sintetizd en un paso, sdlo se logra ver una descomposicion térmica
caracteristica de un copolimero al azar.

Los sistemas de sintesis propuestos para un injerto binario en una matriz de hidrogel
polimérica, pueden ser usados para la generacion de materiales disefiados para la
retencion de farmacos, gracias a los grupos funcionales hidrofilicos presentes en la

estructura de los injertos, logrando con ello la captacién y libracion del farmaco.
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