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RESUMEN de la tesis de Cristian Covarrubias Cerda presentada como requisito parcial para la
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e Ingenieria de la Universidad Autonoma de Baja Califomia. Ensenada, Baja Califomia, México, enero
def 2019.

Sintesis y caracterizacion de la mezcla polimérica
basada en poli (fumarato de propileno) y alginato de sodio

Sl T

Dr. Fr, %Im David Mb%ioz Murioz Dr. Enrique Hemandez Garibay
Director de tesis Codirector de tesis

Resumen: en este proyecto se desarrollaron materiales basados en la combinacion del polisacarido
alginato de sodio (componente natural e hidrofilico) y del polimero poli [fumarato de propileno] (PPF)
(componente sintético hidrofébico) mediante emulsiones de micelas inversas. Primero, la sintesis de
PPF se realizo a partir de la reaccion de condensacion entre dimetilfumarato y propilenglicol. Para fa
extraccion de alginatos se utilizo el alga café Macrocystis pyrifera, proveniente de las costas de
Ensenada, Baja Califomia, México. Se utiizo Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) como agente
surfactante para la compatibilizacion de la mezcla PPF-Alginato. El entrecruzamiento de las cadenas
de PPF se realiz “in situ” con N-vinilpirrolidona, en presencia del fotoiniciador 6xido de bisacrilfosfina
(BAPO) mediante radiacion UV para la formacion de radicales libres, mientras que el entrecruzamiento
de las cadenas de alginato fue lograda sumergiendo el material en disolucion acuosa de cloruro de
calcio (CaClz). El PPF sintetizado fue caracterizado en su composicion quimica por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Infrarrojo por Transformadas de Fourier (FT-IR); en su peso molecular
por Cromatograffa por Exclusion de Tamafio a Alta Presion (HPSEC) y en sus propiedades térmicas
por Analisis Termogravimétrico (TGA); el alginato de sodio se caracterizd por FT-R y (TGA), Los
materiales PPF-Alginato fueron caracterizados FT-IR, por microscopia electronica de barrido (SEM),
FTIR y TGA. Debido a las caracteristicas biodegradables y biocompatibles de los polimeros que
componen la mezcla, a través de este proyecto de investigacion se pretende ofrecer una alternativa
atractiva para el desarrolio de biomateriales y explorar sus potenciales aplicaciones, con un enfoque

basado en el aprovechamiento de uno de los recursos renovables de Baja California.

Palabras clave: Alginato de sodio; poli (fumarato de propileno); N-vinilpirrolidona; Mezclas

Poliméricas; Materiales biodegradables.
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l. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha generado un creciente nimero de investigaciones en el desarrollo de
biomateriales 0 materiales biodegradables, con el propdsito de ofrecer una solucion y alternativa a la
problematica que actualmente representa el uso de plasticos derivados del petrdleo (Xanthos &
Walker, 2017). De esta forma, son abundantes las evidencias que muestran los problemas generados
por la acumulacién de plasticos no biodegradables y no reciclables, y estan documentados y
estudiados los impactos negativos que estos han ocasionado sobre los diferentes ecosistemas
(Rocha-Santos & Duarte, 2015; Singh & Sharma, 2016). Es por ello que muchos esfuerzos se han
enfocado en el desarrollo de procesos alternativos que permitan potenciar las propiedades de los
materiales poliméricos convencionales a través de modificaciones quimicas, mezclas con polimeros
biodegradables, incrustacion de sistemas nanoestructurados, entre otros, que permitan mejorar las
propiedades mecanicas, y con ello, la vida util del polimero, o en caso contrario, facilitar su
biodegradacion para evitar su acumulacion y convertirse en causante o agente de contaminacion
(Mostafa & Tayeb, 2015).

Para dimensionar la gravedad del problema del plastico y sus consecuencias, aqui algunos datos

recopilados por Greenpeace México:

e Unestudio liderado por académicos de la Universidad Newcastle en noviembre del 2017 descubrid
que los animales de las fosas marinas en el Océano pacifico estan contaminados con fibras que
probablemente provenian de botellas de pléstico, envases y ropa sintética.

e Se estima que 300 millones de toneladas de plastico contaminan los océanos, con mas de 5
trillones de piezas de plastico con un peso de mas de 250,000 toneladas que actualmente flotan
en la superficie del océano.

e Enlos ultimos 10 afios hemos producido mas plastico que en el ultimo siglo, 50% del plastico que
usamos se desecha.

e Actualmente solo recuperamos el 5% del plastico que producimos.

e El plastico representa el 10% de todo el residuo que generamos.



e El pléstico en los océanos se descompone en pequefios segmentos y las piezas del plastico de
una botella de 1 litro, terminan en cada milla de las playas del mundo.

e Por cada afio, en el mundo se utilizan casi 500 billones de bolsas de plastico.

e Para que el plastico se degrade se tiene que tomar de 500 a 1,000 afios.

o 44% de las especies de aves, 22% de los cetaceos, las tortugas marinas y una lista creciente de
peces han sido documentados con plastico adentro o alrededor de sus cuerpos.

e Los Estados Unidos tuvo la tasa de contaminacion mas alta de un 94%, en las tomas de agua que
fueron muestreadas se detectaron fibras de plasticos.

e Enlos Estados Unidos el envase es el uso mas comun de plastico que compone casi el 40% de
la demanda de plasticos.

o Esta estimado que hasta el 2020 la velocidad en que se produce el plastico habra aumentado un

900%, comparado con los niveles de 1980.

Otro recurso o estrategia para abatir el problema que presentan los plasticos, consiste en
aprovechar los polimeros de origen natural, que, en un entorno sustentable, permitan generar
materiales con las propiedades fisicoquimicas y mecanicas adecuadas para aplicaciones especificas
o domésticas. Sin embargo, es comun relacionar a una gran parte de los polimeros de origen natural
con propiedades altamente hidrofilicas o resistencia mecanica reducida, lo que limita su uso en
algunas aplicaciones (Gacesa, 1988; Pawar & Edgar, 2012). En consecuencia, la busqueda de nuevos
materiales basados en polimeros naturales complementados con procesos que permitan mejorar
algunas de sus propiedades y que involucran la transformacién quimica, la combinacion o mezcla con
otros componentes y/o diferentes tratamientos fisicos, se ha convertido en un area prioritaria para el

sector cientifico e ingenieril (Puppi et al., 2010).

Un ejemplo en el uso de polimeros naturales es el caso del polisacarido alginato de sodio. Es
bien conocido y reportado el uso de alginatos para formar soluciones viscosas, microesferas, fibras y
geles aplicadas en los sectores alimenticios, textil, farmacéutico y biotecnolégicos, principalmente por
sus propiedades fisicoquimicas destacando la biocompatibilidad y biodegradacion (Lee & Mooney,
2012). Unas de las principales razones por las que se investigan las combinaciones de materiales
como el alginato es por las deficiencias fisicas y mecanicas que dificultan su uso de manera directa,

buscando mejorar sus propiedades y ampliar las caracteristicas de las combinaciones resultantes.



Actualmente se han desarrollado investigaciones para la formacién materiales compuestos
utilizando como base alginato de sodio y calcio en combinacion con compuestos naturales como
proteinas para aplicaciones alimenticias y agronomicas, polisacaridos como el quitosano, sulfato de
condroitina (CS, por sus siglas en inglés) o la celulosa para la encapsulacion celular o la formacion de
matrices aplicados al transporte y dosificacion de farmacos en diferentes partes del cuerpo (Coates,
Riggin, & Fisher, 2013; Dabiri et al., 2017; Fajardo et al., 2012); también se han reportado el uso de
polimeros sintéticos como el poli (fumarato de propileno), poliacrilamida u otros materiales como la
silice para formar redes y entrecruzamientos aplicados en ingenieria de tejidos, tratamiento de aguas

residuales e inmovilizacion de enzimas (Diez-Pascual & Diez-Vicente, 2017; Hedberg et al., 2005).

Por otro lado, la investigacién en el area de la Quimica, especialmente en el campo de los
polimeros, ha conducido a la sintesis de nuevos materiales biodegradables y biocompatibles, a partir
de moléculas orgénicas sencillas. Por lo general, algunas de las macromoléculas desarrolladas hasta
el momento presentan propiedades destacadas en el ambito de los bioplasticos, pero su
comercializacion presenta varias limitaciones, debido principalmente al alto costo de produccién. Este
limitante en aspectos econdémicos se debe a los siguientes factores: el precio elevado de algunas
materias primas, el consumo energético y el tiempo requerido en los procesos de transformacion, y
los bajos rendimientos de reaccion obtenidos al final de la sintesis y su purificacion. Estos limitantes
también juegan un rol determinante en la posibilidad de escalar, a niveles de produccion industrial, el
proceso de sintesis de este tipo de materiales. Asi, el poli (fumarato de propileno) o PPF (por siglas

en inglés), se ajusta a este esquema y limitantes.

El PPF destaca por ser un material sintético con propiedades biodegradables y biocompatibles,
el cual ha causado un gran interés para aplicaciones en el area biomédica, especialmente en la
construccion de andamios para la regeneracion de tejidos dseos (Lan et al., 2009; Shahbazi et al,
2014). Diversos estudios reportan el uso de este polimero en combinacion con diversos compuestos
como el poliéster de dietilfumarato, poliacido lactico, hidroxiapatita, caprolactona, nanovarillas de
titanio, nanotubos de carbono, grafeno, entre otros, para la fabricacion de microfibras, estructuras 3D
con alta porosidad y micro — nano particulas, para su uso principalmente en la elaboracion de

dispositivos biomédicos (Kempen et al., 2004; Wang & Guo, 2017).



Por lo general, los trabajos de investigacion que relacionan el uso de PPF, reportan su sintesis a
escala de laboratorio (Kasper et al, 2009; Shung et al., 2002). Esto coincide con que actualmente este
polimero no se comercializa, por lo que en diferentes sectores de investigacidn encuentran en ello un
area de oportunidad. Es por esto que el planteamiento de nuevos materiales que fomenten la
necesidad de explotar industrialmente este polimero, se puede considerar como una estrategia viable

y redituable.

Diversos trabajos han reportado métodos para realizar combinaciones entre diferentes polimeros
(Peak, 2005; Rostami & Aqida, 2018). Muchas de las metodologias utilizadas implican un reto ya que
las caracteristicas fisicoquimicas de los polimeros dificultan su interaccion bajo un mismo sistema, por
ejemplo, la polaridad, solubilidad, estructura quimica y fisica, pH, entre otras. De las metodologias
aplicadas, destacan la formacion de micelas por medio de agentes surfactantes y redes

interpenetrantes e injertos mediante agentes de entrecruzamiento, iones metalicos y fotoiniciadores.

En este trabajo se busca desarrollar un nuevo material a partir de mezclas poliméricas, intentando
con ello mejorar las propiedades destacadas de los polimeros naturales y sintéticos, y a su vez, se
compense simultdneamente aquellos rasgos limitantes que presenta cada uno de los componentes
en su forma individual. Se pretende ofrecer una alternativa para el desarrollo de materiales
biodegradables, a un bajo costo, con potenciales aplicaciones en el campo biomédico o de uso
cotidiano. Lo anterior, basado en el enfoque de aprovechamiento de uno de los recursos renovables
mas abundantes en las costas de Baja California, el alga café Macrocystis pyrifera (Hernandez
Carmona et al., 1991), fuente abundante de polisacaridos como el alginato de sodio (Aguilar Rosas et
al., 2001; Gustavo Hernandez-Carmona et al., 2012; Quitral et al., 2012)

Con base en lo anterior, este trabajo de investigacion tiene la finalidad de proponer un material
alternativo, compuesto de materiales biodegradables y biocompatibles, tales como el polimero
sintético hidrofobico PPF y el polisacarido natural hidrofilico alginato de sodio. Pero es la diferencia en
el balance hidrofilico-hidrofébico que presentan estos polimeros, lo que influye en que la preparacion
de la mezcla requiera de metodologias especificas. En este trabajo se optd por elegir metodologias

orientadas hacia la formacion de emulsiones via micelas inversas mediante el agente surfactante



CTAB, el agente de entrecruzamiento N-vinilpirrolidona y el fotoiniciador BAPO, compuestos utilizados

ampliamente en el desarrollo de mezclas y entrecruzamientos poliméricos.

También es importante destacar que este trabajo, aunque se enfoca en el desarrollo de un
material alternativo, parte de la extraccion del alginato de sodio desde el alga Macrocystis pyrifera, y
de la sintesis y purificacion del PFF. Asi, con el resultado favorable producido por la mezcla de estos
dos componentes, se pretende despertar el interés de la industria de la regiéon de Baja California,
México. Para ello, esta tesis abarca la preparacion y caracterizacién estructural, térmica y morfolégica
del material PPF-Alginato, dejando abierta la posibilidad de explorar sus propiedades biomédicas y de

biodegradacion en futuras investigaciones.

1.1. Marco teérico y antecedentes

En ésta seccion se hace mencion de algunas definiciones que ayudaran a comprender algunos
aspectos y términos, asi como la mencion de trabajos previos a la realizacién de mezclas poliméricas
que ofrezcan informacion para lograr el objetivo de este trabajo. Uno de los aspectos fisicoquimicos
mas importantes que ambos polimeros presentan es la biodegradacion y la biocompatibilidad, siendo
clasificados ambos como biomateriales. A continuacion, se define el concepto de biomaterial y algunos

aspectos y caracteristicas importantes que los definen.

1.1.1. Biomateriales

El concepto de biomaterial se establecio en 1982 por el Instituto Nacional de la Salud de E..U.A
(Pertici, 2016) el cual se define como una sustancia 0 combinacién de sustancias de origen sintético
o natural que pueda ser utilizado durante cualquier periodo de tiempo en un sistema que trate, aumente
o reemplace cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo (Ratheesh et al., 2017). Los materiales
utilizados en aplicaciones biomédicas se encuentran en interaccion con el cuerpo, por lo tanto, deben
satisfacer ciertas caracteristicas. Nair & Laurencin (2007) describen algunas de las principales
caracteristicas que todo biomaterial debe satisfacer para su aplicaciéon biomédica, destacando la
biocompatibilidad, no tdxicos, tener un tiempo de vida Util para el tipo de aplicacion, el tiempo de

degradacion debe ser coincidente con los tiempos de curacién y regeneracion, propiedades mecéanicas



y estructurales especificas y los productos de la degradacién deben poder ser metabolizados por el

cuerpo y no generar reacciones alérgicas o toxicas.

En la practica médica se hace uso de una gran cantidad de biomateriales como los implantes
(principalmente suturas, matrices Oseas, reemplazos de articulaciones, ligamentos, injertos
vasculares, valvulas cardiacas, lentes intraoculares, implantes dentales, etc.) y dispositivos médicos
(marcapasos, biosensores, corazones artificiales, etc.) los cuales son utilizados ampliamente para
reemplazar y/o restaurar la funcion de los tejidos u érganos traumatizados o degenerados, propiciando
la recuperacién, la mejora de la funcidn, correccién de anomalias y por ende, la mejora de la calidad

de vida de sus usuarios (Pertici, 2016).

No todos los materiales cumplen con los requisitos anteriormente planteados para ser
considerados como biomateriales. Dentro de los materiales utilizados en aplicaciones biomédicas se
pueden destacar tres grupos: metales, ceramicos, polimeros y compuestos (Calister & Rethwisch,
2015). Asi mismo, los biomateriales pertenecientes a los grupos mencionados pueden ser clasificados
como inertes, bioactivos, biocompatibles y biodegradables. Dentro del grupo de los materiales
ceramicos mas destacados se encuentran la alimina, didxido de titanio, didxido de zirconio, el carbono
y la hidroxiapatita (HA); Entre los metales y aleaciones utilizados de manera exitosa como
biomateriales se encuentran el oro, tantalio, acero inoxidable, aleaciones de cromo y cobalto, niquel y
titanio (nitinol) y nitruro de titanio. En polimeros se utiliza un gran nimero de tipos distintos, resaltando
el polietileno (PE), poliuretano (PU), politetrafluoroetileno (PTFE), poliacetal (PA), polimetilmetacrilato
(PMMA), politereftalato de etileno (PET), polisulfona (PS), polietercetona (PEEK), poliacido lactico
(PGA), etc. Algunos ejemplos de materiales compuestos para aplicaciones biomédicas son HA / PE,
silice / SR, fibra de carbén (CF) / PE, CF / epoxi y CF / PEEK. Todos los materiales mencionados
anteriormente presentan diferentes caracteristicas, las cuales son aprovechadas para diversas
aplicaciones especificas en el area biomédica (Ramakrishna, Mayer, Wintermantel, & Leong, 2001;
Ratner & Bryant, 2004).

Para este trabajo se utilizan materiales del tipo polimérico, por lo que a continuacién se hace la
mencion de algunos conceptos importantes y la descripcidn de los materiales empleados en esta tesis,

PPF y alginato de sodio.



1.1.2. Polimeros

Los polimeros son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica en diversas aplicaciones
biomédicas, destacando el transporte de farmacos, ingenieria de tejidos, implantes, protesis,
materiales de uso dental y regeneracion de tejido 6seo (Gunatillake et al., 2003; Schneiderman &
Hillmyer, 2017; Suggs et al., 2007).

Por definicién, un polimero se constituye por la repeticion de unidades elementales o
estructurales que se encuentran unidas quimicamente por enlaces covalentes, denominados
mondmeros. Los polimeros pueden formar estructuras lineales, ramificadas y entrecruzamientos o

redes tridimensionales, como las mostradas en la figura 1 (Hasrc et al., 2001).

A su vez, los mondmero son moléculas pequefias cuya estructura quimica permite que haya
interacciones entre si, formando moléculas de mayor tamafio y que da lugar a la formacién de los
polimeros. El proceso mediante el cual es sintetizado un polimero es llamado polimerizacidn. No existe
un limite determinado en términos de masa molecular o nimero de unidades repetitivas por molécula

que defina cuando un compuesto deba considerarse un polimero (Galego et al., 1987).

Figura 1. Tipos de estructuras formadas mediante los procesos de polimerizacién y entrecruzamiento de las cadenas de

un polimero: a) polimeros lineales, b) polimeros ramificados y ¢) polimeros entrecruzados.

La formacion de las cadenas de un polimero puede tener diferentes arreglos o distribucién de los
mondmeros segun los mecanismos de sintesis o el tipo de polimero que se esté formando, por
ejemplo, cuando dos 0 mas mondémeros se enlazan covalentemente dentro de la misma cadena de

polimero, normalmente es clasificado como un copolimero. Otro caso seria cuando una cadena esta



constituida por un solo tipo de mondmero, recibiendo el nombre de homopolimero. En base a que un
copolimero consta de al menos dos tipos de monémero distintos entre si, estos se pueden clasificar
de acuerdo a la distribucién de los monémeros a lo largo de las cadenas del polimero. Estas
clasificaciones son: copolimero alternante, copolimero al azar, copolimero en bloque y copolimero de
injerto (McKeen, 2018).

Cuando dos monomeros se encuentran enlazados de tal forma que se ordenan de manera

alternada como en la figura 2, reciben el nombre de copolimeros alternados.

~A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-

Figura 2. Estructura basica de un copolimero alternado, donde A y B son monémeros distintos entre si.

En la estructura de los copolimeros alternantes, los mondmeros necesariamente deben estar
presentes en una proporcidén uno a uno en las cadenas del polimero, por lo que dichos monémeros

pueden seguir en cualquier orden como el mostrado en la figura 3.

~A-A-B-A-B-B-A-B-A-A-B-B-B-A-A-A-B-

Figura 3. Estructura basica de un copolimero aleatorio, donde Ay B son monémeros distintos entre si.

En los arreglos de copolimeros tipo bloque, todos los mondmeros de un tipo se encuentran
todos agrupados, al igual que los monémeros del segundo tipo. Un copolimero tipo bloque se puede
considerar como un homopolimero de mayor proporcion unidos en los extremos, al igual que el que

se muestra en la figura 4.

~A-A-A-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B-B-

Figura 4. Estructura basica de un copolimero en bloque, donde Ay B son monémeros distintos entre si.



Cuando en las cadenas de un polimero constituido por monémeros de tipo B se conectan a

una cadena de monomeros tipo A, se dice que se tiene un copolimero de injerto como el mostrado en

la figura 5.
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Figura 5. Estructura basica de un copolimero con injerto, donde Ay B son monémeros distintos entre si.

De manera general, los polimeros también pueden ser clasificados como biodegradables y no
biodegradables. Algunas de caracteristicas mas destacadas de los polimeros biodegradables son la
biocompatibilidad con fluidos bioldgicos como la sangre, tejidos y células con niveles bajos o incluso
nulos de toxicidad. Las principales ventajas que presentan los polimeros biodegradables son los
procesos de degradacion, que normalmente se lleva a cabo por hidrélisis y no necesitan ser removidos

una vez se encuentren implantados en el organismo (Cholkar et al., 2017).

Por otro lado los polimeros pueden ser obtenidos de fuentes naturales o pueden ser sintetizados
mediante procesos quimicos (Suggs et al., 2007). Los polimeros naturales son producidos por la
naturaleza sin la intervencion del hombre. Algunos ejemplos de polimeros naturales son la seda, el
caucho, el algodén y la celulosa (Shi, 2016). Por otro lado, los polimeros sintéticos o artificiales son
producidos por el hombre en su intento por reproducir los fenémenos que ocurren en la naturaleza.
Entre los polimeros sintéticos mas utilizados se encuentran el Nylon, poliésteres y el metacrilato
(Gunatillake et al., 2003). La clasificacidon de polimeros se discute en éste capitulo mas adelante dada

la relevancia que tiene en este proyecto.



La polimerizacién puede ocurrir por diversos métodos, pero los mas estudiados y utilizados
son la polimerizacion por adicién y condensacion. La polimerizacién por adicion o también llamada
polimerizacion en cadena, adiciona un mondémero a la vez en la cadena creciente del polimero. El
proceso de polimerizacion por adicion se lleva a cabo en tres etapas: iniciacion de la cadena,
propagacion y terminacion (figura 6). Algunos de los polimeros comerciales producidos mediante la
polimerizacion por adicién son el polietileno (PE), poli (cloruro de vinilo) (PVC), acrilicos, poliestireno
(PS) y polietilenglicol (McKeen, 2014).

H R H R, H Ry H R»
N \ I N
m C—C +n C=—C _— —T1 C—C—C—C—T—
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H H H H H H H H
n+m

Figura 6. Polimerizacién por adicién o en cadena. Tomado de McKeen, (2014).

El otro método mencionado es la polimerizaciéon por condensacion o como también es
llamada, “polimerizacion por etapas” y se ejemplifica en la figura 7. Se define como el proceso en el
que dos moléculas reaccionan para formar una nueva, generando un subproducto que tipicamente es
agua o también amoniaco (NHs). Una de las cualidades que presentan los polimeros sintetizados por
este método, es que pueden ser degradados por agua a altas temperaturas; un ejemplo es el poli
(tereftalato de etileno) (PET). Los polimeros mas comunes formados por este método son el Nylon
6,6, policarbonato, fenol formaldehido y urea formaldehido (Groover, 2014).

0] (0] O ()

HO—C—R,—C—O0H + HO—R,—OH —— C—R]—c—o—m 0 + Hy0

n

Figura 7. Polimerizacidn por condensacion o por etapas. Tomado de McKeen, (2014).

Una caracteristica importante que presentan los polimeros y que influye en la elaboracion de
mezclas poliméricas es la polaridad, la cual es definida como la separacion de cargas eléctricas en
una molécula producida por las diferencias de electronegatividad entre dos atomos unidos

covalentemente. Los electrones son mas densos alrededor del atomo mas electronegativo, generando
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un polo negativo y uno positivo (dipolo). La polaridad en polimeros afecta la atraccion entre cadenas
influyendo en su estructura, solubilidad y por consecuencia en la permeabilidad. Por lo tanto, los
polimeros también se pueden clasificar segun su polaridad como polares o apolares dependiendo de

las interacciones moleculares en su estructura (McKeen, 2014).

Otra caracteristica importante ya mencionada de los polimeros es cuando estos pueden ser
empleados en ambientes bioldgicos, y se definen como biopolimeros. Diversos polimeros naturales y
sintéticos presentan biodegradacion, definida como el deterioro de las propiedades fisicoquimicas y la
disminucion de su masa molecular para la formacién de COz2, H20, CHs, biomasa, sales inorganicas y
otros compuestos de bajo peso molecular afectados o modificados por microorganismos en
condiciones tanto aerdbicas como anaerdbicas. EI mecanismo para la biodegradacion de los
polimeros implica la ruptura de enlaces que componen a la cadena principal por medio de hidrélisis o

de forma enzimatica (Suggs et al., 2007).

Actualmente se estan desarrollando un gran numero de investigaciones para el desarrollo de
polimeros multifuncionales para aplicaciones biomédicas. Los polimeros tienen la propiedad de formar
redes altamente reticuladas in situ, de tal forma que se pueden utilizar como materiales inyectables

que adopten la forma de cavidades o defectos irregulares (Timmer et al., 2003).

1.1.3. Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos se caracterizan por tener una amplia gama de propiedades y
aplicaciones. Por ejemplo, algunos polimeros pueden ser moldeados para la fabricacion de lentes; el
uso del caucho para la fabricacién de neumaticos con propiedades elasticas y térmicas especificas
para resistir los cambios de temperatura y el constante contacto con el asfalto y la fabricacion de fibras
sintéticas para la elaboracion de prendas (Ouellette & Rawn, 2018). En el campo biomédico, los
polimeros sintéticos se disefian con proposito de imitar las funciones de los tejidos bioldgicos,

principalmente en sus propiedades quimicas y fisicas.

Se estima que los primeros polimeros sintéticos aplicados en biomateriales fue alrededor de 1960

(Niaounakis, 2015). A partir de ese periodo, se han sintetizado un amplio nimero de polimeros
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aplicados en ingenieria de tejidos, transporte y liberacién controlada de farmacos, bioseparacion y
diagnéstico, dispositivos médicos de transporte y almacenamiento de material genético (Suggs et al.,
2007).

Algunos de los polimeros sintéticos més utilizados en ingenieria de tejidos son el acido poliglicolico
(PGA), acido polilactico (PLA), acido poli (lactico — copolimero — glicélico) (PLGA), polianhidridos, poli
(fumarato de propileno) (PPF, por sus siglas en inglés), policaprolactona (PCL), polietilenglicol (PEG)
acetato de polivinilo (PVA) y poliuretano (tabla 1) (Niaounakis, 2015; Ratheesh et al., 2017). Una
caracteristica importante para la degradacion de estos polimeros, es que en su mayoria son llevadas

a cabo mediante la hidrolisis simple de sus cadenas (Butler & Goldstein, 2000).

Un polimero que podria ser importante en el campo de los biomateriales es el poli (fumarato de
propileno), el cual es propuesto para el desarrollo de este trabajo por lo que a continuacién, se hace

una descripcion de sus principales caracteristicas.
1.1.31. Poli (fumarato de propileno)

e Propiedades

El PPF es uno de los polimeros mas atractivos aplicado a la ingenieria de tejido 6seo (Wang et
al., 2006). Se caracteriza por ser un poliéster lineal insaturado constituido por unidades alternantes de
propilenglicol y acido fumarico de origen sintético, con propiedades interesantes como la
biodegradacion, biocompatibilidad, osteoconductividad y resistencia mecanica apta para su aplicacion
en dispositivos ortopédicos. Es degradado en presencia de agua en forma de propilenglicol y acido
fumérico, productos que el cuerpo humano elimina mediante procesos metabdlicos normales (Henslee
et al., 2012; Rezwan et al., 2006; Timmer et al., 2003; 5733951, 1998). También puede formar
entrecruzamientos consigo mismo mediante polimerizacion por radicales libres en presencia de
fotoiniciadores dxido de bisacrilfosfina (BAPO, por sus siglas en inglés) o en presencia de agentes de
entrecruzamiento (Fisher et al., 2002; Lee et al., 2008; Ratheesh et al., 2017; Timmer et al., 2003).

Estructuralmente el PPF posee dobles enlaces a lo largo de sus cadenas, lo que favorece la

formacion de entrecruzamientos en presencia de diferentes agentes como N-vinilpirrolidona (Peter et
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al., 1999), PPF - diacrilato (Timmer et al., 2003), metacrilato de metilo (Frazier et al., 1997),

polietilenglicol y dimetilfumarato (Kasper et al., 2009).

Las propiedades mecanicas y la velocidad de degradacion pueden ser controladas mediante la
variacién del peso molecular o el contenido de reticulacion en el polimero (Puppi et al., 2010). Debido
a que el PPF es un material en estado liquido-viscoso, puede ser empleado en la fabricacién de
implantes mediante el moldeo por compresién e inyeccion en sitios defectuosos y cavidades para ser

reticulados in situ (Timmer et al., 2003).

e Aplicaciones

El PPF es aplicado principalmente en el sector biomédico. La combinacion de PPF con particulas
ceradmicas tales como carbonato de calcio o fosfato de calcio, es utilizada como sustituto de hueso de
alta porosidad (Cai et al., 2009). Otra aplicaciéon es la combinaciéon de PEG y PPF en usos
cardiovasculares (Suggs et al., 1999), la creacion de implantes ortopédicos, matrices para ingenieria
de tejidos, sistema de transporte controlado de farmacos y como vehiculo de transporte celular
(Buyuksungur et al., 2017; Giambini & Zeng, 2014; Gunatillake et al., 2012; Kasper et al., 2009; Mitha
& Jayabalan, 2009; Shahbazi et al., 2014).

1.1.4. Polimeros naturales

Los polimeros naturales que se encuentran en la naturaleza se clasifican en tres grupos
principales: polinucledtidos, compuestos de cadenas de nucledtidos, poliamidas constituidas por
cadenas de proteinas y polisacaridos formados por cadenas de azlcares. En este trabajo se hace
énfasis en el grupo de los polisacaridos por el uso del polimero alginato de sodio. Los polisacaridos
son polimeros biodegradables constituidos por un tipo de monosacéridos o la combinaciéon de
diferentes monosacaridos de origen vegetal y animal. En plantas se pueden encontrar principalmente
almidon, celulosa, pectinas, agar, carragenanos y alginatos; en animales se encuentra la quitina,
colageno, la condroitina, entre otros (Shi, 2016); las producidas por bacterias como el dextrano y la
celulosa (Naveed et al., 2014). Las principales funciones que los polisacaridos cumplen en los
organismos son como reserva energética, soporte estructural y constituyente de la pared celular en

plantas (Janarthanan et al., 2016).
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Una de las principales ventajas de los polimeros naturales es la buena interaccion celular con

una minima respuesta inflamatoria aplicada en la terapia regenerativa de 6rganos. Sus propiedades

mecanicas, de biocompatibilidad y biodegradacion hacen de éstos polimeros materiales adecuados

para la formacion de matrices celulares (Ratheesh et al., 2017). Entre los principales polimeros

naturales para la fabricacion de biomateriales se encuentran el colageno, gelatina, seda, fibrina.

alginato, agarosa y quitosano; véase tabla 1.

Tabla 1. Aplicacion de polimero naturales y sintéticos en ingenieria de tejidos (Ratheesh et al., 2017).

Polimeros

Aplicacién biomédica

Articulos

Polimeros Naturales

Agarosa
Alginato
Quitosano
Colageno

Gelatina

Polimeros sintéticos

PLA, PGA

PLGA

PCL
PEG

PVA

PPF

Poliuretano

Injerto, ingenieria de tejidos, administracion de
farmacos.

Matriz para soporte celular, administraciéon de
farmacos, ingenieria de tejidos.
Regeneracion de  tejidos,
farmacos.

Matriz para piel artificial, cartilago, hueso y vasos
sanguineos.
Transporte de los
vascularizacion.

administracion de

factor de crecimiento,

Ingenieria de tejido Oseo, vasos sanguineos
artificiales.

Ingenieria de tejido dseo, suturas biodegradables.

Reparacion de hueso y cartilago, regeneracion
dsea.

Matrices inyectables para lesiones de médula
espinal.

Regeneracion de cartilago, implantes de seno.
Ingenieria de tejidos, matriz para soporte celular,

Matrices inyectables para regeneracion de tejido
6seo

Organos artificiales,  catéteres,  valvulas
cardiovasculares, sustituto de tejido para menisco.

Alaminos et al. (2006), Caban et al.
(2007)

Maity et al. (2017), Stevens et al. (2004)

Maity et al. (2017), Feng et al. (2017),
Tan et al. (2007), Kafshgari et al. (2012)
Kadler et al. (2007), Zeugolis et al.
(2008), Fratzl, (2008), (Coughlin, 1982)

Nooeaid et al. (2012), Kim et al. (2004)

Roether etal. (2002), Chem et al. (2012),
Asti et al. (2010), Kakisis et al. (2005),
Jiao et al. (2006)
Roether et al. (2002), Chem et al. (2012),
Asti et al. (2010), Kakisis et al. (2005),
Jiao et al. (2006)

Zhang et al. (2004), Heang et al. (2007)

Cernencu et al. (2017), Diez-Pascual &
Diez-Vicente (2016)

Prabha & Raj (2017), Narayanan & Han
(2017)

Kim et al. (2017), Bracaglia et al. (2017),
Wang et al. (2006), Lee et al. (2008),
Salarian et al. (2014), Lu et al.

(2015)

Bucio et al. (2014), (Gunatillake et al.
(2003)
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Para este trabajo, se planteo el uso de alginato de sodio en combinacion con PPF, por lo que, a
continuacién, se realiza una descripcion de los aspectos mas importantes a considerar de cada

polimero para el desarrollo de este trabajo.
1.1.41. Alginatos

e Antecedentes histéricos

Los alginatos se definen como sales de acido alginico pertenecientes al grupo de los ficocoloides.
Estos polisacaridos tienen la habilidad de formar soluciones viscosas o geles en presencia de cationes
metalicos. Los alginatos son producidos por algunas especies de algas marinas como Laminaria
hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica,
Ecklonia maxima, Lessonia nigrescens Durvillea antarctica, Sargassum spp y en bacterias por
Azotobacter vinelandii y Pseudomonas (Fertah, 2017; Paredes et al., 2014). Este polisacarido fue
identificado como un componente estructural de las algas, principalmente de mucilago intracelular y
paredes intracelulares (Donati & Paoletti, 2009). En bacterias se encuentran como polisacaridos
capsulares (Draget, 2005). El porcentaje en peso de alginatos en algunas especies puede llegar a

representa alrededor del 18 al 40% en peso seco (Senni et al., 2011).

El proceso para la extraccion de alginatos fue patentado originalmente por el cientifico inglés
E.C.C. Stanford el 12 de junio de 1881, pero no fue hasta 1886 cuando Krefting patent6 un proceso
para obtener acido alginico puro (Arvizu-Higuera et al., 1997; Gacesa, 1988; Hernandez-Carmona et
al., 2013).

En 1923 Thornley establecid un negocio de briquetas de carbdn utilizando alginato como
aglutinante de polvo de antracita, explorando el potencial de este recurso. En 1927 Thornley traslado
su compafia a San Diego, California, para producir alginato que fue utilizado en el sellado alimentos
enlatados. Posteriormente el nombre de su compafia cambié a Kelp Products Corp. y en 1929 se
reorganizé como Kelco Company, donde posteriormente comenzaria la produccién de alginato a gran
escala en San Diego, California. La produccion en el Reino Unido se establecié en el periodo de 1934-
1939, y en Noruega algunos afios después, posterior a la segunda guerra mundial (Hernandez-
Carmona et al., 2013; Mchugh, 1987).
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Por otra parte, en 1926 diferentes grupos de investigadores descubrieron que un tipo de acido
urénico es el constituyente del &cido alginico, al que clasificaron como D — manurénico, obtenido
mediante hidrélisis de alginatos. Sin embargo, en 1955, Fisher y Dérfel mediante un estudio de
cromatografia en papel refutaron la idea de que los alginatos se conformaban por un Unico &cido
urénico. Dicho estudio revelo la presencia de un &cido urénico diferente en cantidades considerables

al que identificaron como L-gulurénico (Draget, 2005; Minghou et al., 1984).

e Propiedades

Los alginatos son polisacéaridos de cadenas lineales, anionicos e hidrofilicos de origen natural (Sun
& Tan, 2013). Pueden formar geles con iones de Ca*2, Na*, Mg*2, Sr*2, Ba*2y Zn*2(Ching et al., 2017;
Dabiri et al., 2017; Rajesh et al., 2017). Su principal funcién en las algas es conferir fuerza, flexibilidad
al tejido y prevenir la desecacion, permitiendo su subsistencia en el ecosistema marino (Fertah, 2017,

Hernandez-carmona, 2012; Puguan et al., 2015).

La estructura quimica de los alginatos se encuentra constituida por los acidos B-D-manuronico y
a-L-gulurénico unidos por enlaces glucosidicos (1-4), donde se encuentran en tres tipos de segmentos
0 bloques homogéneos GG, MM y alternantes GM (figura 8 y 9). Las propiedades fisicas, quimicas e
inmunolégicas de los alginatos dependen de la cantidad de bloques MM, GG y MG/GM (Mikkelsen &
Elgsaeter, 1995).

Los radios M/G y la estructura de los bloques tiene un gran efecto en las propiedades de los
alginatos; este parametro permite conocer las caracteristicas de los geles mediante la adicién de
cationes divalentes, comunmente de calcio, de tal forma que una mayor proporcion de bloques GG da
lugar a geles de mayor rigidez (Lorbeer et al., 2017; Mclachlan, 1985). Las aplicaciones industriales
de los alginatos varian segun los tipos de bloques que predominan en sus cadenas y de la especie de
la que fue extraido (Haug & Larsen, 1962; Lee & Mooney, 2012). Por otro lado, la cantidad de bloques
MG en las cadenas de alginato es una medida de la solubilidad en soluciones &cidas. Algunos
ejemplos de los porcentajes de acidos manurénico y gulurénico, asi como la razon M/G de diferentes

especies de algas se muestran en la tabla 2 (Fertah, 2017).
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OH HO HO

Figura 8. Acidos urénicos que conforman las cadenas de &cido alginico. (a) Acido a L-gulurénico (G) y (b) Acido p D-
manurénico (M). Obtenido y modificado de Khotimchenko et al., (2001).
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Figura 9. Arreglo de las cadenas de acido alginico en forma de bloques GG, MM y bloques alternados GM. Obtenido y
modificado de Donati & Paoletti, (2009).

Los alginatos son conocidos por su habilidad de formar geles de tipo completo o insolubles en
presencia de iones de Ca*2que interactuan con acidos gulurénicos (Bouhadir et al., 2001; Rajesh et
al., 2017). De acuerdo con el modelo de caja de huevo, “egg-box” (Grant et al., 1973; Lee et al., 2017;
Mikkelsen & Elgsaeter, 1995), dos residuos de acido gulurénico contiguos unidos en posicién axial
forman una cavidad que actua como sitio de unién para los iones de calcio (figura 10). Esta unién
genera asociaciones entre cadenas estables, ademas de interacciones laterales en forma de dimeros,
dando como resultado la formacién de geles que, en relacion a propiedades mecanicas, dependen
directamente del nimero de zonas de union producidas entre las cadenas del polimero (Soazo et al.,
2015).
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Figura 10. Representacion esquematica del modelo caja de huevo o “egg-box” de los geles de alginato. (a, b) Las lineas
punteadas representan zonas de union entre cadenas de alginato. (c) Las lineas de puntos representan enlaces de
coordinacién entre los atomos de oxigeno y el ion metélico. Las lineas punteadas indican enlaces iénicos entre los grupos
carboxilo y el ion metalico. Tomado y modificado de Khotimchenko et al., (2001).

e Aplicaciones

La habilidad de los alginatos para formar soluciones viscosas 0 geles que pueden absorber y
retener agua permite su aplicacion en muchas areas industriales (Ma et al., 2017). Las principales
areas de aplicacion son la alimenticia, biomédica, farmacéutica, cosmética, agrondmica y textil (Fertah,
2017; Kuo & Ma, 2001). Los alginatos son utilizados en la industria alimenticia para dar consistencia y
aspecto estético a productos lacteos y enlatados, mejorar la textura, retener la humedad en productos
de reposteria (Bixler & Porse, 2011); también aseguran una textura suave, descongelamiento uniforme
de alimentos (Venkatesan et al., 2017) y pueden ser utilizados como empaque de alimentos (Garavand
etal., 2017).

Los alginatos son de particular interés por su amplia gama de aplicaciones en el campo de los
biomateriales debido a sus excelentes propiedades biocompatibles, biodegradacion y su capacidad
para formar geles en presencia de iones metélicos. Los alginatos se utilizan en la regeneracion de
tejido dseo, administracion y transporte de farmacos, y en algunas formulaciones que previenen el
reflujo gastrico (Kuo & Ma, 2001; Stevens et al., 2004). En medicina, son utilizado como agentes
desintegradores de tabletas, impresiones dentales, transporte de farmacos (Bouhadir et al., 2001) y
en la elaboracion de vendas para heridas que son absorbidas por el cuerpo sin la necesidad de ser
removidas (Bixler & Porse, 2011). Otras aplicaciones son como espesante de la pasta que contiene la
tinta para la impresion en tela (Lorbeer et al., 2017), la fabricacion de papel para suavizar la superficie

de contacto y en la composicion de varillas para soldar (Hernandez-Carmona et al., 2012).
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Tabla 2. Porcentajes de los acidos manurdnicos, gulurénicos y razén M/G presentes en diferentes especies de algas

comerciales. Obtenido y adaptado de Fertah, 2017.

Acido Acido
Especie Referencia Manurénico = Gulurénico Razén M/G
(%) (%)
Ascophyllum nodosum
(Haug et al., 1974) 1.56
(Penman & Sanderson, 1972) 1.29
(A. Haug & Larsen, 1962) 64.5 35.5 1.82
(A. Haug & Larsen, 1962) 1.100)
(Grasdalen et al.,1979) 60.0 40.0 1.5
(Arne Haug, 1964) 1.850)
Ecklonia cava
Fronda (D.-S. Kim, 1984) 2.64-3.08°)
Estipe (D.-S. Kim, 1984) 1.39-2.919)
Laminaria digitata
(A. Haug et al., 1974) 1.45
(Grasdalen et al., 1979) 1.63
(A. Haug & Larsen, 1962) 93.7 46.3 1.16
(A. Haug & Larsen, 1962) 1.58
(A. Haug & Larsen, 1962) 59.0 41.0 1.430)
Laminaria hyperborea
(Penman & Sanderson, 1972) 38.3 61.7 0.62
Fronda (A. Haug et al., 1974) 1.35
Fronda  (A.Haug & Larsen, 1962) 56.0 44.0 1.28
Estipe (A. Haug et al., 1974) 0.65
Estipe (Penman & Sanderson, 1972) 0.40
Estipe (Grasdalen et al., 1979) 30.0 70.0 0.43
Estipe (A Haug & Larsen, 1962) 0.37
Estipe (A Haug & Larsen, 1962) 0.46Y
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Laminaria japonica

(Minghou et al., 1984) 69.3 30.7 2.260)
Parte basal (Minghou et al., 1984) - - 2.34-3.189
Parte apical (Minghou et al., 1984) - - 1.61-2.029)
Macrocystis pyrifera
Australiana = (Penman & Sanderson, 1972) - - 1.38
Americana = (A. Haug & Larsen, 1962) 61.0 39.0 1.56
Fronda (Minghou et al., 1984) - - 1.52
Estipe (Minghou et al., 1984) 50.5 49.5 1.02
Vejiga de aire (Minghou et al., 1984) - - 1.41
Undaria pinnatifida
(Minghou et al., 1984) - - 1.45-2.659

a) Muestras procesadas en laboratorio, ?) Muestra comercial utilizada para el analisis y © Variacion de la
extraccion debido al periodo de recoleccion de las muestras durante el aio.

1.1.5. Mezclas entre polimeros

Para este trabajo, se ha planteado la combinacion de los polimeros PPF y alginato de sodio, dos
polimeros que difieren en caracteristicas fisicas y quimicas pero que comparten las propiedades de
biocompatibilidad y biodegradacion, de alli el interés para realizar combinaciones entre ambos
compuestos que puedan ofrecer un material con mejores propiedades en comparacién con las que
cada polimero presenta de manera individual y ofrecer una alternativa a la elaboraciéon de materiales
de bajo costo aplicados a ingenieria de tejidos y materiales biodegradables de insumo cotidiano. La
combinacidn de polimeros se ha reportado en la literatura de manera abundante, asi como las técnicas
utilizadas para ello. No obstante, los trabajos publicados que impliquen la combinacion de PPF y
alginato de sodio son escasos o casi nulos. Algunos de los trabajos reportados en la literatura son el
publicado por Finosh et al., (2015), en el cual se desarrolla un injerto entre las cadenas de PPF y
alginato de sodio mediante polimerizacién por condensacion, aprovechando los grupo hidroxilo de
PPF y carboxilo de alginato de sodio obteniendo como subproducto agua. Para este mismo trabajo se

reportaron el uso de agentes de entrecruzamiento, siendo el cloruro de calcio y acido acrilico los
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utilizados para generar entrecruzamientos entre cadenas de alginato de sodio y PPF respectivamente.

Su trabajo se enfoca a la elaboracién de tejido muscular cardiaco.

Por el contrario, otros trabajos reportan el uso de alginato de sodio y PPF en combinacion con
otros polimeros de origen sintético o natural. Fajardo et al., (2012) reporta la formacion de hidrogeles
de alginato entrecruzado con Ca*2, y la adicion de CS aplicado como un sistema de transporte de
farmacos especifico para colon. Coates et al., (2013) reporta la formacién de hidrogeles en base al
entrecruzamiento de cadenas de alginato de metacrilato mediante el uso del fotoiniciador VA-086,
caracteristico por ser soluble en agua y absorber la radiacién UV a 365 nm, aplicado al transporte
celular para terapia regenerativa de cartilago. Dabiri et al., (2017) reporta la formacion de un hidrogel
a base de alginato de sodio y el mineral brushita para el transporte del farmaco ibuprofeno.
Hosseinzadeh & Abdi, (2017) reportaron la elaboracion de nanocompositos a base de alginato de
sodio y didxido de silicio aplicado a la remocién de azul de metileno de residuos textiles. Kafshgari et
al., (2012) reporta la elaboracion de un sistema novedoso para el transporte y control de farmacos
mediante micelas inversas de alginato de sodio y quitosano utilizando CTAB como surfactante,

resaltando la biocompatibilidad como caracteristica principal sobre otros sistemas tipo micela.

Por otra parte, se han reportado diversos trabajos que utilizan al PPF en combinacion con otros
materiales para formar compuestos aplicados principalmente en ingenieria de tejidos. Hedberg et al.,
(2005) reporta la sintesis de microparticulas de PLGA / PEG embebidas en una matriz de PPF para
formar un material de alta porosidad aplicado al transporte y dosificacion de farmacos, en el que
resaltan los tiempos de degradacion menores a 26 semanas en comparacion con otros reportados que
sobrepasan a ese tiempo. Un trabajo similar al anterior es el publicado por Kempen et al., (2004) en
el que reportan la sintesis de microesferas de PPF / PLGA mediante el método de doble emulsién, en
el que se realiza una primera emulsion entre las mezcla polimérica y el farmaco, posteriormente
realizan otra emulsion en presencia de PVA para formar las microparticulas. Wang & Guo, (2017)
reportaron la sintesis de un material hibrido basado en PPF-diacrilato (PPF-DA) / poli (fumarato de
butilo) (PBF) aplicado a la encapsulacion de diodos emisores de luz (LED, por sus siglas en inglés), el
cual es entrecruzado mediante radiacion UV utilizando el fotoiniciador BAPO. Al igual que en los
trabajos anteriormente descritos, Lee et al., (2011) reporta la elaboracion de un material compuesto

constituido por microesferas de PLGA embebidas en una matriz de PPF/DF para la elaboracién de
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tejidos por impresion 3D utilizando como agente de entrecruzamiento el fotoiniciador BAPO, con el fin
de crear implantes 6seos que sean moldeables a la zona que se desea atender. Diez-Pascual & Diez-
Vicente, (2016) elaboraron un material compuesto a base de PPF / PG, en el que al PG se le realiz6
un injerto en sus cadenas de 6xido de grafeno, utilizando como agente de entrecruzamiento de las
cadenas de PPF a NVP, con la finalidad de mejorar las propiedades mecanicas del material, el cual

es enfocado al area de ingenieria de tejido 6seo.

Muchas de las publicaciones reportadas y mencionadas anteriormente para la combinacion tanto
del polimero PPF, como para el alginato de sodio, hacen mencién de diversos factores importantes
como el uso de agentes de entrecruzamiento, agentes surfactantes para la elaboracion de emulsiones

y fotoiniciadores para inducir entrecruzamientos.

En la literatura citada se menciona la sintesis de micelas de alginato de sodio en emulsion,
utilizando el agente surfactante CTAB para encapsulacion. Un aspecto importante de lo anteriormente
mencionado es la formacion de micelas inversas que puedan ser embebidas en soluciones no polares,

como es el caso del solvente cloruro de metileno para el caso del PPF.

El uso de agentes de entrecruzamiento como los iones de calcio o NVP para el caso del alginato
de sodio y PPF respectivamente, es una herramienta que permite mejorar las propiedades mecanicas
de ambos polimeros y que son Uutiles principalmente en la elaboracion de tejidos. Dichos mecanismos
de entrecruzamiento son ampliamente reportados en la literatura. Otra metodologia reportada es el
uso de fotoiniciadores, especificamente el uso de BAPO, el cual permite formar entrecruzar in situ de

las cadenas de PPF sin provocar reacciones secundarias de importancia en el organismo.
En base lo anterior, es importante definir algunos conceptos y métodos que en los posteriores

capitulos seran discutidos e implementados, como por ejemplo el uso de agentes entrecruzantes,

surfactantes y fotoiniciadores.
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1.1.6. Agentes de entrecruzamiento

Los agentes de entrecruzamiento son compuestos utilizados para llevar acabo los procesos de
unién entre cadenas de polimeros por medio de enlaces covalentes o por interacciones fisicas. En
polimeros, los métodos de entrecruzamiento utilizan agentes cuyo proposito es promover la ruptura
de enlaces dobles entre atomos de carbono para unir de manera directa cadenas adyacentes de
polimero o ser un intermediario para la formacién de puntos de unién (Montazer & Harifi, 2018; Tolinski,
2009).

Mirtic, lla8, & Kristl, (2017) reporta el uso de cationes de calcio (Ca*?), zinc (Zn*2), quitosano,
polietilenimina (PEI, por sus siglas en inglés), cloruro de cetilpiridinio (CPC, por sus siglas en inglés) y
CTAB como agentes de entrecruzamiento con alginato de sodio para evaluar la formacién de

nanoparticulas y micelas.

Uno de los agentes de entrecruzamiento con amplias publicaciones reportadas para su uso en
conjunto con el PPF es la NVP. A continuacion, se hace una descripcion de las caracteristicas mas

importantes por las que este compuesto es ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas.
e N - vinilpirrolidona (NVP)

La N-vinilpirrolidona o NVP (figura 11), es un agente de entrecruzamiento térmico, inocuo,
biocompatible, biodegradable y puede ser polimerizado por radicales libres (Henslee et al., 2012; Lee
et al., 2008), ademas de ser soluble en agua y excretado del organismo por medio de los rifiones
(Diez-Pascual & Diez-Vicente, 2017). Es ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas como poli
(vinilpirrolidona) o como agente de entrecruzamiento de otros polimeros sintéticos como el PPF (Cai
et al., 2009; Diez-Pascual & Diez-Vicente, 2017; Jo et al., 2001; Lee et al., 2008; Mitha & Jayabalan,
2009). Las principales aplicaciones de la N-vinilpirrolidona es en ingenieria de tejidos para la

reparacion de tejido 6seo (Cai et al., 2009) y dispositivos ortopédicos (Mitha & Jayabalan, 2009).

K Polimerizacién M

NVP PVP

Figura 11. Estructuras de N-vinilpirrolidona y polivinilpirrolidona. Tomado y modificado de Aurora et al., (2015).

23



Otro de los factores mencionados en la literatura y plasmados anteriormente en esta seccion
es el uso de fotoiniciadores para inducir el entrecruzamiento entre las cadenas de un polimero con
dobles enlaces disponibles en su estructura, como es el caso del PPF. El uso del fotoiniciador BAPO
se reporte en multiples ocasiones para el desarrollo de matrices o materiales entrecruzados, por ello
se menciona a continuacion algunos aspectos importantes a considerar respecto a las propiedades y

caracteristicas de los fotoiniciadores en general, y del compuesto CTAB utilizado en este trabajo.

1.1.6.1. Fotoiniciadores

Los fotoiniciadores empleados para la formacién de entrecruzamientos en polimeros se
caracterizan por la absorcion de luz en el rango del espectro visible-ultravioleta comprendido entre
250-450 nm, con la propiedad de transformar la energia luminosa en energia quimica para llevar a
cabo procesos de polimerizacién catiénica o por radicales libres (Pappas & Dakota, 1989). El
entrecruzamiento asistido por fotoiniciadores se ha convertido en una herramienta importante por su

amplia variedad de aplicaciones industriales y biomédicas (Pappas, 1989).

Diversos trabajos emplean el uso de fotoiniciadores para inducir el entrecruzamiento de polimeros
biodegradables y biocompatibles a temperatura ambiente de manera puntual, convirtiéndolos casi de
manera instantanea de un material viscoso a uno sdlido, lo que representa una ventaja energética y
reduce los efectos nocivos para su aplicacion in situ en la regeneracion de tejido 6seo (Bat et al., 2010;
Bracaglia et al., 2017; Coates et al., 2013; Fisher et al., 2002).

e Oxido de bisacrilfosfina (BAPO)

La polimerizacién asistida por fotoiniciadores como el BAPO (figura 12) es ampliamente
estudiada y aplicada en el entrecruzamiento de PPF (Fisher, Holland, Dean, Engel, & Mikos, 2001). El
BAPO es activado mediante exposiciones de radiacion ultravioleta por debajo de los 400 nm, con un
punto maximo de absorcidn en 365 nm (Fisher et al., 2002). Es utilizado ampliamente en la sintesis
de biomateriales aplicados a la elaboracion de resinas dentales (Carvalho et al., 2014), impresion de

tejidos 3D y regeneracion de estructuras dseas (Cicotte et al., 2012).

24



CH3 HaC,

o

H3C C—pP—C CHs

Ph
CHs HsC

Figura 12. Estructura quimica del fotoiniciador BAPO. Tomado y modificado de Shergill et al., (2009).

La elaboracion de mezclas poliméricas es un tema ampliamente estudiado para la elaboracion
de materiales con propiedades especificas para una aplicacion o para la mejora de las caracteristicas
de los materiales que componen a una mezcla. A pesar de no existir un amplio nimero de
publicaciones relacionadas a la mezcla entre los polimeros PPF y alginato de sodio, si existen trabajos
que emplean dichos polimeros en combinacion con otros materiales, lo que ofrece informacion
relevante para plantear los mecanismos apropiados que permitan su combinacion de manera efectiva.
Una de las técnicas mencionadas en el inicio de esta seccion, y reportada en la literatura es el uso de
agentes surfactantes para la elaboracion de emulsiones, lo que permite en mezclar materiales que

son totalmente inmiscibles.

1.1.6.2. Agentes surfactantes

Una técnica viable para la combinacion de sustancias inmiscibles es mediante la formacion de
emulsiones. Una emulsion se define como un sistema heterogéneo de dos fases liquidas inmiscibles
(ej. agua y aceite) donde una de ellas se dispersa sobre la otra en forma de gotas de tamafio
microscopico o coloidal (tipicamente de alrededor de 1 micrédmetro). Las emulsiones hechas por
agitacion mecanica de liquidos inmiscibles son muy inestables y regresan rapidamente a la separacion
de fases. Dichas emulsiones pueden ser estabilizadas por la adicion de un emulsificador, el cual actia
como un agente superficial que recubre a las gotas no miscibles recién formadas de la unién con otras
gotas del mismo material, provocando la separacion de fases. Un emulsificador es un surfactante que
actia por medio de la tensién superficial en la superficie de dos sustancias inmiscibles, formando

estructuras denominadas micelas (Mitra et al., 2017)

Los surfactantes se encuentran entre los compuestos mas versatiles en la industria quimica,

utilizados en diversos productos como los aceites de motor, medicamentos, detergentes, lubricantes
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y agentes de flotacion para la separacion de minerales. En los Ultimos afios se ha encontrado un gran
interés en el uso de surfactantes de areas de tecnoldgicas como impresién electronica, grabacion

magnética, biotecnologia, microelectronica y encapsulacion viral (Rosen & Kunjappu, 2012).

El termino surfactante (agente tensoactivo) es una sustancia que, a bajas concentraciones en un
sistema, tiene la propiedad de absorberse en la superficie o interfaces y alterar su energia libre.
Cuando se hace referencia a interfaz, generalmente se habla del limite entre dos fases inmdviles, ya
sea entre solidos, liquidos o gases. Los surfactantes son compuestos organicos compuestos por un
dominio polar y otro apolar generalmente clasificados como anfifilicos que, en medios acuosos, la
componente hidrofilica se oriente hacia la fase acuosa o polar y el componente hidrofobico hacia la
fase no polar. Dependiendo de la naturaleza del grupo hidrofilico, los surfactantes se clasifican como
(Rosen & Kunjappu, 2012):

e Anibnicos: la parte activa de la superficie tiene una carga negativa, por ejemplo: RCOO-Na*,
RCsH4SO3-Na*, compuestos ampliamente utilizados como detergentes.

e (Catidnicos: la parte activa de la superficie tiene una carga positiva, por ejemplo: RNH3*Cl- (sal de
amina de cadena larga), RN(CH3)s*Cl- (cloruro de amonio cuaternario).

e Zwitteridnicos: tanto las cargas negativas, como positivas se encuentran presentes en la parte
activa de la superficie, por ejemplo: RN*H2CH2COO- (aminoécido de cadena larga),
RN*(CH3)2CH2CH2SOs- (sulfobetainas).

e No ibnicos: la superficie activa de este tipo de surfactantes, no presentan cargas ionicas en su
estructura como, por ejemplo: RCOOCH2CHOHCH20H (monoglicérido de cadena larga),
RCeH4(OC2H4) xOH (alquilfenol etoxilado).

Una de las propiedades mas importantes al interactuar en la interfaz de materiales inmiscibles es
la formacion de micelas, propiedad que tienen los solutos tensoactivos de formar agrupaciones de
tamafio coloidal en una solucion. La formacién de micelas es un fenémeno de importancia en quimica
organica debido a que pueden llevar a cabo procesos cataliticos en reacciones de tipo organicas y en
bioquimica, principalmente por la similitud de las estructuras en forma de micela que se asemejan a

las membranas bioldgicas y proteinas globulares (Khoshnood & Firoozabadi, 2015).
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Las micelas son estructuras formadas por autoensamblaje de moléculas anfipaticas con extremos
hidrofébicos e hidrofilicos (Patel et al., 2014). Se forman en soluciones acuosas, por lo que la region
polar se encuentra en contacto con la superficie externa de la micela y la regién no polar se orienta
hacia el nucleo, como lo mostrado en la figura 13 (a, b). Este tipo de estructuras tienen la caracteristica
de liberar moléculas de manera continua y controlada como los farmacos, favoreciendo la distribucion

en tejidos y mejorando la disponibilidad en el organismo (Xu et al., 2013).

Estructuralmente suelen ser de forma esférica, con un tamafio entre los 2 a 20 nm, dependiendo
de su composicion. Los métodos mas comunes para la preparacion de micelas es mediante la
evaporacion de solventes, dispersion, dialisis, la emulsion de aceite en agua, 0 agua en aceite para el

caso de las micelas en solventes no polares (Das et al., 2014).

Una variante a la formacion de micelas en soluciones polares, es la formacion de micelas inversas
formadas por surfactantes en soluciones no polares, que pueden ser representadas
esquematicamente como agregados globulares, con la cabeza polar hidrofilica orientada hacia el
nucleo y las cadenas hidrofdbicas en la superficie externa de la micela figura 13 (c). Tradicionalmente,
las micelas inversas se generan en disolventes apolares o fluidos supercriticos (Eastoe et al., 2006;
Fang et al., 2010).
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Figura 13. Esquema representativo de la formacion de micelas en solventes polares (a) no polares (b) y no polares con

agente surfactante en el ndcleo (c). Tomado y adaptado de Khoshnood & Firoozabadi, (2015).

e Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)

Surfactantes catidnicos como el CTAB (C19H42BrN) son utilizados para la formacion de

nanoparticulas de alginato en medios polares como agua o cloruro de sodio (Mirti¢ et al., 2017).
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Considerables estudios reportan el uso de CTAB (figura 14) como surfactante catidnico para la

formacion de micelas inversas de alginato de sodio, los cuales se mencionan al inicio de esta seccién.

Br~
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Figura 14. Estructura quimica del surfactante CTAB.
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21.

II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Es posible sintetizar una mezcla polimérica compuesta de microesferas de alginato de calcio

dispersas en el polimero sintético PPF reticulado con N-vinilpirrolidona, mediante la preparacién de

micelas inversas a partir del surfactante CTAB entrecruzados por radiacion UV, en presencia del

fotoiniciador BAPO con potenciales aplicaciones en biomateriales.

2.2,

2.21.

Objetivos

Objetivo general

Proponer la metodologia para la sintesis de un material polimérico conformado de mezclas de

un polimero sintético biodegradable e hidrofébico como el PPF con un polimero natural e hidrofilico

como el alginato de sodio, para formar un polimero entrecruzado con potenciales aplicaciones en el

area biomédica.

2.2.2.

Objetivos especificos

Extraer el polisacarido alginato de sodio de la especie de alga café Macrocystis pyrifera y
evaluar sus propiedades fisicoquimicas.

Realizar la sintesis del polimero sintético PPF, de forma reproducible optimizando las etapas
de reaccion y purificacion del producto final.

Desarrollar la metodologia para realizar la mezcla del polimero hidrofilico alginato de calcio
con el polimero hidrofébico PPF, mediante la estrategia de micelas inversas.

Determinar la influencia de la composicién de PPF/Alginato sobre la morfologia del polimero
resultante.

Caracterizar de manera individual las muestras del polimero sintético PPF, los extractos de

alginato de Macrocystis pyrifera y los geles formados por medio de iones de calcio, asi como
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el material resultante de la combinacién por emulsiones de ambos polimeros mediante

diversas técnicas espectroscopicas.
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lll. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Materiales

En este presente capitulo se da un listado de los principales reactivos para la elaboracion del

presente trabajo de tesis y los procedimientos llevados a cabo.

3.1.1. Materiales para la extraccion de alginatos

Para la extraccién de alginatos se utilizd acido clorhidrico (HCI) adquirido en Favela por S.A.,
México, bicarbonato de sodio (NaHCOs), tierra diatomeas, cloruro de sodio (NaCl 0.1 M) adquirido en

Karal S.A, México, cloruro de calcio (CaClz), alcohol etilico (CH2HsOH) y refrigerante.

Los materiales utilizados fueron una plancha de calentamiento con agitacion, mufla a 60 °C,
vaso de precipitado (500 ml), matraz aforado (250 ml), cernidor, varilla de vidrio, agitador magnético,

embudo de filtracion, filtro Whatman®No. 4, bomba mecanica de vacio y condensador.

3.1.2. Materiales para la sintesis de PPF

Para la sintesis de PPF se utilizé nitrgeno liquido (N2) otorgado por el centro de Nanociencias
y Nanotecnologia, anticongelante y nitrogeno de alta pureza. Los siguientes reactivos fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Co., USA: cloruro de sodio (NaCl), acido clorhidrico (HCI), fumarato de
dietilo (CeHsO4) 98%, hidroquinona (CeHsOz), cloruro de metileno (CH2Clz), propilenglicol (C3HsOz),

sulfato de sodio (Na2S0s), y cloruro de zinc (ZnCly).

Los materiales y equipos empleados fueron un matraz tres bocas de 500 ml, condensador de
vidrio recto, adaptadores fijos esmerilados, matraz redondo 250 ml, llaves de flujo, termopar,
controlador de temperatura Omega, cinta calefactora, condensador, bomba mecanica de vacio,
trampa de gases, embudo de separacion Erlenmeyer 2 L, agitador magnético, rotavapor, balanza

electronica, papel encerado para pesar y refrigerador a 4°C.
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3.1.3. Materiales para la preparacién de mezclas PPF/Alginato

Para la preparacion de combinaciones se utilizd PPF (sintesis), alginato de sodio (extracto y
comercial), argon de alta pureza, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), Sigma-Aldrich Co, N-
vinilpirrolidona (NVP) y 6xido de bisacrilfosfina (BAPO), ambos obtenidos de Sigma-Aldrich Co., USA.

Los materiales y equipo empleados fueron: plancha de agitacidn, aerdgrafo, balanza electrénica,

mufla y camara de radiacidn ultravioleta (UVP-Crosslinkers).
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3.2. Procedimiento

3.2.1. Procedimiento para la extraccion de alginatos

Para la extraccién de alginato de sodio se utilizd una modificaciéon del método descrito por
(Herndndez-Carmona et al., 1991). Con el propésito de validar el proceso empleado y cuantificar el
rendimiento del alginato obtenido por cantidad de alga empleada, se extrajeron 10 muestras de
alginato a partir del alga Macrocystis pyrifera (Tabla 3) En el esquema de la figura 15 se muestran las

distintas etapas del proceso descrito.

e Pre-extraccion

Se suspendieron 10 gramos de alga seca y molida (Macrocystis pyrifera) en 200 ml de HCI 0.1 M
bajo agitacion constante por un tiempo de 30 min. Finalizado el tiempo de agitacion, se descarta el
liquido repitiendo el mismo procedimiento una vez mas. La muestra fue lavada con agua destilada tres

veces.

o Extraccion y clarificacion

La muestra tratada se suspendié en 300 ml de una solucién de NaHCO3 0.1 M, a temperatura
ambiente bajo agitacion constante, hasta que las particulas estan completamente desintegradas (2-3
horas); finalizado el proceso de extraccion, se clarific el extracto para incrementar la eficiencia de
filtracion el extracto se mezclé con tierra diatomeas; se hizo pasar a través de un filtro Whatman® No.

4 con tamafio de poro de 20-25 um y un embudo tipo Blchner asistido por bomba mecanica de vacio.

e Precipitacion

Se midio el volumen del extracto clarificado y se le adiciond NaCl con agitacion hasta lograr una
concentracion de 0.1 M. La solucion se precipité vertiendo lentamente sobre un volumen igual de

etanol al 96% con agitaciéon moderada con un agitador de vidrio.
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¢ Eliminacion de sales en fibras de alginato

Para remover el NaCl de las fibras de alginato se realizaron dos lavados en etanol al 60% seguido

de dos lavados en etanol al 96%. Las muestras fueron secadas en horno a 60 °C por una noche para

después determinar gravimétricamente el rendimiento de la extraccion.

Alga secay molida

Extraccion

H20

_—

Algahumeda

0.1 MHCI

l NaHCO: 0.1 M

Filtracién

Tierra
diatomeas

Purificacion

Solucion de alginato de sodio

}

Ruta de etanol

l NaCl0.1 M

Precipitacion en
etanol al 96%

al60%

etanol al 96%

2 lavados en etanol i Ultimo lavado en

Secado en homo a
60 °Cpor24 h

Figura 15. Ruta de etanol para la extraccion de alginatos.

3.2.2. Procedimiento para la sintesis de Poli (fumarato de propileno)

La sintesis de PPF se realizd por el método modificado de condensacion dividido en dos etapas

reportado por Kasper et al., (2009). La figura 16 representa el proceso de sintesis de PPF de manera

general.
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Figura 16. Mecanismo de reaccién en dos etapas para la sintesis de PPF. Obtenido y modificado de Kasper et al., 2009.

e Produccion de bis (hidroxipropil) fumarato

El arreglo experimental usando la produccién de fumarato se aprecia en la figura 17. En un matraz
bola de tres bocas de 500 ml se pesaron y agregaron 98.3 g (0.57 mol) de fumarato de dietilo y 129.7
g (1.7 mol) de propilenglicol en una relacién molar de 1:3 respectivamente. La humedad del sistema
fue removida con un flujo de nitrogeno de ultra alta pureza. Se inici6 agitacion de manera gradual
hasta 150 r.p.m. Se adiciond hidroquinona y ZnCl2 en una cantidad de 0.125 g (1.13 X 10- mol) y
0.775 g (5.68 X 10-3 mol) respectivamente. Se inicié el flujo de refrigerante en la columna de
condensacién e incremento la agitacion a 300 r.p.m. La mezcla fue calentada hasta una temperatura
de 110 °C durante 30 min, después a 120 °C por 30 min y finalmente a 145 °C. Se continu6 con el
calentamiento hasta obtener el 90% del volumen de etanol reportado, aproximadamente 9-12 h. Una
vez que se recolecto el etanol esperado, la solucion se dejé enfriar en purga constante hasta llegar a

una temperatura de 21 °C para tomar una pausa en el proceso.

e Reaccion de transesterificacion

Se reinici6 la purga de nitrogeno y la circulacion de refrigerante en la columna del sistema que
contiene al producto intermediario de bis (hidroxipropil) fumarato; posteriormente se reanudé la
agitacion a 300 r.p.m. La purga se detuvo y se adapto el sistema de vacio realizado por una bomba
mecanica a la salida de una trampa de liquidos en bafio de nitrégeno. La presion del sistema se redujo

por debajo de 1 mm Hg, seguido del aumento de temperatura de la solucion a 110 °C por 30 min,
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después a 120 °C por 30 min y finalmente a 130 °C hasta obtener el peso molecular deseado.
Durante el proceso por medio de condensacion se produce propilenglicol dando como resultado el
producto final de PPF. Terminado el calentamiento, el sistema se dejé enfriar hasta temperatura
ambiente con purga de nitrégeno y se agregd 150 ml de CH2Clz, cuidando que el sistema se encuentre

libre de humedad.

o Purificacion del polimero PPF: lavados acuosos

Para la purificacion se adicion6 un volumen igual de 150 ml de CH2Clz, para tener un volumen
total de 400 ml dentro del matraz. La solucion se trasladé a un embudo de decantacion de dos litros
al cual se le adiciond un volumen igual de HCI 1.85% (vol/vol), de tal forma que las soluciones de acido
y polimero se encuentren en una relacion de volumen 1:1. En el embudo cerrado se form6 una
interface entre soluciones. Se gir6 el embudo y se liber6 el gas en repetidas ocasiones, agitando cada
vez con mayor intensidad y liberando el gas en repetidas ocasiones hasta la formacion de una solucién
lechosa. La solucion se dejé reposar durante 15 minutos hasta la separacion de fases. La fase inferior
(polimero) se recolecto y la fase superior fue descartada. El procedimiento de lavado del polimero se

repitié dos veces con agua destilada y dos veces utilizando una solucién de cloruro de sodio al 6%.

¢ Purificacion del polimero PPF: secado con sulfato de sodio

Se agité el polimero mediante barra magnética, simultaneamente se adicion6 sulfato de sodio en
pequefas cantidades hasta formar precipitados y formando un polimero de color amarillento durante
30 min, posteriormente se filtra mediante una membrana de nitrocelulosa Millipore® de 0.22 um con
bomba mecéanica de vacio para remover los agregados de sulfato de sodio e hidroquinona.

Finalmente, se removi6 el solvente CH2Cl2 en rotavapor a 40 °C; se envasé y guardd bajo

refrigeracion de 4 °C para aplicaciones posteriores.
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Figura 17. Montaje del sistema de sintesis de PPF y sus componentes.

3.2.3. Procedimiento para el entrecruzamiento del PPF mediante el fotoiniciador
BAPO

Las cadenas del polimero de PPF fueron entrecruzadas mediante radiacion UV utilizando el
fotoiniciador BAPO, el cual es excitado a longitud de onda de 365 nm. Inicialmente se disuelve 1 g de
PPF y 0.06 g de BAPO en CH2Cl2 hasta lograr una mezcla homogénea. La muestra es irradiada por
un periodo de 30 min en horno UV. El procedimiento genera entrecruzamiento entre las cadenas de
PPF por disociacion del grupo vinilo de la cadena principal. Las muestras sintetizadas bajo estos

parametros se describen en la tabla 5.

El agente de entrecruzamiento NVP puede ser afiadido a la mezcla anteriormente descrita en un
volumen de 250 ul por gramo de PPF. El agente de entrecruzamiento se injerta entre las cadenas del
polimero formando uniones mas fuertes en comparacion con las que solo se realizan en presencia del
fotoiniciador y el PPF. Las muestras sintetizadas en presencia de NVP se describen en latabla9y 10

(anexo C).
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3.2.4. Preparacion de emulsiones de PPF/Alginato

Para la formacion de mezclas entre los polimeros PPF y alginato de manera general, se prepar6
una solucidn que contiene PPF, N-vinilpirrolidona, el fotoiniciador BAPO y un volumen de CH2Clz. Se
mezclaron con agitacion constante hasta obtener una solucién homogénea; bajo agitacion, se adicion6
un volumen de CTAB mediante aerégrafo para lograr mayor dispersion de gotas; posteriormente se
adiciond un volumen de alginato de sodio mediante aerdgrafo para cada muestra reportada en la tabla
7, con agitacion en alta velocidad; se dejé en agitacion por un tiempo de 5 minutos, después se trasladé
a un horno UV con una longitud de 365 nm por un tiempo de 30 min. Finalmente, la solucién fue
sumergida en un bafio de CaCl2(1.5 %) para promover el entrecruzamiento de las cadenas de alginato,

véase el esquema de la figura 18.

Por el hecho de ser una mezcla no reportada en la literatura, se realizaron diversas muestras
variando las concentraciones de los constituyentes con el propdsito de obtener el mejor resultado
posible. La implementacion de un aerdgrafo para el suministro de alginato de sodio, CTAB y la
solucién de CaClz es una técnica que favorece la posible dispersion de microgotas para formacion de
micelas entre las cadenas de alginato de sodio y el surfactante CTAB en la solucion de PPF, NVP,

BAPO y CH2Cl2. Las condiciones con las que se elaboraron las muestras se reportan en la tabla 7.

Aez?irfh Aerografo

21

NVP - A
BAPO 'y

CHzCl2
cTAB Alg-Na w
Agitacion

10U

Figura 18. Proceso para la elaboracion de mezclas PPF/Alginato por medio emulsiones en una solucion de NVP, BAPO y
CH2Cl2.

Para la formacion de mezclas poliméricas a base de PPF/Alginato se propuso la metodologia
mostrada en la figura 19. La sintesis de PPF se realiz6 por la metodologia reportada por Kasper et

al., (2009); asi mismo, se extrajo el alginato de sodio de Macrocystis pyrifera utilizando el método
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modificado de Hernandez et al., (1991). Posteriormente se analizaron las muestras para determinar
las caracteristicas de cada polimero. Los polimeros fueron entrecruzados en presencia de los agentes
mas utilizados y reportados en la literatura, principalmente en aplicaciones biomédicas. En el caso de
PPF, se utilizé el agente NVP ampliamente aplicado en la formacidn de biomateriales para incrementar
la densidad de entrecruzamientos (Hasrc et al., 2001; Salarian et al., 2014; 5733951, 1998) vy el
fotoiniciador BAPO caracteristico por ser excitado en la longitud de 365 nm y ser reportado como
agente de entrecruzamiento del PPF aplicado a ingenieria de tejidos (Fisher et al., 2002; Jo et al.,
2001; Lee et al., 2007). Los alginatos han sido ampliamente utilizados para la formacion de
entrecruzamientos mediante soluciones acuosas de CaClz como biomaterial para impresion dental,
transporte de farmacos e ingenieria de tejidos (Comaposada et al., 2015; Dalaty et al., 2016; Mikkelsen
& Elgsaeter, 1995). Se realizaron emulsiones de alginato de sodio en PPF mediante el agente
Surfactante CTAB reportado en la literatura para la formaciéon de micelas inversas de alginato en
solventes organicos como el CH2Cly, principal disolvente de PPF (Das et al., 2014; Kafshgari et al.,
2012; Yang et al., 2009). A la técnica se le implemento el uso de un aerdgrafo con gas de arrastre de
argon para la dispersion de microgotas tanto del surfactante como el alginato, lo que favorecio la
formacion de micelas. Las muestras fueron tratadas con radiacion UV a 365 nm por 30 minutos en
presencia de los agentes de reticulacion NVP y BAPO. Las muestras producto de la combinacion de
ambos polimeros fueron sumergidas en una solucién de CaCl. para evaluar la formacion de
entrecruzamientos de las cadenas de alginato. Con la finalidad de evaluar la influencia de los
materiales que componen a la combinacion propuesta, se realizaron diversas muestras variando los
parametros de sintesis reportados en la tabla 7. Las muestras producto de la sintesis (PPF),
extraccion (alginatos), entrecruzamientos (PPF/NVP, alginato de calcio) y de la combinacion fueron
caracterizadas por FT-IR, TGA, SEM, NMR y HPSEC. En el Anexo A se describe el fundamento de

las técnicas de caracterizacion empleadas en este trabajo.
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3.2.5. Caracterizacion

A continuacion, se describen los métodos empleados sobre las muestras sintetizadas. En el

Anexo A se describen los fundamentos de las técnicas empleadas.

3.2.5.1. Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR fueron obtenidos mediante un espectrofotémetro infrarrojo Spectrum Two
(Perkin Elmer) de resolucion 0.5 c¢cm™ y detector directo en modo de transmitancia. El
espectrofotdmetro esta equipado con una unidad ATR (reflectancia atenuada total) con un cristal de
tantalato de litio orientado de forma horizontal. Las sefiales son procesadas por el programa Spectrum

version 6.0 del software Lab.

Para cada medicion se limpiaba la superficie del equipo con alcohol etilico y se toma un espectro
con aire de fondo; posteriormente se colocd la muestra (purificada sin ningun tratamiento previo)
directamente en el cristal del ATR-FT-IR. Las muestras analizadas por esta técnica fueron: Alg-Ca (2),
Alg-Na (2), Alg-Ca (6), Alg-Ca (10), Alg-Na (10), Alg-Ca (comercial), Alg-Na (comercial), PPFo, PPFner-
o, PPF1, PPFNeT-1, PPF2, PPFNeT-2, PPF3, PPFNeT3.

3.25.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas fueron realizados en el equipo TG SDT Q600 TA instruments. Las muestras
analizadas por TG fueron: Alg-Na (2), Alg-Na (10), Alg-Na (6), Alg-Ca (2), Alg-Ca (10), Alg-Ca (6),
PPFo, PPF1, PPF2, PPFnet-0, PPFNET-1, PPFNeT2 ¥ las mezclas poliméricas PPF3-Alg-Na (0), PPF3-Alg-
Na (1), PPFs-Alg-Na (2), PPF3-Alg-Na (3), PPF3-Alg-Na (4) y PPF3-Alg-Na (5).

Para el analisis de muestras, se configurd el equipo TGA con gas nitrogeno y flujo arrastre de
100 ml / min, rampa de calentamiento de 10 °C / min, temperatura de equilibrio a 25 °C., temperatura
maxima: 500 °C y aire seco para enfriamiento. Al trabajar con hidrogeles como el alginato de calcio,
es importante el uso de nitrgeno, ya que esto evitara la formacion de COz2, lo que provoca un

hinchamiento del material por la absorcion de gases, generando mediciones erréneas.
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3.2.5.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para caracterizar las muestras por SEM previamente fueron recubiertas por oro en una
evaporadora de vacio marca Jeol (JEE-400). EI microscopio electronico de barrido empleado es de
marca Jeol (JIB-4500 Multi Beam System). Ambos equipos se encuentran ubicados en el

departamento de caracterizacién en el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN).

Se realiz6 un tratamiento previo de depdsito de oro sobre las muestras para favorecer la
conduccion de electrones emitidos por el equipo. Se caracterizd de manera individual las muestras
mas representativas de la sintesis de PPF, extraccion de alginatos y la mezcla de polimeros; se

hicieron cuatro capturas por muestra con amplificaciones de 500x, 2,000x, 5,000x y 10,000x.

3.254. Cromatografia por exclusion de tamaiio a alta presion (HPSEC)

Se utilizo el equipo de Mddulo de Separaciones Waters ALLIANCE 2695, que cuenta con un
detector de indice de refraccién integrado modelo Waters 2414, desgasificador en linea y un banco de
dos columnas marca Waters HPLC: Styragel HR 4E con rango de exclusion Mw de 50 a 1 x 105 y

Styragel HR 5E con rango de exclusién Mw de 2 x 103 a 4 x 106.

Se utilizd Tetrahidrofurano (THF) como eluyente (Fase Movil) a una velocidad de flujo de 1.0
mL/min, temperatura del detector de 35 °C y del horno guarda columnas de 33 °C. Se realizaron
curvas de calibracion a las condiciones anteriormente descritas, utilizando 11 estandares de

poliestireno con rango de Masa Molecular Pico Promedio (Mp) de 3.7 x 102 a 1.8 x 105.

Para la preparacion de las muestras de PPF se pesaron aproximadamente 50 mg de cada una
en un matraz aforado y se disuelven en 5.0 mL de THF grado HPLC, se deja disolver la muestra por
aproximadamente 24 horas, posteriormente, se filtra con ayuda de una jeringa y un acrodisco de PTFE
de 0.45 micras, y la disolucién ya filtrada se coloca en un vial de 2.0 mL, e introduce al equipo de
HPSEC. La concentracion de las muestras se encuentra en un rango de 10.6 mg/mL a 11.2 mg/mL,

aproximadamente.
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4.1. Resultados

4.1.1. Caracterizacion de Alginatos

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El resultado de las extracciones de alginato de sodio obtenidas de Macrocystis pyrifera, las

condiciones y rendimientos de extraccion se reportan en la tabla 3. En la tabla 4 se reportan las

muestras tratadas con CaCl..

Tabla 3. Clasificacidon de muestras producto de la extraccién de alginatos.

Peso del Volumen | Gramos de -
- Rendimiento Muestras
Muestra algaen enmlde @ alginato o
\ . (%) entrecruzadas
gramos | filtrado = extraidos
Alg-Na (1) 10.058 200 1.65 16.40 Alg-Ca (1)
Alg-Na (2) 10.031 170 113 11.26 Alg-Ca (2)
Alg-Na (3) 10.058 210 1.38 13.72 Alg-Ca (3)
Alg-Na (4) 10.046 193 124 12.34 Alg-Ca (4)
Alg-Na (5) 10.031 230 1.26 12.56 Alg-Ca (5)
Alg-Na (6) 10.019 224 1.37 13.67 Alg-Ca (6)
Alg-Na (7) 10.027 264 1.71 17.05 Alg-Ca (7)
Alg-Na (8) 10.05 250 1.80 17.91 Alg-Ca (8)
Alg-Na (9) 10.027 246 174 17.35 Alg-Ca (9)
Alg-Na (10) = 10.086 266 1.75 17.35 Alg-Ca (10)
Alg-Na Alg-Ca
(comercial) (comercial)

Tabla 4. Muestras de alginato de calcio caracterizadas en SEM.

Muestra

Extracto de alginato

CaClz

Tiempo de inmersion (h) ~ Clave SEM

Alg-Ca (11)
Alg-Ca (12)
Alg-Ca (13)
Alg-Ca (14)

Alg-Na (2)
Alg-Na (6)
Alg-Na (10)

Alg-Na (comercial)

(1.5%)
(1.5%)
(1.5%)
(1.5%)

8

8
8
8

R1 (ad)
R?2 (a-d)
R3 (a-d)
R4 (a-d)

*Nota: La “Clave SEM” representa el juego de iméagenes correspondientes de la figura 24.
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41.141. Caracterizacion por FT-IR

En el espectro FT-IR de la figura 20 correspondiente a las muestras Alg-Na comercial, Alg-Na
(2), Alg-Na (10) y Alg-Na (6) se muestran las bandas de absorcidn correspondientes a los grupos
funcionales hidroxilo, éter y carboxilo. Se muestra una amplia banda de absorcién en 3250 cm,
correspondiente a los enlaces de estiramiento de los grupos OH; en la regiéon 2930-2932 cm se
observan los enlaces de estiramiento alifaticos para C-H; los picos mostrados en las bandas de
absorcion mostrados en 1595, 1408 cm, corresponden a la vibracion de enlaces (asimétrico y
simétrico) correspondientes al grupo COO-. Las bandas posteriores son utilizadas como huella dactilar
para la identificacion de alginatos. En las bandas 1317-1176 se observan los enlaces C-O; en la banda
comprendida entre 1126-1124 cm-! se aprecian los enlaces C-C y en la banda 1035 cm-' se observan
los enlaces C-O-C. Las muestras evaluadas presentan el mismo patron de absorcion incluyendo la de
origen comercial, lo que implicaria que los procesos de extraccion fueron adecuados y congruentes
con los resultados reportados para FT-IR en la literatura por Dalaty et al., (2016b) y Sartori et al.,
(1997).

En la figura 21 se observan los espectros FT-IR de los extractos de alginato y la muestra
comercial posterior al tratamiento en CaClz bajo las condiciones reportadas en la tabla 4. Es posible
apreciar el mismo comportamiento en el espectro de absorcion de los grupos funcionales
corresponden a los de la figura 20. Una caracteristica fundamental de los geles de alginato de calcio
es la capacidad de absorber y retener agua entre las cadenas del polimero. El pico correspondiente
al grupo hidroxilo en la zona de 3250 cm-" muestra mayor absorcion en comparacion con la figura 20,
provocado por la presencia de agua en la muestra (Soazo et al., 2015). El aspecto por la formacion de

geles de alginato de calcio se puede apreciar en la figura 22.
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Figura 20. Espectro FT-IR de los extractos de alginato de sodio Alg-Na comercial, Alg-Na (2), Alg-Na (10) y Alg-Na (6).
Los circulos en rojo representan los grupos carboxilo y en los cuadros en color azul los grupos hidroxilo, ambos

caracteristicos de alginatos.
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Figura 21. Espectro FT-IR de los extractos de alginato y la muestra comercial con tratamiento en CaCl..

Figura 22. Extracto de alginato de sodio gelificado mediante tratamiento en CaCl..

41.1.2. Caracterizacion por TGA

En el termograma de la figura 23, se analizé la huella de descomposicion de tres extractos de
alginato de sodio, las cuales fueron analizadas sin tratamiento en CaClz (tabla 3) y con tratamiento en
CaCl: (tabla 4). Para las muestras analizadas sin tratamiento en calcio se puede observar la pérdida
de peso en dos secciones. La primera tiene lugar alrededor de los 61.5-195 °C (lineas punteadas
verticales en color azul) con una pérdida de peso del 8.44% aproximadamente, y es causado por la
deshidratacién de la muestra y la segunda en el intervalo 220-255 °C (lineas punteadas verticales de
color rojo), con una pérdida del 28% en peso causado por la degradacion de las cadenas de alginato,

lo que corresponde a lo publicado por Fajardo et al., (2012).
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Se espera que la inclusion de iones calcio para entrecruzar las cadenas poliméricas del alginato
incremente la estabilidad térmica de las muestras, sin embargo, por el caracter hidrofilico del alginato,
dicho entrecruzamiento aumenta la capacidad de absorcion de agua (Fajardo et al., 2012). El trabajo
publicado por Sartori et al., (1997) reporta una pérdida de 20% total del peso en agua de una muestra
de alginato de calcio sometida a TGA. Por consiguiente, analizando el comportamiento del peso en
relacion a los incrementos de temperatura de la muestra entrecruzada, se puede observar que ocurre
una pérdida significativa de peso de alrededor del 30 % entre los 25-200 °C (lineas punteadas
verticales en color amarillo). Esta pérdida se puede relacionar con moléculas de agua absorbidas y
asociadas al polimero. Por otro lado, la transicion esperada entre 220-250 °C (lineas punteadas
verticales en color verde) genera una pérdida de peso entre 4%, que resulta inferior a la presentada
por el alginato sin entrecruzar (28%; Figura 23). Lo anterior mencionado refleja el aumento de la
estabilidad de las muestras entrecruzadas con iones de calcio a mayores temperaturas en
comparacién con las muestras que no fueron sometidas al tratamiento. Los resultados fueron

comparados y corroborados con los publicados por Fajardo et al., (2012).

~61.5-185 °C (8.44%) ~220-255 °C (28%)

1004 =0  ronn e Alg-Ca (2)
————————— Alg-Ca (6)
---------- Alg-Ca (10)
—— Alg-Na (2)
80 - —— Alg-Na (6)
. —— Alg-Na (10)
=X
o
o 604
o
40 ~220-255 °C (4%)
~ 25-200 °C (30%)
T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Figura 23. Termograma de descomposicion de los extractos de alginato de sodio Alg-Na (2), Alg-Na (10) y Alg-Na (6) y
alginato de sodio con tratamiento en CaClz, Alg-Ca (2), Alg-Ca (10) y Alg-Ca (6).
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41.1.3. Caracterizacion por SEM

En la micrografia mostrada en la figura 24 se puede observar una textura rugosa y ciertas
ramificaciones generadas por el entrecruzamiento de las cadenas de alginato con los iones de calcio.
Las imagenes tomadas de los extractos de alginato en comparacion con la muestra comercial no

muestran diferencias significativas. El trabajo realizado por Ayarza, Coello, & Nakamatsu, (2016)

reporta micrografias de alginato de calcio similares a las obtenidas en este trabajo.

@ B O

Figura 24. Micrografias de alginato de sodio extraidas de Macrocystis pyrifera. La referencia R1 (a-d) corresponde a la
muestra Alg-Ca (11); R2 (a-d) corresponden a la muestra Alg-Ca (12); R3 (a-d) corresponden a la muestra Alg-Ca (13) y
R4 (a-d) corresponden a la muestra Alg-Ca (comercial) (tabla 4). Los incisos a, b, ¢y d, corresponden a las amplificaciones
de 500x, 2,000x, 5,000x y 10,000x respectivamente.
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4.1.2. Caracterizacion de PPF

Se sintetizaron y purificaron cuatro muestras de PPF bajo las mismas condiciones descritas en

la metodologia (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de muestras y cantidades de reactivo empleados para la sintesis de PPF (todas las muestras se
elaboraron bajo las mismas condiciones descritas para sintesis y entrecruzamiento).

Muestras

Reactivos empleados para la sintesis

PPFo, PPF;, PPF,, PPF;

Sintesis de PPF: 98.3 g de Fumarato de dietilo (0.57 mol), 129.7
g de propilenglicol (1.7 mol), 0.125 g de hidroquinona, 0.775 g de
ZnCl; y 300 ml de CH;Cl,.

| Entrecruzamiento (PPF-PPF)

PPFnet.o, PPFneT.1, PPFNET-2, PPFNET-3

Entrecruzamiento:  Muestras  obtenidas a partir  del
entrecruzamiento con el fotoiniciador BAPO por irradiacion UV
durante 30 min.

4.1.3. Caracterizacion de PPF

4.1.31. Caracterizacion por FT-IR

En la figura 25 se observa el espectro FT-IR de cuatro muestras del polimero PPF sin

entrecruzamiento. El espectro FT-IR fue comparado con el reportado por Shung et al., (2002) para

confirmar su estructura. En la banda de absorcién observada en el intervalo 3750-3250 cm- se

encuentran los grupos hidroxilo de los extremos de la molécula de PPF; el intervalo 2900-3010 cm-!

se observan las bandas de absorcidn para los grupos C-H; los picos de absorcion observados en 1715

cm ' corresponden a los grupos C=0; en 1645 y 1225 cm! se observan las bandas de absorcion para

los enlaces C=C y C-O respectivamente (Salarian et al., 2014). Las bandas de absorcion obtenidas

para el PPF corresponden a las publicadas por Shahbazi et al., (2014) y Diez-Pascual & Diez-Vicente,

(2016).
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Figura 25. Espectros IR para las muestras sintetizadas de PPFo PPF1, PPF2 y PPFs. El circulo en color rojos sefiala a los
dobles enlaces (alquenos) en la cadena de PPF; los cuadros azules sefialan los grupos éster. Ambos grupos son
caracteristicos del polimero PPF Kasper et al., (2009).

En la figura 26 se muestra la comparacion entre dos espectros IR de la muestra PPF3 sin
entrecruzamiento y con entrecruzamiento. Cabe resaltar que el entrecruzamiento reportado en esta
gréfica se debe a la reaccion de poliadicion y reaccion que cadena, estimulada por radicales libres, en
ausencia de un agente entrecruzante. Las principales variaciones en las bandas de absorcion se ven
influenciadas por la formacién de entrecruzamientos entre las cadenas de PPF, especificamente en
las uniones C=C, posiblemente causado por la ruptura del doble enlace para formar enlaces

covalentes entre las cadenas de polimero.
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Figura 26. Espectro IR de la muestra PPF3 no entrecruzado y con entrecruzamiento PPFner.s.

41.3.2. Caracterizacion por TGA

En la figura 27 se observa que la mayor pérdida de peso registrado para las muestras no
entrecruzadas sucede alrededor de los 340 °C. El termograma obtenido fue comparado con los
publicados por Lee et al., (2008) y Trachtenberg et al., (2017). Las discrepancias mostradas entre los
termogramas de las muestras analizadas se pueden atribuir a las diferencias en pesos moleculares
de cada muestra, de tal forma que las cadenas de polimero mas cortas se degradaran a menores
temperaturas en comparacion con las de mayor peso molecular. Por otro lado, en las muestras de
PPF entrecruzadas en presencia del fotoiniciador BAPO, se puede observar mayor resistencia a la
degradacion por temperatura en comparacion con el PPF no entrecruzado. Las discrepancias
observadas se deben principalmente a las diferencias entre pesos moleculares reportados en el
estudio HPSEC (Salarian et al., 2014).
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Figura 27. Termograma de las muestras PPFo, PPF1, PPF.. Las muestras PFnero, PPFnet1 y PPFner2 fueron

entrecruzadas por el fotoiniciador BAPO.

41.3.3. Caracterizacion por RMN

Mediante la espectroscopia RMN es posible determinar los grupos funcionales que componen a
la estructura del PPF con la finalidad de analizar su estructura. En conjunto con la espectroscopia FT-
IR, esta técnica puede aportar informacidn acerca de la estructura y la composicién quimica de un
compuesto organico. En la figura 28 se observa el espectro NMR caracteristico de la muestra de PPF3
sintetizada. El espectro fue comparado con los publicados por Kasper et al., (2009) y Shahbazi et al.,
(2014). La sefial en 6.8 ppm corresponde a los protones de olefinas; la sefial en 5.3 ppm corresponde
a los protones de la cadena principal (-CH); en la sefial en 4.3 ppm corresponde a los grupos metileno

(-CH2) y la sefial en 1.2 ppm corresponde al grupo metilo -CHs (Luo et al., 2016; Shung et al., 2002).
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Figura 28. Espectro 'H NMR caracteristico del polimero sintético PPFs.

41.34. Caracterizacion por HPSEC

En la tabla 6 se puede observar el peso molecular promedio en peso (Mw) de las muestras de
PPF sintetizadas por el método reportado en este trabajo. Durante las primeras sintesis es posible
observar un bajo peso molecular debido a la falta de experiencia en la sintesis de PPF, posteriormente
a medida que se realizaban mas sintesis las muestras reportaron un incremento en su Mw hasta lograr

reproducir el método con dos muestras de Mw muy similar (PPF3 y PPF4).

Tabla 6. Resultados de las muestras analizadas por HPSEC

Muestra Mn Mw Mp Mz PDI

STD PSt 43945 48577 52738 52481 1.105
PPFo 494 742 781 1040 1.500
PPF4 558 900 737 1310 1.613
PPF: 177 1164 857 1626 1.498
PPF; 842 1399 907 2082 1.662
PPF4 855 1383 906 2052 1.617

STD PSt 855 1383 906 2052 1.617

*La muestra STD PSt representa el estandar de poliestireno de Mn = 44000 g/moly Mw = 46000 Da.
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4.1.3.5.

Caracterizacion por SEM

En la figura 29 se analiz6 la muestra PPFs3, la cual se entrecruzd en presencia del fotoiniciador

BAPO y el agente N-vinilpirrolidona, con el propdsito de analizar la morfologia de la superficie. En las

micrografias e, f, g y h correspondientes a las amplificaciones de 500x, 2,000x, 5,000x y 10,000x

respectivamente, se muestra una superficie lisa, similar a la publicada por Lee et al., (2008).

i

(¢)

(f

@)

Figura 29. Micrografias de la muestra PPF3s/NVP. Los incisos e, f, g y h, corresponden a las amplificaciones de 500x,

2,000x, 5,000x y 10,000x respectivamente.

4.1.4. Caracterizacion de mezclas poliméricas

Tabla 7. Descripcidn de las mezclas poliméricas para determinar la concentracion 6ptima de cada constituyente.

Alg-Na
5 CaCl
Muestra = PPF \yp BAPO  CHCl  CTAB  (Extracto) Aerdgrafo uv
as de . (1.5%)
(Clave SEM)  (9) (M) (9) (ml) (ul) [C] arfgstre An (30 min) .
(ml)
PPF3/NVP
1 250 0.06 3 X X « v y
M1 (e-h)
10)
PPF2/ Alg-| 250 (10),
1 250 0.06 25 [0.5%], v J v
G1(w-2) (1 mM) 05 m)
PPF2/ Alg-Il 250 5159)),
1 250 0.06 25 [0.5%], v v Y
G2 (w-z) ©5mM) |05
10)
PPF2/ Alg-lll 250 (10),
1 250 0.06 25 [0.5%], J v v
G3 (w-z) (1 mM) (1 m)
PPF3/ Alg-IV 250 (10)
1 250 0.06 25 050, J v v
G4 (w-2) ©Amm  [0:5%]
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(1 ml)

PPF3/ Alg-0 250 @),

_ 1250 006 3 [0.5%], v v J*
F1 (i) (1 mM) ()
2).
250
PPFJAlg1 1 250 0.6 3 [0.5%], X v «
(1 mM)
(1 ml)
®),
PPF3/ Alg-2 250 .
_ | 1 250 0.06 3 0.5%), v v «
F2 (i) (1 mM) (1 )
250 ®) s
PPF3/ Alg-3 1 250 0.06 3 [0.5%], X v
A 4 ) (250 i
PPF3/ Alg-4 250
1 250 0.6 3 - X J «
F3 (i) (1 mM)
®)
PPFJAlg-5 1 250 0.6 3 X [0.5%], v v «
(1 ml)
PPF3/ Alg-6 250 0(23/’ J*
_ 1 250 | 006 3 [0.5%], J v
FAH) (mM) (4 ) (500 )
(8), x
250 v
PPF3/ Alg-7 1 250 0.06 3 [0.5%], v v
(mM) (4 (500 i)

*Nota: La “Clave SEM” representa el juego de imagenes correspondientes de la figura 32 y 33. * (tratamiento en CaCl2
antes del entrecruzamiento con UV).

4.1.5. Caracterizacion de mezclas poliméricas

41.5.1. Caracterizacion por FT-IR

En la figura 30 se muestran las diferencias de los espectros FT-IR de las mezclas poliméricas
conformadas por PPF y alginato de sodio. El entrecruzamiento de las cadenas de PPF incluyendo un
agente entrecruzante como la NVP, ocasiona que se presente una banda de absorcién a 1640 que se
atribuye al grupo carbonilo (C=0), propio de la parte amida de la estructura de la NVP. El pico a 1740

cm ' para el grupo C=0 caracteristico del PPF se mantiene en el material (Shung et al., 2002). No
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obstante, al mezclar el PPF con alginato en PPF3-Alg-Na (1) y PPFs-Alg-Na (2), se observan las
bandas propias de la presencia de —OH en la estructura de alginato. Se observa también un
incremento en las bandas del grupo funcional éter (C-O-C) provenientes de los enlaces glucosidicos

del alginato.
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Figura 30. Espectro IR de las muestras PPF3s/NVP, PPFs-Alg-Na (1) y PPFs-Alg-Na (2).

41.5.2. Caracterizacion por TGA

En la figura 31 se muestran los termogramas de las mezclas propuestas. Las temperaturas
de degradacién en todas las muestras presentan una tendencia homogénea en los rangos de
degradacion. Se puede esperar que cada componente de una mezcla contribuya de manera
independiente sobre los porcentajes de pérdida de masa en el material. Sin embargo, en este caso se
puede observar que la combinacion de PPF y alginato generan un material con un rango de
descomposicion estrecho entre 312-395 °C con una pérdida de peso del 50.6% de las muestras. Asi,
las pérdidas de peso significativas del alginato a temperaturas inferiores a 100 °C se ven reducidas

(figura 23), mientras que las degradaciones de PPF, que son observadas para este polimero en su
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forma individual desde los 190 °C (figura 27). Esto sugiere que la mezcla presenta un efecto sinérgico

sobre el material, y contribuye a mejorar su resistencia térmica a la degradacién.
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Figura 31. Termogramas de las muestras PPF3-Alg-Na (0), PPF3-Alg-Na (1), PPF3-Alg-Na (2), PPF3-Alg-Na (3) y PPF3-
Alg-Na (5).

4.1.5.3. Caracterizacion por SEM

Las micrografias SEM de la figura 32 se obtuvieron de las muestras G1, G3 y G4, que
corresponden a las mezclas poliméricas propuestas en esta investigacion. En las mezclas se pueden
identificar poros aislados, indicando la formacién de estructuras esféricas transitorias en el interior de
la matriz de PPF. La contribucion de la composicion de la mezcla, en cuanto a la cantidad de agente
surfactante (CTAB) utilizado, sobre la morfologia del material, se observa con esta microscopia. Se
destaca que las mezclas de PPF-alginato con 0.5M de CTAB, presentan una alta porosidad, mientras
que mezclas preparadas con cantidades superiores o inferiores, presentan una estructura menos
porosa. Cabe resaltar que las estructuras altamente porosas son deseadas para materiales
biodegradables aplicados como andamios en la ingenieria de tejidos. La muestra G2 muestra la

formacion de porosidades causadas por la posible formacion de micelas de alginato de sodio. El

57



trabajo publicado por Narayanan & Han (2017) y Kafshgari et al., (2012) reportan la formacién de
micelas inversas de alginato de sodio en combinacion con otros polimeros diferentes al planteado en
este proyecto, mediante el uso del agente surfactante CTAB. Por otro lado, Finosh et al., (2015)
reporta la combinacion entre PPF y alginato de sodio mediante imégenes de materiales con alta
porosidad como las mostradas en este trabajo. Los trabajos reportados por Liu et al., (2015) y Hedberg
etal., (2005) reportaron la formacion de estructuras porosas y formacidn de microestructuras utilizando

PPF como matriz, similar al mostrado en la figura 32.

Figura 32. Micrografias de la mezcla PPF/Alg. La referencia G1, G2, G3 Y G4 corresponden a las muestras PPF2/Alg-,
PPF2/Alg-Il, PPF2/Alg-11l y PPF2/Alg-1V respectivamente. Las condiciones de sintesis se muestran en la tabla 7. Los incisos
W, X, Y, y Z, corresponden a las amplificaciones de 500x, 2,000x, 5,000x y 10,000x respectivamente.

Las condiciones de sintesis de cada combinacion en la figura 33 se muestran en la tabla 7.
En este segundo analisis se determiné la influencia de los iones de calcio antes y después del
entrecruzamiento UV y el uso del aerdgrafo para la dispersion en forma de microgotas del surfactante
CTAB y el alginato de sodio. Como se puede observar, en las micrografias F1 y F2 no se muestra
evidencia de la formacion de estructuras tipo micela o la formacion de porosidad. La muestra F3 se
preparo6 sin agregar alginato de sodio observando microporos generados por el surfactante CTAB.
Estos poros generados por la influencia unica del CTAB presentan un menor diametro, en comparacion
con los formados en la muestra F4, en la que se puede observar la formacién de cavidades esféricas

generadas por el alginato de sodio.
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Figura 33. Micrografias de la mezcla PPF/Alg. La referencia F1, F2, F3 Y F4 corresponden a las muestras PPF2/Alg-0,
PPF3/Alg-2, PPF3/Alg-4 y PPF3/Alg-6 respectivamente. Las condiciones de sintesis se muestran en la tabla 7. Los incisos
W, X, ¥, Y Z, corresponden a las amplificaciones de 500x, 2,000x, 5,000x y 10,000x respectivamente.

Las muestras PPF4/Alg-1, PPF4/Alg-3, PPF4/Alg-5 y PPF4/Alg-7 no fueron caracterizadas
debido a que no se formaron mezclas homogéneas, ademéas presentaron bajos rendimientos de
entrecruzamiento, por ello fueron descartadas. Por lo tanto, la muestra mas representativa de los
materiales propuestos en esta investigacion es PPF4/Alg-2. En la figura 34 se observan las fotografias
de las muestras PPF2/Alg-0, PPF3/Alg-2, PPF3/Alg-4 y PPF3/Alg-6, siendo las mas representativas

para la formacién de mezclas poliméricas.

PPFy/ Alg-0 PPF./ Alg-2 PPF/Alg-3 . PPRJAlg4 - PPFJAlg:5

Figura 34. Fotografias de las mezclas elaboradas bajo los parametros establecidos en la tabla 7.
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4.2. Discusiones

En este trabajo se plante6 la formacién de una mezcla polimérica basada en dos polimeros
de caracteristicas distintas. El alginato de sodio es un polisacarido natural extraido de algas cafés
caracteristico por ser un material hidrofilico, que puede formar geles en presencias de diversos
cationes metalicos divalentes, para este caso se utilizé Ca?*. Por otra parte, se sintetizo por el método
condensacidn el polimero sintético y con caracteristicas hidrofébicas como es el PPF. Este polimero,
que en estado liquido es altamente viscoso, es ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas, ya
que forma un material rigido y biodegradable al ser entrecruzado mediante fotoiniciadores como el
BAPO, en presencia o ausencia de agentes de entrecruzamiento, como la NVP. Asi, ambos polimeros
presentan propiedades de biodegradacion y de biocompatibilidad, por lo que la combinacién adecuada
de ambos produciria una mezcla que comparta dichas caracteristicas. No obstante, por sus
caracteristicas fisicoquimicas, una mezcla directa de PPF y alginato de sodio producen separaciones
de fase por su incompatibilidad. Por lo tanto, para lograr desarrollar un material compuesto de estos
dos polimeros, fue necesario recurrir a estrategias de preparacion que incluye la formacion de micelas

a través de un agente surfactante.

Las caracterizaciones realizadas al alginato extraido, en comparacion con la literatura citada,
son un buen indicativo de que las metodologias aplicadas son reproducibles. Los espectros FT-IR de
alginatos demuestran la presencia de bandas de absorcion caracteristicas para alginato; una sefal
doble ubicadas en 1605y 1410 cm-! que corresponden al grupo funcional carboxilo, en los que Dalaty
et al., (2016b) reporta en 1595 y 1405 cm-!, ademas de identificar los picos correspondiente a las
estructuras en forma de anillo de los mondmeros de alginato. Por otra parte, los termogramas TGA
reportados por Fajardo et al., (2012) muestran la presencia de dos temperaturas de degradacion para
alginatos, con temperaturas de degradacion entre 245 y 239 °C; en este trabajo se reportan las
temperaturas aproximadamente cercanas a 220y 250 °C, correspondiente a lo citado. Las muestras
e alginato fueron posteriormente entrecruzadas en presencia de iones divalentes de calcio. Las
imégenes SEM revelan la topografia caracteristica de alginato de calcio. Todas la muestras,
incluyendo la comercial mostraron entrecruzamiento en la superficie, como lo reportado por (Ayarza
etal., 2016).
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Por otra parte, los resultados obtenidos por FT-IR para PFF fueron comparados con los ya
reportados por Shung et al., (2002). En los espectros obtenidos en este trabajo, se reportan los picos
de absorcidn caracteristicos a los grupos funcionales de PPF en 1730 cm-! aproximadamente, los
cuales corresponden a la presencia de los grupos carbonilo. Los valores ya reportados se muestran
en 1740 y 1650 cm-! correspondientes a los grupos carbonilo, por lo que las muestras obtenidas

corresponden a lo citado en la literatura.

Los termogramas obtenidos de PPF bajo las condiciones establecidas corresponden a lo
citado anteriormente por Salarian et al., (2014), presentando una temperatura de degradacién que
inicia a 190 °C y presenta un promedio a los 320 °C. Algo importante a destacar es la diferencia entre
los termogramas de los lotes de muestras de PPF sintetizadas; tales discrepancias son atribuidas a
las diferencias entre pesos moleculares obtenido para cada muestra, lo que significa que las cadenas
de menor peso molecular se degradaran mas rapido. La reproducibilidad de las muestras se ve
afectada directamente por las variaciones o cambios entre cada proceso de sintesis. Sin embargo, en
los resultados de peso molecular se distingue que entre los Ultimos lotes de sintesis se presenta una
dispersion menor del peso molecular, lo que significa que el proceso de sintesis fue estandarizado en

los Ultimos lotes.

Los resultados arrojados de la caracterizacion HPSEC reflejan las dificultades presentadas en
las primeras muestras sintetizadas, de tal forma que las primeras sintesis registraron pesos
moleculares muy bajos; a medida que la técnica para la sintesis era mejor comprendida, se logro
aumentar el peso molecular hasta 1399 y 1383 para PPF3y PPF4 respectivamente, lo que indicaba
que la sintesis comenzaba a ser reproducible. Las variaciones en el peso molecular varian de acuerdo

a los tiempos de sintesis empleados.

Los resultados obtenidos por 'TH NMR se compararon con los ya reportados por Kasper et al.,
(2009) y Shahbazi et al., (2014) ya mencionados en la figura 28. Las muestras sintetizadas de PPF
se apegan a lo ya reportado en la literatura. Los resultados indican que el proceso de sintesis es
adecuado y ademas el proceso de extraccion o purificacion del PPF es 6ptimo, ya que no presenta
sefiales provenientes del inhibidor hidroquinona, que es usado durante la sintesis para evitar la

reaccion del doble enlace carbono-carbono del precursor dietiffumarato.
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Con relacion a la topografia de la muestra, el polimero PPF en estado base (liquido) al ser
entrecruzado forma un material solido. Las micrografias SEM mostradas de las muestras de PPF
entrecruzadas fueron comparadas con las ya reportadas por Lee et al., (2008). Ambas micrografias
muestran un material a base de PPF liso en su superficie, incluso al ser reticulado con NVP. En
resumen, la sintesis de PPF es una metodologia en la que es importante el cuidado de los pardmetros

involucrados, como la presién del sistema o la temperatura, afectando sus propiedades quimicas.

Anteriormente se han mencionado diversas caracterizaciones incluyendo la reportada en este
trabajo (Finosh et al., 2015). A pesar de ello, el desarrollo de nuevas combinaciones que aporten nuevo
conocimiento, asi como materiales con propiedades novedosas es una actividad cientifica que va en
aumento. Los polimeros presentados en la presente tesis son caracteristicos por ser inmiscibles entre
ambos, lo que implica que la combinacion no era posible de manera directa. Con base a una busqueda
bibliogréfica se encontré que mediante la elaboracion de emulsiones era posible mezclar dos
sustancias que originalmente eran inmiscibles. El uso de surfactantes es una técnica que permite
elaborar emulsiones de dos especies con polaridad distinta (Fang et al., 2010), siendo el alginato una
molécula hidrofilica y el PPF hidrofobico. El uso de CTAB, al ser un agente tensoactivo promovio la
formacion de micelas de alginato en una solucion de PPF (Yang et al., 2009). Para poder determinar
la influencia de los componentes que conforman la mezcla polimérica, se realizaron distintas muestras
en las que se hicieron variar las concentraciones (tabla 7). Las muestras que tuvieron un mejor
resultado a lo esperado en este trabajo fueron PPF2/Alg-0, PPF3/Alg-2, PPF3/Alg-4 y PPF3/Alg-6; las
muestras restantes no fueron sometidas a caracterizacion, ya que no se apreciaba la formacién de

una emulsion homogénea, ademas de una pobre reticulacion.

Las muestras que fueron realizadas en presencia de todos los elementos propuestos en este
trabajo (PPF, BAPO, NVP) en solucion con CH2Cl2 y la adicion del surfactante CTAB en las
concentraciones 0.5 mMy 1mM y alginato de sodio al 0.5% en volumenes de 0.5y 1 ml por medio de
aerografo, se puede observar en micrografias SEM la formacién de micelas inversas de alginato de
sodio, las cuales se pueden apreciar como porosidades en el material. Una de las caracteristicas a
evaluar en futuras investigaciones de este trabajo hacian mencién de la sintesis un material
biodegradable y biocompatible. Mediante los espectros FT-IR obtenidos tanto de las muestras de

alginato como de PPF, se puede hacer una identificacion de los picos caracteristicos de los polimeros
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constituyentes de la mezcla en FT-IR obtenidos de las muestras caracterizadas. En ellas se pueden
observar los picos caracteristicos de los grupos funcionales carbonilo y carboxilo por parte de los
alginatos; de igual forma, las sefales caracteristicas del PPF se pueden identificar dentro de los
espectros FT-IR de las mezclas, lo que implicaria que las propiedades tanto del alginato como del PPF
son conservadas en la mezcla propuesta, haciendo de este un material biodegradable y biocompatible,

no obstante, es necesario realizar futuras pruebas para confirmar lo planteado en este trabajo.
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V. CONCLUSIONES

Para desarrollar una mezcla compuesta de PPF-Alginato se cumplieron los siguientes objetivos:

e Se logré extraer alginato de sodio desde el alga café. Las caracterizaciones por FT-IR, TGA
y SEM de las muestras extraidas corresponden a lo reportado a la literatura y a los resultados

de andlisis encontrados con muestras de origen comercial.

e Se logré sintetizar y purificar con éxito el polimero PPF a partir de dietifumarato y
propilenglicol, por medio de una reaccion de condensacion. La caracterizacién por FT-IR, TGA
corresponden a lo reportado en la literatura, mientras que los resultados RMN corresponden

con la estructura de dicho polimero.

e Eluso del agente de entrecruzamiento NVP para unir las cadenas de PPF contribuyen con el
aumento de la rigidez del material, reduciendo la viscosidad del polimero. Sin embargo, el

material por si solo presentd baja porosidad.

e Se desarrollé un material combinando PPF con alginato de sodio, usando una metodologia
de micelas inversas, usando CTAB como agente surfactante, NVP como agente entrecruzante
de PPF, y CaCl2 como agente entrecruzante del alginato de sodio. El entrecruzamiento de
PPF fue estimulado ‘“in situ” por UV, usando el fotoiniciador BAPO. Se varié la composicion
de muestra y se utilizaron dos estrategias de mezclado: con la ayuda de un aerdgrafo y por
medio de pipetas volumétricas. Con el aerdgrafo se obtuvo mezclas mas homogéneas y sin

separaciones de fase, contrario a como sucedid utilizando pipetas.

e La estructura porosa de las mezclas formadas con PPF-alginato conforman un material con
alta porosidad y distribucion de poros. La porosidad del material aumenta a concentraciones
de CTAB al 0.5y 1 mM. Esto debido a que, a estas concentraciones, se presentd la formacidn

de micelas que permitieron una mayor inclusion de alginato de sodio en la matriz de PPF.
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Para futuras investigaciones, es importante realizar las caracterizaciones de peso molecular
y relacién de grupos M/G para los extractos de alginato de sodio con la finalidad de
complementar el trabajo realizado en esta tesis, asi como evaluaciones mecanicas para los

polimeros de manera individual y el resultado de su combinacién.

Los polimeros empleados en este trabajo, asi como el material formado producto de su
combinacion, representan una potencial oportunidad de explotacion e industrializacién, ya que
el PPF actualmente no es comercializado y el alga Macrocystis pyrifera es un recurso

abundante y subexplotado en las costas de la region.
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Anexo A

1. Técnicas de caracterizacion

1.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una técnica que permite
la observacion y la caracterizacion de muestras heterogéneas de tipo organicas e inorganicas en una
escala de nanometros o micrometros. La principal caracteristica de este tipo de microscopia es la
formacion de imagenes tridimensionales de la superficie de un amplio nimero materiales, con un
intervalo de amplificaciones de 10-10,000x, siendo una herramienta superior a los microscopios
pticos que solo pueden ofrecer imagines amplificadas cercanas a los 1,000x. El haz de electrones
acelerados en esta técnica emplea energias en el intervalo de 2 y 1,000 keV que pueden ser
producidas por dos tipos de fuentes: filamento de emision termoidnica que pueden ser de tungsteno o
lantano (LaBs) y filamentos de emisién de campo tanto térmicas como frias. Las sefiales generadas
por la incidencia del haz en la muestra son los electrones secundarios, electrones retrodispersados,
rayos X y fotones (figura 35); las sefiales obtenidas son procesadas por medio de detectores para
obtener informacién de la topologia, cristalografia, composiciéon quimica y propiedades eléctricas
(Goldstein et al., 2003).

Las propiedades fisicas y quimicas de las muestras que se analizan por SEM pueden
interaccionar de maneras distintas. Si la muestra es delgada, los electrones son transmitidos a través
de ella sin ser absorbidos, lo que generalmente es Util para la formacion de imagenes en el microscopio
electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés). Por el contrario, cuando la muestra es lo
suficientemente gruesa, los electrones no son transmitidos, por lo que las particulas como electrones,
rayos X y fotones que emergen de la superficie proporcionan informacién para formar imagenes. Otra
propiedad importante para la caracterizacién de las muestras es que éstas sean conductoras, de lo
contrario se realiza un tratamiento adicional en el que se deposita carbdn o algin metal como oro o

plata sobre la superficie para promover la conduccion de electrones (Vernon-Parry, 2000).
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Figura 35. Tipos de radiacion emitidas por la muestra como resultado de la colisién con el haz de electrones. Tomado y

adaptado de Paredes, 2014.

Los equipos SEM se componen principalmente de un cafion o haz emisor de electrones,
anodo, lente magnética, lente condensadora y lente objetivo, bobinas de barrido y detectores de
electrones secundarios, retrodispersados y rayos X (figura 36). El vacio en la camara de analisis es
fundamental para remover particulas que se interponen y provocan colisiones con los electrones
emitidos por la fuente, de esta manera se preserva y se realizan las caracterizaciones de forma

correcta. La acumulacion de carga en la muestra es disipada por una conexion a tierra en el

portamuestras (Paredes, 2014).

Fuente de alto voltaje

Columna -1 -} - - Lente condensador

et Bobinas de barrido
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1-- Electrones retrodispersados
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analisis .
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Figura 36. Esquema representativo de un SEM. Tomado y adaptado de Paredes, 2014.
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La aplicacion de la técnica SEM es amplia, basicamente se puede caracterizar cualquier material
que cumpla con las caracteristicas anteriormente descritas sin importar el area de estudio. Lo que se
busca en las muestras es un analisis cuantitativo de la topografia superficial, como medir tamafios de
micro y nano estructuras y su distribucion, conocer la morfologia 3D, densidades, particulas (tamafio,
numero y forma), examinar porosidad (tamafio y distribucion), grietas y cuantificacion de sitos de falla

tales como superficies de fractura y superficies de desgaste (Inkson, 2016).

1.2. Resonancia magnética nuclear (NMR)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) es una
herramienta de caracterizacion ampliamente utilizada para investigacion en las éreas de ciencia e
ingenieria de materiales para examinar la estructura electronica de moléculas, las propiedades
quimicas de diversos compuestos, la miscibilidad y morfologia de fases en mezclas (figura 37). En
polimeros es una herramienta Util para determinar su pureza, estabilidad y degradacion. También es
utilizada para determinar la distribucion de tamafio de poro en una matriz polimérica (Mishra et al.,
2017; Sathishkumar et al., 2017).

La espectroscopia NMR fue desarrollada por los fisicos F. Bloch de la universidad de Stanford
y Purcell de Harvard en 1946 (Karunakaran, Rajkumar, & Balamurugan, 2018). Lo que ellos
observaron mientras se exponia una muestra a un campo magnético externo fue que los nucleos
atomicos se podian igualar, lo que implicaba que existia una absorcion de energia por parte de los
nucleos atomicos. La causa de lo anterior mencionado es el momento angular intrinseco y el momento
magnético acoplado de los nucleos atomicos, lo que basicamente se define como espin. Cada nucleo
atomico posee un giro caracteristico o espin, por ejemplo, los nucleos de 'H, 3'P, 1N, 29Sj y 19F,
poseen un espin de 2, otros casos como el de 60, 25Siy 12C no tiene giro. Mediante el espin es que
los nucleos generan un campo magnético caracteristico que es detectado por la espectroscopia RMN,
por lo que si un nucleo no lo presenta no es detectado. Las sefiales proporcionadas por la
espectroscopia NMR son el resultado de las interacciones nucleo-electron y nicleo-nucleo, siendo las
NMR de protén ('H) y carbono (*3C) las mas utilizadas para predecir la estructura de polimeros
(Sathishkumar et al., 2017).
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Figura 37. Esquema representativo de las principales aplicaciones de la espectroscopia NMR. Tomado y modificado de

Sathishkumar et al., 2017.
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1.3. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés), es
una técnica en la que se hace incidir radiacion infrarroja (IR) a una muestra; una parte es absorbida y
otra transmitida generando una huella molecular o espectro de absorcion correspondiente a las
frecuencias de vibracion entre los enlaces atémicos que componen al material. Debido a que cada
compuesto es caracteristico por tener una estructura molecular unica, no es posible obtener dos
espectros IR iguales, haciendo de esta técnica una herramienta de analisis cualitativo y cuantitativo
fiable (Dutta, 2017).

La region IR en el espectro electromagnético se puede dividir en tres segmentos, IR cercano
(11,000-4,000 cm-*), medio (4,000-400 cm") y lejano (400-10 cm-"). Los espectros IR obtenidos por
medio de los espectrofotémetros FT-IR se encuentran en la region media entre los 4,000 y 400 cm-!.
A su vez, la region media del IR puede dividirse en cuatro segmentos segun el tipo de enlace: simples
detectables en el intervalo 2,500-4,000 cm-, triples en 2,000-2,500 cm-1, dobles en el intervalo 1,500-
2,000 cm'y el mas representativo de la muestra denominada como region de huella dactilar en el
intervalo de 650-1,500 cm-' (Mohamed et al., 2017).

Los espectrofotometros FT-IR se componen de una fuente de infrarrojo, un interferémetro, un
detector, unlasery el software de computadora que procesa las sefiales. El haz de radiacién IR emitido
por la fuente es introducida al interferémetro donde se genera un patrén caracteristico. Posteriormente
se hace incidir el haz en la muestra, donde parte de la radiacién es transmitida, reflejada o absorbida.
La radiacion pasa finalmente al detector que monitorea el intervalo completo de radiacién IR para
después convertirla en un espectro de absorcion mediante la técnica de transformadas de Fourier
(figura 38). La preparacion de muestras varia segun la técnica empleada, dentro de las més comunes
se encuentra el prensado de pastillas de bromuro de potasio (KBr) caracteristico por transmitir la
radiacién IR sin interferir en la medicion. La concentracion de muestra en KBr es aproximadamente
del 1% y se somete a presion para formar la pastilla con un tratamiento térmico para eliminar la
humedad (Petit & Madejova, 2013).
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Figura 38. Esquema representativo de un espectrofotémetro FT-IR. Tomado y modificado de Subramanian & Rodriguez-
Saona, 2009.

La espectroscopia FT-IR se posiciona sobre otros métodos de analisis como los dispersivos o de

filtrado por las siguientes caracteristicas (Dutta, 2017):

e Es una técnica no destructiva

e Proporciona un método de medicion preciso que no requiere calibracién externa.
e Puede incrementar la velocidad de medicion de hasta un escaneo por segundo.
e Puede incrementar la sensibilidad de medicion.

e Posee mayor rendimiento optico.

e Los equipos de medicién son mecanicamente simples con una sola parte mavil.

Para la caracterizacion de muestras por medio del espectrofotémetro FITR se utilizé un equipo
con la herramienta de reflexién total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) que en conjunto se
define como ATR-FT-IR. La técnica utiliza un cristal de alto indice de refraccién (tipicamente de
diamante, germanio o seleniuro de zinc) al cual se le hace incidir el haz infrarrojo con angulos de 30,
45 0 60° creando una onda evanescente que se extiende por el cristal como el mostrado en la figura
39 (Peak, 2005).
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Al entrar en contacto con la muestra, ésta absorbera la radiacién atenuando la energia de la onda.
Posteriormente el haz atenuado se reflejara en el cristal ATR hasta salir por el extremo opuesto a la
fuente en donde se encuentra el detector. Finalmente, el haz atenuado se registra y procesa para
después generar el espectro IR (Capuano & Ruth, 2016; Mohamed et al., 2017; Subramanian &
Rodriguez-Saona, 2009).

Muestra en contacto con

la onda evanescente Portamuestras

l !

/ I sl Detector

Haz IR Cristal ATR

Figura 39. Esquema representativo de un ATR y su modo de operacién. Tomado y modificado de Mohamed et al., 2017.

Una de las principales ventajas de utilizar un ATR-FT-IR es que las muestras se colocan
directamente en el portamuestras y se encuentran en contacto con el cristal ATR, lo que convierte en

esta técnica una herramienta versatil y simple de utilizar.

1.4. Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) es una técnica experimental en la
que se registra el cambio de peso de una muestra en funcion de la temperatura durante un periodo de
tiempo establecido en una atmdésfera controlada. Los resultados del analisis se muestran mediante
una gréafica de peso (%) en funcion de la temperatura (°C) o en funcion del tiempo (s) (Mahgerefteh,
Khoory, & Khodaverdian, 1994; Wagner, 2017).
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El decremento o incremento de peso en el analisis TGA es producida por efecto de los cambios

de temperatura o la interaccion con los gases de la atmésfera controlada, produciendo las siguientes

fendmenos (Loganathan, 2017; Wagner, 2017):

e La evaporacion de constituyentes volatiles, deshidratacién, desorcién y absorcion de

gases, humedad u otras sustancias volatiles.

e Oxidacion de metales en una atmosfera abundante en aire u oxigeno.

e Descomposicion térmica en atmésfera inerte mediante la formacion de gases. En

algunos compuestos organicos esto se define como pirolisis.

e Reacciones quimicas entre la muestra y la atmdsfera, por ejemplo, la condensacion,

oxidacion y reduccion.

e El cambio propiedades de algunos materiales como los ferromagnéticos por efecto de

la temperatura.

Otros factores que interfieren en el analisis TGA son el volumen y el peso total de la muestra,

estructura fisica, material y forma del portamuestras, los gases de la atmosfera controlada, la presion

en la camara y las rampas de calentamiento o enfriamiento configuradas (Loganathan, 2017). El

proceso para el analisis de muestras mediante la técnica TGA se ilustra en la figura 40.

Determinacion del peso
muestra

Preparacion de
muestra
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Andlisis de datos

Ly

Configuracion de
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Figura 40. Proceso general para el andlisis de muestras en TGA.
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1.5. Cromatografia por exclusién de tamaiio a alta presion (HPSEC)

La cromatografia por exclusion de tamario (SEC), o también llamada de permeacion en gel es
una técnica cromatogréfica en columna liquida que clasifica a moléculas en solucion de acuerdo a su
tamario, es decir, separa a las moléculas segun su tamafio mediante filtracion a través de un gel con
tamafios de poro especificos. La muestra es introducida en la columna que contiene particulas porosas
de estructurarigida (fase estacionaria) mediante un solvente (fase mavil). El flujo de moléculas a través
de la columna dependera del tamafio, de tal forma que las moléculas pequefias pasaran a mayor
velocidad en comparacion con las mas grandes que tendran un tiempo de retardo mayor; el tiempo
que tarda una muestra en pasar a través de la columna es utilizado para determinar el peso molecular
(Kraj, 2004).
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Figura 41. Ejemplo de un proceso de separacion por cromatografia de exclusion por tamafio de polimeros de bajo peso

molecular (puntos) y alto peso molecular (circulos) (Giridhar et al., 2017).

Ademas de cuantificar la distribucion de tamafios moleculares en una mezcla, también es
utilizado en la separacién y purificacion de componentes. Esté técnica es ampliamente utilizada en

areas como bioquimica, sintesis de polimeros y nanomateriales.
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Anexo B

Tabla 8. Asignacion de bandas de absorcién de IR para alginato de sodio (Sartori et al., 1997).

Numero de onda (cm-) Intensidad - forma de pico Asignacion de banda de
3360 - 3380 Muy fuerte - “ancho” O-H extension
3250 Fuerte — *hombro” O-H extension
2930 - 2932 Débil - “ancho” C-H extension
2750 Débil - “hombro” C-H extension
1608 - 1611 Muy fuerte - “agudo” COO-extensién (asimétrico)
1413 - 1414 Media - “agudo” COO-extension (asimétrico)
1317 Débil - “ancho” C-O extension
1294 Débil - “hombro” C-O extension
1176 Débil - “hombro” C-O extension
C-C extension
C-C-C flexion
1124 - 1126 Media - “agudo” C-C extensi6n
C-O extension
1087 - 1088 Media - “agudo” C-0 extension
C-O-C extension
1059 Media - “hombro” O-H flexion
1030 - 1035 Muy fuerte - “agudo”
997 Media - “hombro”
947 - 950 Débil - “agudo” C-0O extension
C-C-H extension
903 Débil - “agudo”
892 Débil - “hombro” C-C extension
818 Débil - “ancho”
781 Débil - “ancho” C-O rotacion interna
C-C-O flexion
C-C-H flexion
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Anexo C

Tabla 9. Numero de onda para varias bandas en PPF (a). (Shahbazi et al., 2014)

Banda (cm-) Asignacion
3446 Grupos OH
2960 Frecuencia de estiramiento de CH2

Frecuencia de estiramiento del grupo acido y

1730 éster
1643 Insaturacién de C=C en unidades de fumarato
1000 = 1300 Vibraciones de estiramiento C-O
Tabla 10. Numero de onda para varias bandas en PPF (b). (Salarian et al., 2014)
Banda (cm-) Asignacion
1713 C=0 extension
1645 C=C extensién
1251 C-O-C extension asimétrica
1148 C-O-C extension simétrica

90



