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RESUMEN

El presente trabajo de titulacion tuvo como objetivo sintetizar hidrogeles poliméricos con inclusiones
de nanoparticulas magnéticas (NPMs), mediante el método de polimerizacion en microemulsion
inversa. El procedimiento se dividio en dos partes; la primera consistid en la sintesis de las NPMs y
la segunda en la estructuracion propia del hidrogel funcionalizado con las NPMs, que a su vez
consistio en la mezcla de dos disoluciones especificas. Se utilizé un disefio factorial consistente en
27 tratamientos con dos repeticiones cada uno, con el que se estudié la influencia de tres factores:
concentracion del polimero, temperatura de fusion y tiempo de homogenizacion sobre el grado de
saturacién de los hidrogeles finales. Se consideraron concentraciones en razén de 0.04, 0.05 y 0.06%
en masa de agarosa, combinados a 50, 60 y 70°C por intervalos de 7, 10 y 15 min para la
homogenizacion. Las muestras fueron caracterizadas por técnicas de espectroscopia IR, microscopia
electronica y refractometria; logrando comprobar la presencia de grupos funcionales, tales como
hidroxilo con un pico en 3311.18 cm-1, el pico en 709 cm-1 correspondiente al enlace Fe-O-Fe de la
hematita y el pico caracteristico de la agarosa en 994.125 cm-1, atribuido al enlace 3,6
anhydrogalactosa; y, ademas, se pudo observar la distribucion homogénea que presentaron las NPMs
en torno al hidrogel. Los resultados méas favorables se obtuvieron al aplicar el nivel medio del
tratamiento (0,05% de agarosa), proporcionando un porcentaje de grados Brix del 69.59% en
promedio. Con todo lo analizado, se puede concluir que el hidrogel sintetizado es quimicamente
estable, con una distribucion homogénea de NPMs en su estructura, mismas que no saturan la muestra,

abriendo la posibilidad de su uso posterior en transporte de sustancias.

PALABRAS CLAVES: <BIOFISICA>, <HIDROGEL POLIMERICO>, <NANOPARTICULA
MAGNETICA (NPMs) >, <NANOTECNOLOGIA> <MICROEMULSION INVERSA>,
<POLIMERIZACION>, <AGAROSA>, <MAGNETITA>.
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SUMARY

The objective of the present research work was to synthesize polymeric hydrogels with magnetic
nanoparticle inclusions (NPMs) by the inverse microemulsion polymerization method. The procedure
was divided into two parts; the first consisted in the synthesis of the NPMs and the second in the
proper structuring of the hydrogel functionalized with the NPMs, which in turn consisted in the
mixture of two specific solutions. A factorial design consisting of 27 treatments with two repetitions
each was used, with which the influence of three factors was studied: concentration of the polymer,
melting temperature and time of homogenization on the degree of saturation of the final hydrogels.
Concentrations were considered based on 0.04, 0.05 and 0.06% by mass of agarose, combined at 50,
60 and 70 ° C for intervals of 7, 10 and 15 min for homogenization. The samples were characterized
by IR spectroscopy techniques. electron microscopy and refractometry; achieving the presence of
functional groups, such as hydroxyl with a peak at 3311.18 cm-1, the peak at 709 cm-1 corresponding
to the Fe-O-Fe bond of the hematite and the characteristic peak of the agarose at 994.125 cm-1.
attributed to the 3,6 anhydrogalactose linkage; and, in addition, the homogeneous distribution of the
NPMs around the hydrogel could be observed. The most favourable results were obtained by applying
the medium level of treatment (0.05% agarose), providing a percentage of Brix degrees of 69,59% on
average. With all the analyzed, it can be concluded that the synthesized hydrogel is chemically stable,
with a homogeneous distribution of NPMs in its structure, which do not saturate the sample, opening

the possibility of its later use in the transport of substances.

KEYWORDS: <BIOPHYSICS>, <POLYMERIC HYDROGEL>, <MAGNETIC
NANOPARTICLE (NPMs)>, <NANOTECHNOLOGY>, <REVERSE MICROEMULSION>,
<POLYMERIZATION>, <AGAROSE>, <MAGNETITE>.
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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, las propiedades de los nanomateriales han incrementado su desarrollo,
captando asi especial atencion en la industria, ciencia y salud. Dentro estas estructuras se encuentran
las nanoparticulas; mismas que pueden ser incluidas en un tipo de material polimérico llamado
hidrogel, que cuenta con gran versatilidad por las caracteristicas de su sintesis, otorgandoles nuevas

aplicaciones.

Por ello, se presenta esta propuesta de trabajo de investigacion, la cual tiene por objetivo sintetizar
hidrogeles poliméricos con inclusiones de nanoparticulas magnéticas, por el método de
microemulsién inversa; con el fin de encontrar las proporciones adecuadas de reactivos y sustancias

gue permitan obtener una cubierta adecuada y estable para las NPMs.

El documento consta de tres capitulos, dispuestos como Marco Tedrico Referencial, Marco
Metodoldgico y Marco de Resultados, respectivamente. En el capitulo I, se presentan los fundamentos
tedricos en los que esta basada la investigacion; con una detallada descripcion de los tdpicos mas

importantes para llevarla a cabo y los conceptos mas relevantes dentro de la misma.

En el capitulo Il, se plantea el marco metodoldgico que permitié desarrollar este trabajo,
puntualizando los procesos de sintesis de las NPMs, del hidrogel polimérico funcionalizado y su
correspondiente caracterizacion por tres distintos métodos, explicados de manera puntual. También

se definen los materiales, equipos y reactivos que intervinieron en el proceso.

Finalmente, en el capitulo 111, se explican los resultados obtenidos y su respectiva discusion una vez
terminado el trabajo. Asi como, el tratamiento que proporciond mejores resultados debido a sus
caracteristicas de concentraciéon y tiempo de sintesis; y los grupos funcionales constituyentes del

hidrogel sintetizado. Se establecen las conclusiones finales y algunas recomendaciones pertinentes.



ANTECEDENTES

El campo de la nanotecnologia inicié su desarrollo con las particulas ultrafinas, a nivel mundial a
finales de los afios ochenta. En la actualidad, Estados Unidos, Alemania y China, destacan frente a
paises en vias de desarrollo que también investigan y comienzan a producirla. Asi mismo, Estados
Unidos incentivo al resto del mundo en el afio 2000 a través de la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia, obteniendo resultados favorables en América Latina, no sélo en grandes paises como
Brasil o Argentina, sino también en paises pequefios como Uruguay, Perd o Chile; y, aunque escasas,

también hay investigaciones en Guatemala, El Salvador y Ecuador (Foladori y Invernizzi 2012).

Las aplicaciones de hidrogeles forman parte de la cotidianidad, sus inicios se remontan a finales de
los afios cincuenta, cuando los cientificos Wichterle y Lim, reportaron la preparacion de un gel de
metacrilato de 2-hidro-xietilo (HEMA), mismo gue fue usado como material para lentes de contacto
blandos; probando su biocompatibilidad en implantes. Asi mismo, se usan como absorbentes para
pafiales y toallas femeninas, para separacion en quimica analitica, para la preparacion de elasticos, y
en particular para la liberacién controlada de farmacos (Hernandez et al. 2003).

Hoy por hoy, el interés por los hidrogeles ha aumentado debido a su importancia en aplicaciones
biomédicas (Foladori y Invernizzi 2012). Algunos de los trabajos mas interesantes, han sido realizados en
Meéxico, donde se detallan la sintesis de hidrogeles nanoestructurados mediante la polimerizacion en
micro-emulsion inversa de un polimero, para obtener hidrogeles con mayor capacidad de
hinchamiento y mejores propiedades mecanicas (Cortés et al. 2011); y el disefio, sintesis y
caracterizacion de hidrogeles nanofuncionalizados con nanoparticulas para su uso en liberacion

controlada de fArmacos (Gonzales 2016).

En la literatura se reporta la sintesis de particulas entrecruzadas de poliacrilamida con diametros de
entre 50 nm, mediante este método usando sulfosuccianato de sodio (AOT) como tensioactivo, agua
como fase dispersa y una fase continua, para obtener hidrogeles nanoestructurados que mostraron

mayor capacidad de absorcion de agua (Puig et al. 2001; Cortés et al. 2011).

Asi también, se reporta un trabajo en el que se usa la polimerizacién en microemulsion inversa de N-
isopropilacrilamida (NIPA), seguida por la adicion de mondmero en forma semi-continua para

aumentar la relacién monémero-tensioactivo, con lo cual se obtuvieron macrogeles nanoestructurados
2



en una sola etapa, los cuales presentaron mayor capacidad de hinchamiento y mejores propiedades

mecanicas (Cortés et al. 2011).

IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

En los ultimos afios el estudio de las nanoparticulas magnéticas (NPMs), ha progresado
considerablemente por su rol en el desarrollo de nanomateriales, y las grandes expectativas que se
tiene para su uso en las ciencias biomédicas y biotecnoldgicas. De igual forma, éstas presentan
diversas ventajas, tales como: bajo costo, tamafio, facilidad de manipulacion por un gradiente de
campo magnético externo y; ademas, su capacidad de modificacion para unificar agentes bioldgicos

(Pacheco et al. 2013).

La investigacion de nanomateriales se aplica en numerosos campos de la ciencia, industria y salud,
todos enmarcados en actividades de investigacion y docencia, dentro de los cuales se puede distinguir
el area biomédica. Estos usos requieren que las particulas empleadas sean estables, pudiendo ser
usadas en recubrimientos y nanocompuestos para mejorar su bioactividad y en la detencion temprana

de enfermedades (Alameda y Carbajo 2012).

En nuestro medio actual, existe una ligera carencia de estudios sobre estos materiales,
especificamente innovaciones que incluyan el recubrimiento por medio de polimeros, y su
modificacion en forma de hidrogeles que permitan usos en liberacion controlada de farmacos,
recubrimientos, agricultura, membranas de hemodidlisis, entre otros (Gutarra, Rueda and Corzo, 2017;

Mijares, 2008).

En Ecuador, los estudios relacionados con el desarrollo de NPMs son limitados, particularmente en
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), donde las investigaciones referentes a su
sintesis y aplicaciones a nivel experimental son escasas. Tomando en cuenta esta necesidad, se busca
un método que permita preparar hidrogeles poliméricos con inserciones magnéticas, que cuenten con

un recubrimiento especial en la superficie, biocompatible, no toxico y estable (Foladori y Invernizzi 2012).



JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los hidrogeles poseen caracteristicas poliméricas particulares: son hidrofilos, blandos, elésticos y en
presencia de agua aumentan considerablemente su volumen (colapso o hinchamiento), conservando
su forma hasta alcanzar el equilibrio fisico-quimico necesario, por lo cual, algunos hidrogeles son

considerados materiales inteligentes (Katime, 2000; Katime, 2004).

Debido a su naturaleza polimérica y a su capacidad de absorber grandes cantidades de agua, se pueden
sintetizar variando ciertos parametros que originen cambios en su estructura acorde a los
requerimientos planteados; haciendo posible la adicidn de ciertos materiales como las NPMs en su
estructura, con el fin de darle nuevas propiedades. Por esto, los hidrogeles funcionalizados son de
especial importancia, ya que ademas ofrecen la posibilidad de tratamientos mas focalizado en el area

médica (Escobar 2002) (Ramirez et al. 2014).

En base a lo mencionado anteriormente, es importante incursionar en la sintesis de un hidrogel que
por las caracteristicas de su envoltura polimérica presente alta estabilidad, gran capacidad
antiadherente, biocompatibilidad y que mantenga sus propiedades al incluir las NPMs. Dentro de este
estudio se analizaran las propiedades fisicoquimicas del hidrogel como composicion, morfologia y
distribucion de las NPMs (Ramirez et al. 2014).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar hidrogeles poliméricos con inclusiones de nanoparticulas magnéticas (NPMs) mediante el

método de microemulsion inversa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisica y quimicamente el hidrogel sintetizado mediante métodos instrumentales.
e Determinar las caracteristicas mas representativas del método de sintesis utilizado.
e Analizar la forma en que las nanoparticulas magnéticas se incorporan en el hidrogel

polimérico.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Hidrogel

Un gel puede describirse como una forma de materia entre sélida y liquida, constituida por una red
tridimensional de polimeros entrecruzados, cuya red se encuentra inmersa en un liquido evitando asi
su colapso, mientras que impide que el liquido pueda fluir libremente. Si este liquido es agua, el

material se denomina hidrogel (Katime 2004; Hernandez et al. 2003).

En funcion de la naturaleza de las uniones de la red tridimensional existen dos tipos de geles. Los
geles fisicos, poseen uniones no permanentes, con fuerzas de interaccion de tipo Van Der Waals que
dan origen a mallas no entrecruzadas, donde las cadenas se enredan entre si para retener moléculas
de liquido. Por otro lado, los geles quimicos que poseen una reticulacion mas resistente, la red esta
formada por enlaces covalentes muy fuertes permitiendo que el soporte molecular se fije por los nodos

covalentes que conforman la red (Gonzales 2016).

Los hidrogeles son estructuras poliméricas de alto contenido liquido, insolubles en agua, blandos y
elasticos. Cuando se encuentran en presencia de un medio acuoso su volumen aumenta, manteniendo
su forma hasta alcanzar un equilibrio fisico-quimico denominado maximo grado de hidratacion;
mientras que en estado deshidratado se presenta como un material sélido-cristalino denominado

xerogel (Figura 1-1). Este cambio de estado es un proceso reversible (Gonzales 2016).

Este tipo de estructuras, pueden absorber muchos fluidos y llegar al estado de equilibrio,
comprendiendo un 60-90% de fluido y solo un 10-30% del polimero (Escobar 2002; Gonzales 2016). La
capacidad de estos materiales para absorber agua es de gran importancia en hidrogeles naturales como

los de los musculos, tendones, o cartilagos (Katime 2004; Ramirez et al. 2014; Campos 2015).



Figura 1-1: Hidrogel a) hidratado, b) xerogel
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

El interés en los hidrogeles se debe a su versatilidad, matriz porosa, alto grado de biocompatibilidad
y propiedades fisicas que los hacen similares a los tejidos vivos (baja tension interfacial, estructura
tridimensional) que le permiten almacenar moléculas pequefias, lo que reduce la irritacién por friccién

de los tejidos con los que entran en contacto debido a su hidratacion (Campos 2015).

Ademas, son materiales muy versatiles que no se disuelven a temperatura y pH fisioldgico (Gonzales
2016). Su utilidad abarca biotecnologia, farmacia, agricultura, y en medicina, pudiendo ser empleados
como sistemas terapéuticos biodegradables, desintoxicantes sanguineos, geles para electroforesis e
implantes. Es por esto que durante los ultimos afios se han revisado métodos para la sintesis de

hidrogeles utilizando biopolimeros como almidon, celulosa y polisacéridos naturales como la agarosa
(Katime 2004; Ormaza, Coello y Basastes 2018; Escobar 2002).

Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que los hidrogeles sintetizados a partir de
polimeros presentan alta biocompatibilidad, pues no se reporta necrosis ni infeccion en el tejido
tratado (Ramirez et al. 2014). En el caso especifico de tratamientos médicos, normalmente se recurre a
una invasion desproporcionada cuando se necesita una accion mas focalizada; particularmente en la
terapia del c&ncer, donde no hay distincion entre células afectando por igual a las células malignas y
normales, lo que puede incluso provocar la muerte de las células sanas; el estudio de hidrogeles
nanofuncionalizados es de especial importancia, pues ofrece la posibilidad de un tratamiento mas
focalizado (Escobar 2002).



1.1.1 Tipos de hidrogeles

Dependiendo de su estructura quimica y los componentes de su sintesis, tenemos:
a) Hidrogeles copolimeros, se sintetizan para mejorar una propiedad especifica en el material
resultante, como el carécter hidréfilo y sensibilidad al pH.

b) Hidrogeles de redes semi-interprenetradas (semi-IPN), se forman mediante la polimerizacion de

un mondémero en presencia de un polimero ya formado.

¢) Hidrogeles de doble red (DN), formados por dos redes IPN que mejoran sus propiedades

mecanicas; son blandos, con baja tension superficial y resistentes al deterioro.

d) Hidrogeles hibridos, son una combinacién de la matriz polimérica con particulas inorganicas
adaptando sus propiedades individuales, presentan una fase orgéanica constituida por las cadenas
de polimeros entrecruzadas y una fase inorgénica con la que pueden interaccionar fisica o

quimicamente (Ramirez et al. 2014).

Los hidrogeles del tipo semi-IPN son usados como una estrategia para mejorar las propiedades
mecéanicas que presenta y afiadir otras de distinta naturaleza a los hidrogeles en general. Como
ejemplo de esto se muestra la figura 2-1, donde se puede observar la diferencia entre un hidrogel

convencional y uno del tipo antes mencionado (Ramirez et al. 2014).

a) b) {

J A

Figura 1-1: Estructura interna de un hidrogel: a) convencional, b) semi-IPN
Fuente: (Ramirez et al. 2014), Materiales polimeros de tipo hidrogeles: revision sobre su caracterizacion

La ventaja que brinda la inclusion de NPs en la sintesis de hidrogeles es que permite potenciar algunas

de sus caracteristicas principales, como dar por hecho la movilidad mecanica al utilizar NPMs y de
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este modo centrar la atencion en mejorar el indice de hinchamiento, o capacidad de absorber agua en
su interior mediante modificaciones o variaciones en factores como la concentracion del polimero, la
densidad, tiempo de entrecruzamiento o temperatura de fusion de los elementos que intervienen en

su sintesis (Escobar 2002).

1.1.2  Sintesis de hidrogeles

Los hidrogeles se pueden obtener mediante polimerizacion y entrecruzamientos simultaneo de uno o
MAas monodmeros, cuyas caracteristicas seran las responsables de las propiedades del hidrogel final y
su aplicacidn. Para la sintesis de los hidrogeles intervienen elementos tipicos en cualquier reaccion
de polimerizacion: monémero, disolvente, surfactante y agente entrecruzante; los que permitiran la

polimerizacién y formacién del mismo (Cortés et al. 2011).

En algunos casos un solo monémero no proporciona buenas propiedades mecanicas y gran capacidad
de absorcién de agua al mismo tiempo, por lo que se puede recurrir a métodos como la
copolimerizacion o inclusién de otros elementos en la estructura, obteniendo hidrogeles hibridos o

nanoestructurados (Escobar 2002; Ramirez et al. 2014; Gonzales 2016).

1.1.2.1 Polimerizacion

Los procesos de polimerizacion se dividen en:

a) Polimerizacion de condensacién o reaccion por etapas, ocurre entre dos moléculas
polifuncionales, se produce una molécula mayor y se puede eliminar una molécula pequefia como
el agua; esta reaccidn continta hasta utilizar casi todos los reactivos. Es necesario establecer un

equilibrio que puede ser manipulado controlando las cantidades de los reactivos y los productos
(Billmeyer y Guerra 1975).

b) Polimerizacion de adicién o reaccion en cadena, como su nombre lo indica, involucra reacciones
en cadena donde el portador de la misma puede ser un ion o un radical libre que reacciona para
abrir el doble enlace de un monémero y complementarlo, dejando un electrén desapareado;
rdpidamente muchos mondmeros se suman a la cadena que crece, dos radicales libres reaccionan
aniquilando reciprocamente su actividad de crecimiento y formando una o mas moléculas de

polimero (Billmeyer y Guerra 1975).



c) Polimerizacion en microemulsion, esta a su vez puede ser directa o inversa. La Ultima también se
conoce como sol-gel o tipo agua-en-aceite de monémeros insolubles en agua, y permite la sintesis

de particulas poliméricas de escala nanométrica (Cortés et al. 2011).

Una microemulsion es una dispersion termodindmicamente estable, isotrdpica y microestructurada
de liquidos estabilizados por una pelicula de moléculas activas e inmiscibles. Su formacion es
espontanea, sin separarse en dos fases en el transcurso del tiempo (Tartaj et al. 2005). De este modo

tenemos dos tipos de microemulsiones (figura 3-1):

a) Microemulsiones directas (O/W), aquellas formadas por agua con estructura globular constituida
por gotas de aceite dispersas en la fase acuosa. Las partes polares del tensioactivo estan orientadas

hacia el exterior de la micela, mientras que las cadenas hidrofobas estan orientadas hacia el interior
(Mufioz, Ochoa y Fernandez 2005).

b) Microemulsiones inversas (W/O): aquellas formadas por agua en aceite, de estructura globular
constituida por gotas de fase acuosa dispersas en aceite. EI ordenamiento de las zonas polares y
no polares es inverso al anterior. Una microemulsion inversa consta de una fase oleosa (fase
continua), una fase acuosa (fase dispersa) constituida por una disolucién acuosa y un sistema

tensioactivo que permite estabilizarla (Mufioz, Ochoa y Ferndndez 2005; Sanz 2016).

b)

A2

M Aceite
c‘ﬁr ?
Agua Agua | Aceite

Figura 3-1: Representacion esquematica de a) microemulsion aceite en agua (O/W),

Aceite

b) microemulsion agua en aceite (W/O)

Fuente:(Mufioz, Ochoa y Fernandez 2005), Formacién de microemulsiones de acrilamida

Es importante tener en cuenta las caracteristicas del mondémero a utilizar para la sintesis de los

hidrogeles, pues de esto dependen las propiedades finales; asi, los mondémeros més utilizados pueden
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ser los monémeros sustituyentes laterales no ionizables (N-vinil-2-pirrolidona, metacrilato de 2-
hidroxietilo), mondémeros con grupos funcionales ionizables (&cidos acrilicos, 4-vinilpiridina,
acrilamida, metacrilamida, agarosa). Los hidrogeles preparados a partir de ellos presentan gran
capacidad de absorcion de agua, pero pobres propiedades mecénicas, y 10s monémeros cuyo grupo
lateral consiste en dos grupos cargados y unidos a la cadena principal, se conocen como zwiteridnicos

(Escobar 2002).

1.1.3 Polimeros

Los polimeros o macromoléculas son compuestos constituidos por la repeticion de pequefias unidades
sencillas; esta repeticion puede ser lineal o con cadenas interconectadas que dan lugar a reticulos
tridimensionales. La unidad que se repite es un mondémero, material del que se forma el polimero.
Las fuerzas entre moléculas son de enlaces secundarios, de atraccién débil comparadas con las fuerzas
de enlace primarias. Su alto peso molecular permite que estas fuerzas incrementen lo suficiente para
darle a las sustancias resistencia, estabilidad dimensional y demas propiedades mecanicas (Billmeyer y

Guerra 1975).

Adicionalmente, poseen propiedades mecéanicas peculiares, pudiendo ser sometidos a fuertes
deformaciones sin romperse, a la vez que son suaves y flexibles. Este comportamiento se debe a la
gran cantidad de interacciones consistentes de varios tipos de enlaces intermoleculares y de arreglos
fisicos entre sus cadenas; cuya magnitud depende de la naturaleza de las fuerzas, la manera en que

son compactadas y la flexibilidad que tenga la cadena polimérica (Armelin 2002).

Las cadenas lineales de los polimeros pueden compactarse en forma desordenada o amorfa y en forma
ordenada o cristalina. A pesar de que estos dos tipos son similares a las de las moléculas pequefias, la
microestructura de los polimeros es mas compleja; por lo tanto, podemos dividirlos en dos clases: los

gue son completamente amorfos en cualquier condicion y los semicristalinos (Armelin 2002).

Los polimeros amorfos existen como cadenas entrecruzadas y enrolladas de manera aleatoria, solo
una parte de las cadenas pueden moverse en cualquier tiempo. Analogamente, en los sistemas
cristalinos el orden existe en los ciertos sitios llamadas cristalitas o laminillas, que estan rodeadas por
una matriz amorfa y no tienen la forma regular de la mayoria de los cristales organicos (Armelin 2002;

Corefio y Méndez 2010).
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Por otro lado, se tienen polimeros biodegradables, considerados asi porque pueden ser usados en
contacto directo con sistemas biolégicos para aplicaciones médicas. Este tipo de polimeros puede
clasificarse en cuatro categorias. Polimeros naturales como proteinas, celulosa, almidén. Polimeros
naturales con modificaciones, en esta categoria se puede encontrar el acetato de celulosa y
polialcanatos. Materiales compuestos, estos acoplan polimeros sintéticos con particulas
biodegradables. Y polimeros sintéticos como los poliésteres, poliuretanos y poliesteramidas (Armelin
2002).

1.1.3.1 Polimeros naturales - Agarosa

Los polimeros naturales se han utilizado desde tiempos remotos, dado que los seres humanos siempre
han dependido de materia vegetal y animal para su sustento y proteccion. Algunos polimeros naturales
como las proteinas son monodispersos, otros como la celulosa o el polietileno son polidispersos y se

constituyen por cadenas de distintos pesos moleculares (Billmeyer y Guerra 1975).

Las propiedades de los polimeros se relacionan con su naturaleza quimica, distribucion, longitudes
de la cadena y cantidad de aditivos; factores que modifican la dureza, resistencia quimica, respuesta
bioldgica, retencion de humedad, entre otras propiedades. Esta categoria engloba a los polimeros de
mayor aplicacion debido a su bajo coste y alta disponibilidad (Seymour y Carraher 1995).

Asi, la agarosa constituye uno de los polimeros organicos mas utilizados en andlisis de
biocompatibilidad, es un polisacarido derivado del agar que puede encontrarse en forma de polvo
blanco que se disuelve en agua cerca de la ebullicion (Dumitriu 2004). Dentro de sus propiedades
podemos destacar su bajo efecto electroendosmético en la difusion de proteinas (Arderiu, Castifieiras y

Queralto 1998).

La agarosa natural contiene grupos metilo sin carga y grupos cargados como piruvato y sulfato;
presenta una estructura lineal compuesta por la unidad repetitiva de agarobiosa; con enlaces
dispuestos alternativamente: 1,3-linked pS-D-galactopiranose and 1,4-linked 3,6-anhydro-a-L-

galactopyranose (Robinson 2010).

Una de sus caracteristicas mas relevantes es la transicion sol-gel al enfriarse; este gel posee un modelo
conformacional de doble hélice y el proceso es térmicamente reversible. En este estado, la agarosa

forma mallas que contienen poros cuyos tamafios dependen de su concentracion, presenta una
12



histéresis importante (diferencia entre temperatura de fusion y gelificacion) y posee poros
pentagonales suficientemente grandes para permitir el acceso de proteinas moleculares. En reposo los
geles son propensos a la sinéresis (extrusion de agua a través de la superficie del gel), pueden tener
alta resistencia a baja concentracion, lo que lo hace adecuado como medio para la electroforesis en

gel («Agarosas: tipos, aplicaciones y concentraciones» 2005; Dumitriu 2004).

Siendo un producto natural y no téxico que puede ser manipulado libremente, presenta una amplia
estabilidad fisica, quimica y térmica; y su menor grado de complejidad quimica también hace que sea
menos probable que interactde con las biomoléculas. Su temperatura de fusion y gelificacion puede
ser modificada mediante alteraciones quimicas para usos especificos, pero en general gelifica
alrededor de los 35°C y su punto de fusion bordea los 65°C («Agarosas: tipos, aplicaciones y concentraciones»

2005).

Ademas, su uso en geles es facilmente modificable, por lo que es sencillo fijar a su estructura
proteinas, antigenos, anticuerpos o enzimas; por estas caracteristicas que se la emplea ampliamente
en el campo de la bioquimica, biologia molecular, ingenieria genética y microbiologia («Agarosas: tipos,

aplicaciones y concentraciones» 2005).

1.1.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia, es definida como una actividad cientifico-tecnoldgica involucrada en el estudio,
sintesis y aplicacion de materiales y sistemas funcionales a través del control de fenémenos y
propiedades de la materia a nano-escala; los cuales poseen caracteristicas totalmente nuevas en
comparacion con los materiales a escala macroscopica. En los Gltimos 20 afios, la nanotecnologia ha
sido un importante complemento de la evolucién cientifica, gracias a estos avances se han podido

resolver enigmas médicos y problemas “micro” con consecuencias “macro” (Ruiz 2014).

Dentro de este campo tenemos a las nanoparticulas, que son particulas sintetizadas en el laboratorio
con dimensiones menores a 100 nm; las propiedades y desempefio dependen de manera directa de su
tamafio; a medida que disminuyen (entre 1 a 10 nm) los efectos de tamafio y superficie son méas
notables. Por ejemplo, se ha determinado el confinamiento de electrones, lo cual tiene interesantes
aplicaciones en NPs metélicas y semiconductoras, como la aparicion de efectos cuanticos que se

pueden observar en sus propiedades magnéticas y electronicas (Gutiérrez 2006).

13



La razon principal para el estudio de materiales a escala nanométrica reside en que es posible
encontrar propiedades fisicas nuevas; existiendo multiples aplicaciones, quizas las méas interesantes
en el campo de la biomedicina. El origen de las propiedades que presentan las NPs estan asociadas
con los cambios en los niveles electronicos y el incremento de los &tomos de superficie; la energia
superficial se vuelve el factor dominante que define la interaccion con otros medios, a la vez que

promueve la aglomeracion de NPs que modifica sus propiedades (Chamé 2013).

1.1.4.1 Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Si bien, existe diferentes tipos de NPs, durante las dos Gltimas décadas se han estudiado las
propiedades magnéticas que presentan un tipo de particulas llamadas nanoiron, término que involucra
a todas las NPs a base de hierro, como las NPs de hierro metalico o valencia cero (Fe°, ZV1), y las

NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPIONS) (Chamé 2013).

Tipicamente, estas Gltimas constan de dos componentes: un nlcleo de éxido de hierro y su
recubrimiento. Por su parte el nicleo de las SPIONS puede estar compuesto por magnetita (FesOa) 0
maghemita (y —Fe203) que es la forma cubica ferrimagnética del 6xido de hierro 111, y difiere de la
estructura de espin inversa de la magnetita. Las NPs superparamagnéticas se caracterizan por tener
mayor susceptibilidad al alinearse por completo con el campo aplicado (Chamé 2013). En la tabla 1-1

se presentan algunas caracteristicas de la NPMs.

Tabla 1-1: Caracteristicas principales de las NPMs

Composicion Propiedades magnéticas Biocompatibilidad

Superparamagnetismo
Fe3Oq Gran susceptibilidad magnética Si

Carece de histéresis

FeAu Comportamiento ferromagnético a temperatura ambiente Si

FePt Amplio rango de propiedades magnéticas Si

Alta anisotropia
FeCo Alta coercitividad No
Magnetizacion de saturacion moderada

Superparamagnetismo )
Fe? o o 3 Si
Magnetizacion con histéresis pequefia

Fuente: Karely Chamé Fernandez, 2013. (Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas)

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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En la actualidad se usan de forma habitual técnicas experimentales para fabricar, manipular y
caracterizar particulas magnéticas, con potenciales aplicaciones en areas como el almacenamiento de
informacién, remediacion ambiental y, principalmente, aplicaciones biomédicas donde tienen
incidencia trascendental en procedimientos como la hipertemia, el transporte y dosificacion de
farmacos entre otras. Asi mismo, se sabe que existen diversos tipos de NPMs como hierro, cobalto,
oro, platino y paladio, siendo las més prometedoras las NPs de 6xido de hierro debido a su estabilidad
guimica y baja toxicidad (Chamé 2013).

Las propiedades de los materiales magnéticos y la forma en que son controladas y utilizadas permite:
la separacion magnética de células marcadas; el transporte de medicamentos terapéuticos o de
radiois6topos; la destruccién de tumores; y ademas su uso como agentes de contraste en resonancia
magnética. Ademas, las NPMs son consideradas inertes permitiendo su uso médico in vivo e in vitro

(Chamé 2013).

El comportamiento magnético de las NPs depende tanto de su composicion quimica, tamafio y
estructura cristalina; por lo cual el proceso de obtencion es muy importante. Se tienen diversos
métodos para preparar NPs, como se muestra en la tabla 2-1. Sin embargo, de manera general se
puede clasificar en: métodos fisicos, consistentes en la subdivision de los materiales en volumen (top
down en inglés); y métodos quimicos, que consisten en el crecimiento de NPs a partir de precursores

moleculares (bottom up) (Chamé 2013).

Los métodos quimicos son los mas utilizados debido a que se basan en la precipitacion de un nicleo
metalico y su consiguiente crecimiento. Este procedimiento se realiza mediante la unién de sales que
contienen un metal especifico. En presencia del liquido adecuado las sales se descomponen y liberan
iones metalicos, los cuales tienden a unirse formando particulas. Las NPs se obtienen si el crecimiento
de las mismas se detiene cuando son pequefias, lo cual se logra incluyendo agentes de recubrimiento

gue se adhieran a los atomos metalicos que evitan la adicion de mas atomos (Chamé 2013).

Para su uso, las NPMs deben estar conformadas por un nucleo de 6xido de hierro, que puede ser
magnetita 0 maghemita, con un recubrimiento biocompatible. La magnetita, o también llamada piedra
iman, forma parte de los minerales de 6xido de hierro, que estd formada por la combinacién de 6xido
ferroso-diférrico (FesO4) y, junto a la maghemita, constituye uno de los materiales magnéticos méas

utilizados. Es un mineral muy denso, fragil, medianamente duro, de color negro parduzco. Las
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propiedades que la caracterizan son paramagnetismo, susceptibilidad magnética y magnetizacion

carente de histéresis (Del Rio 2014; Chamé 2013).

Tabla 1-1: Principales métodos de sintesis de NPs, ventajas y desventajas

Método de sintesis

Ventajas

Desventajas

Molienda mecénica

Refinamiento de la
microestructura de los materiales
de partida hasta el régimen de

nanoescala

Problemas para la obtencion de
NPs menores a 10 nm.
Contaminacion del equipo y el

producto.

Condensacidn de gas inerte

Bajo contenido de impurezas

Contar con una camara de guantes

y utilizar un gas inerte

Sol-Gel Controlar el tamafio de particulas, | Tiempo de fabricacion. Uso de
permite el crecimiento del ndcleo | temperatura
de las NPs y sus aleaciones

Redox Método de sintesis rapido Parte del material se desperdicia al

realizar mas de dos reacciones

Proceso hidrotermal

Crea fases cristalinas que no son

estables en el punto de fusién

Requiere de autoclaves que
generalmente son costosas y no
permite observar el crecimiento

del cristal

Co-precipitacién

Cuenta con métodos que permiten

obtener mayor control

Se puede contaminar el material

facilmente

Poliol

Permite la obtencion de particulas

finas

Conocimiento del punto de

ebullicién de los materiales

Fuente: Karely Chamé Fernandez, 2013. (Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas)

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

La magnetita es considerada como el material mas magnético de todos los minerales naturales
existentes en la Tierra; se emplea profundamente en forma de NPMs para todo tipo de aplicaciones
industriales y bioldgicas, debido a que los 6xidos de hierro, a pesar de su inicial magnetizacién mas
baja, ofrecen un gran potencial para formar NPMs oxidativamente estables con inmensas aplicaciones

en entornos ricos en oxigeno (Del Rio 2014; Garcia, Martinez y Ruiz 2011).
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1.1.5 Técnicas de caracterizacion

1.1.5.1 Generalidades

De manera general, una vez sintetizado el hidrogel y las NPMs, la caracterizacion se puede llevar a
cabo mediante diversas técnicas. En este caso, se utilizaron: espectrofotometria, refractometria y
microscopia. Estas técnicas permiten conocer el tamafio y la dispersion o estructura tanto de las NPs
como del gel polimérico. Cabe recalcar que, aungue no se realizé en este trabajo, se puede caracterizar
las propiedades magnéticas a lo largo del proceso de produccion o durante la experimentacion para
el desarrollo de sus aplicaciones y comprobar su respuesta a los campos magnéticos (Rayo y Guerrero

2014).

La dispersion de luz esta basada en la interaccion de la radiacion electromagnética con particulas de
tipo coloidal o molecular y permite obtener informacion de la estructura de las mismas. Esto resulta
esencial para caracterizar materiales blandos como nanoparticulas, geles 0 macromoléculas naturales

y sintéticas, tanto en estado solido como en disolucion (Rayo y Guerrero 2014).

1.1.5.2 Espectrofotometria infrarroja

La espectrofotometria infrarroja (IR) es un método que mide la absorcion de la radiacion que atraviesa
una delgada capa de sustancia en un rango especifico de longitudes de onda, es decir, es un ensayo
de identificacion capaz de distinguir sustancias con diferencias estructurales; cuyas particularidades
lo convierten en un método analitico no destructivo basado en la interaccion de la materia con la
radiacion. Tenemos tres regiones del infrarrojo: cercano, medio y lejano (por su relacién con el
espectro visible), de las cuales aquella comprendida entre 400 a 4000 cm™ es la mas empleada para

fines de identificacion o fines cualitativos (Ostroumov 2007).

Las muestras a identificar pueden ser liquidas, sélidas o gaseosas y la técnica de este método se realiza
con ayuda de un espectrometro IR. El espectro IR generado puede ser de absorcion, reflexion o
emision y es una caracteristica tnica de cada compuesto quimico orgénico o inorganico. Este se puede
visualizar en un gréfico de la absorbancia de la luz IR en el eje vertical en funcion de la frecuencia o

la longitud de onda en el eje horizontal (MERCOSUR 2010).
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Las absorciones producidas en la region espectral del infrarrojo incluyen energias pequefias,
comparadas con las energias de absorcion relacionadas con la estructura electronica de la molécula
(regidn ultravioleta y visible). Por tanto, las vibraciones y rotaciones de una molécula son las

responsables de las bandas de absorcion- transmision de la misma en el infrarrojo (Ostroumov 2007).

1.1.5.3 Microscopia electrénica de barrido

i

"

2

Figura 4-1: Microscopio electronico de barrido
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

Con la aparicidn, en 1965, de la microscopia electrénica de barrido o SEM por sus siglas en inglés
(Scanning Electron Microscope), se hizo realidad la posibilidad de observar muestras integras y en
tres dimensiones. Desde entonces, ha avanzado hasta constituirse en una técnica imprescindible de
estudio, tanto en material biol6gico como en el campo inorganico (Ipohorski y Bozzano 2009; Vazquez y
Echeverria 2000). La principal caracteristica de este tipo de microscopia es que su fuente de radiacion

esta constituida por un haz de electrones acelerados por un alto potencial (Renau y Faura 2009).

Las imagenes de un microscopio electronico se obtienen mediante la deteccion, procesamiento y

visualizacion de las sefiales que resultan de las interacciones entre un haz de electrones de alta energia

con la materia, las cuales proporcionan informacidn sobre la tipografia, composicién y estructura de

las muestras. A diferencia de una microscopia dptica, el SEM no forma una imagen real del objeto,

sino que construye una imagen virtual a partir de alguna de las sefiales emitidas por la muestra. La
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visualizacion de las imagenes se realizan en la pantalla de una computadora (Ipohorski y Bozzano 2009;

Vazquez y Echeverria 2000).

La microscopia electronica de barrido, ademas de ser usada para el analisis de muestras
convencionalmente preparadas para el estudio de su superficie, también puede ser usada en el campo
bioldgico y el de materiales; pues permite realizar analisis cuantitativos de los componentes de la
muestra (Renau y Faura 2009). Un SEM moderno permite observar muestras con una resolucion de unos
4 nm con magnificaciones de hasta 300000x; asi, se pueden obtener imagenes de todo tipo de
materiales estructurales o biolégicos con un minimo de preparacion previa y observar directamente

todo tipo de superficies (Ipohorski y Bozzano 2009).

Para que esto sea posible, es necesario asegurar que las muestras sean limpias, secas, resistentes al
alto vacio del instrumento y buenas conductoras eléctricas. En caso de tratarse de un material no
conductor, normalmente las muestras se recubren con un delgada capa metélica o desecando aquellas

gue presentan alto contenido de vapor de agua (Ipohorski y Bozzano 2009).

Ademas, el equipo de SEM permite realizar andlisis adicionales como la espectrometria de dispersion
de energia de rayos X (EDX, por sus siglas en inglés). Esta es una técnica analitica que proporciona
informacién sobre la composicion de una muestra, por ejemplo, los elementos que la componen o el
peso de estos. Para ello se basa en la deteccion de radiacion secundaria que se emite cuando los

electrones de alta intensidad inciden en los materiales con los que interacciona.

1.1.5.4 Refractometria

Un refractdmetro, es un instrumento que permite medir la cantidad de luz que dobla o refracta en una
muestra, es decir, mide el indice de refraccion de muestras liquidas o sélidas. Es utilizado tanto en la
industria de alimentos o bebidas como en el campo de la investigacion. En la actualidad existen varios
tipos de refractometros, pero la diferencia mas notable entre estos equipos es la actualizacién de su
software y facilidad de manejo para el usuario; sin embargo, la gran mayoria de ellos permite calcular

el mismo indice de refraccion de las muestras (Berg 2016).

Al calcular el indice de refraccion, se puede identificar una muestra evaluando su pureza y
determinando la concentracion del soluto o materiales disueltos en la misma, esta Ultima caracteristica

da lugar a una escala secundaria de la refractometria conocida como escala Brix, la cual relaciona la
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concentracion de azucar en agua a cierta temperatura con el indice de refraccion de la muestra, esto
facilita la comparacion de diferente concentraciones en la solucidn; por ejemplo, el agua pura sin
solidos suspendidos tendra un valor Brix de cero, mientras que una muestra con sélidos refractara la

luz, produciendo un valor Brix mas alto, mismo que sera medido en porcentajes de 0 a 100% (Berg
2016; Moisture 2015).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

En el presente trabajo se realizaron dos sintesis; la primera en la que se obtuvieron las NPMs y a la
segunda en que se obtuvo el hidrogel con inclusiones de NPMs. Para ello, se utilizaron distintos
materiales y equipos; asi como reactivos, los cuales seran detallados a continuacion.

2.1 Materiales

Tabla 1-2: Materiales

1. Vaso de precipitacién 2. Erlenmeyer (250 ml) 3. Vaso de cristalizacion

(50, 100, 150, 250 ml) (250 ml)

.«

4. Espétula con cuchara 5. Varilla de agitacion 6. Pipeta graduada (1, 10 ml)
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7. Vidrio reloj pequefio

8. Termdémetro de mercurio
(100°C)

9. Pera de succién

10. Caja Petri

12. Frascos de vidrio

! ~—=F

5

13. Soporte universal

14. Pinzas para soporte

universal

15. Porta objetos

<

Realizado por: Mayorga, Yajaira, 2019
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2.2 Equipos

Tabla 2-2: Equipos utilizados

Descripcion de equipos

1. Balanza electrdnica
Marca: OHAUS
Modelo: Explorer EX623
Precision: +0.1 mg
Capacidad: 620g * 0.001g
Software de andlisis: Ingeniously Practical

2. Sorbona
Marca: BIOBASE
Modelo: FH1000(X)
Soplador: Ventilador centrifugo incorporado con velocidad
ajustable
Tablero: Resistente a quimicos solidos
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3. Estufa con circulacion de aire forzada
Marca: MEMMERT
Modelo: FC-L. INV-015
Temperatura maxima: 300°C

Temporizador: Digital, ajustable desde 1 minuto hasta 99
dias. Parametros ajustables: Temperatura, velocidad del
motor de aire circulacion, posicion de la trampilla de
extraccion de aire. Turbina de aire: Regulacion electronica

con incrementos de 10%

£

ESTUFA CON e
CIRCULACION DE AIRE |
FORZADA
FC-L.INV-015

4. Microscopio electrénico de barrido
Marca: JEOL
Modelo: JSM-IT500HR
Software de analisis: Deben Chamberscope
Sensilibidad: Alta, con anlisis de alta resolucion espacial

5. Espectrometro FT-IR
Marca: Jasco
Modelo: FT/IR-4100
Resolucion maxima: 0.9 cm
Software de anélisis: Spectra Manager

Escaneo: 10 exploraciones por segundo
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6. Agitador — Calentador magnético
Marca: Fisher Scientific
Modelo: C1928150310708H
Temperatura: 0 -300°C
Velocidad: 250 - 2500rpm

7. Agitador Sonics Vibracell
Marca: Sonics
Modelo: VC 505
Potencia: 500 Watts
Programacion: Automatica hasta 10 horas
Sonda: 13mm con punta reemplazable

8. Refractometro
Marca: Kyoto Kem Electronics
Modelo: RA — 620
Indice de refraccion: £0.00002 nD
Brix: 0.00 ~ 100.00% (+0.014%)
Dimensiones: 192 mm x 281 mm

El equipo cuenta con un dispositivo anti volatizacion,
prevencion de salpicaduras para la pantalla LCD; y una
medicion segura que no se activard hasta que la tapa de

muestras se haya cerrado.

Realizado por: Mayorga, Yajaira, 2019
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2.3 Reactivos y compuestos

Tabla 3-2: Reactivos y compuestos utilizados en el presente trabajo

1. Cloruro Férrico Hexahidratado
Foérmula: FeCI3*6H20
Masa Molar: 270.19 g/mol
Casa Comercial: PROLABOR

2. Sulfito de Sodio
Formula: Na2SO3
Masa Molar: 126.04 g/mol
Casa Comercial: MERCK

3. Hidroxido de Sodio
Foérmula: Na(OH)
Masa Molar: 39.98 g/mol
Casa Comercial: J.T.BAKER

4. Acido Oleico
Formula: C18H3402
Masa Molar: 283.47 g/mol
Casa Comercial: MERCK

5. Acido Nitrico
Férmula: HNO3
Masa Molar: 63.01g/mol
Casa Comercial: MERCK

6. Acido Clorhidrico
Formula: HCI
Masa Molar: 36.46 g/mol
Casa Comercial: FERM*NT
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7.Agua destilada
Férmula: H20
Masa Molar: 18.02 g/mol
Casa Comercial:

8. Etanol
Formula: C2H60
Masa Molar: 46.07 g/mol
Casa Comercial: PURIQUIM
REAGEN

9. Agarosa
Férmula: CH20OH-CHOH-CHOH-
CHOH-CHOH-CH20H
Grado: Molecular
Masa Molar: 180.08 g/mol
Casa Comercial: BENCHMARK

10. Aceite comestible
Casa Comercial: LA FAVORITA

11. Glicerina
Férmula: C3H803
Masa Molar: 98.09 g/mol
Casa Comercial: WEIR

12. Shampoo
Casa comercial: Vitae
Caracteristica: Sin sal
Usado como agente entrecruzante

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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2.4 Hipdtesis y especificacion de las variables

Las hipotesis planteadas en este trabajo se exponen en la tabla 4-2; las mismas buscan evaluar la
influencia de los factores que intervienen en la sintesis de hidrogeles, en funcion del porcentaje de
grados Brix.

Tabla 4-2: Planteamiento de la hipétesis para el presente trabajo

Factor Forma estadistica Forma verbal

H,: La concentracion del polimero
no influye sobre los grados Brix del

N hidrogel.
Factor A (Concentracion del Hy: Efectode A =0 » )
. Hjy: La concentracion del polimero
polimero) Hy: Efectode A # 0 ) ]
influye sobre los grados Brix del

hidrogel.

H,: La temperatura de fusién no
influye sobre los grados Brix del

Factor B (Temperatura de fusion) hidrogel.
Hy: Efectode B =0

H,: La temperatura de fusion
H,: Efectode B # 0

influye sobre los grados Brix del
hidrogel.

Hy: El tiempo de homogenizacion

) no influye sobre los grados Brix del
Factor C (Tiempo de .
o hidrogel.
homogenizacion). Hy: Efectode C =0

H,: El tiempo de homogenizacion
H,: Efectode C # 0

influye sobre los grados Brix del

hidrogel.

H,: La concentracion del polimero
y temperatura de fusién no tienen
efecto de interaccion sobre los

. L grados Brix del hidrogel.
Efecto de interaccion AB H,: Efecto de AB = 0

H,: La concentracion del polimero
H,: Efectode AB # 0

y temperatura de fusion tienen
efecto de interaccion sobre los

grados Brix del hidrogel.

H,: La concentracion del polimero
) . H,y: Efecto de AC =0 y el tiempo de homogenizacién no
Efecto de interaccion AC ] . y
H,: Efecto de AC # 0 tienen efecto de interaccion sobre

los grados Brix del hidrogel.
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H,: La concentracion del polimero
y el tiempo de homogenizacion
tienen efecto de interaccién sobre

los grados Brix del hidrogel.

Efecto de interaccion BC

H,: Efectode BC =0
H,: Efectode BC # 0

H,: La temperatura de fusion el
tiempo de homogenizacion no tiene
efecto de interaccion sobre los
grados Brix del hidrogel.

H,: La temperatura de fusién el
tiempo de homogenizacion tiene
efecto de interaccion sobre los

grados Brix del hidrogel.

Efecto de interaccion ABC

H,: Efecto de ABC =0
H,: Efecto de ABC # 0

H,: La concentracion del polimero
y temperatura de fusion y el tiempo
de homogenizacidn no tienen efecto
de interaccidn sobre los grados Brix
del hidrogel.

H,: La concentracion del polimero
y temperatura de fusion y el tiempo
de homogenizacidn tienen efecto de
interaccion sobre los grados Brix

del hidrogel.

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

2.5 Tipo y disefio de investigacion

2.5.1 Tipo de investigacion: Experimental

El trabajo aqui expuesto se describe como experimental, consiste en una investigacion cuya
demostracion afirmativa o contraria, se basa en la recoleccion y andlisis de datos obtenidos de la
sintesis de hidrogeles poliméricos, y su respectiva caracterizacion por técnicas de refractometria,

espectroscopia y microscopia.

2.5.2 Disefio de investigacion: Factorial

Un disefio factorial pretende estudiar el efecto que tienen varios factores sobre alguna respuesta; en
otras palabras, su objetivo es determinar una combinacion de niveles de los factores en la que el

desemperfio del proceso sea mejor. Estos factores pueden ser de tipo cualitativo como la clase de
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material, o cuantitativo como la temperatura. Es necesario elegir al menos dos niveles de prueba para
poder estudiar la manera en que los factores influyen sobre la variable respuesta; de este modo, con
el disefio factorial completo se analizan aleatoriamente todas las posibles combinaciones que se

pueden dar con los niveles de los factores a investigar (Gutierrez y De La Vara 2008).

Tabla 5-2: Combinaciones para los tratamientos del disefio experimental

Factores

Concentracion de Temperatura de Tiempo de Tratamientos

agarosa fusion homogenizacion

T1
7 min T2
T3
T4
0,04 % en masa 50 °C 10 min T5
T6
T7
15 min T8
T9
T10
7 min T11
T12
T13
0,05 % en masa 60 °C 10 min T14
T15
T16
15 min T17
T18
T19
7 min T20
T21
T22
0,06 % en masa 70 °C 10 min T23
T24
T25
15 min T26
T27

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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El disefio experimental planteado en este trabajo, se detalla en la tabla 5-2 y contempla un disefio

trifactorial con tres niveles. Se incluyen 3 factores que son: la concentracion del polimero, la

temperatura de fusion y el tiempo de homogenizacidn; que a su vez contemplan niveles alto, medio

y bajo, dando como total 27 tratamientos, con dos replicas cada uno.

El modelo estadistico empleado para este disefio factorial detallado a continuacion, se encuentra

descrito en el libro “Andalisis y disefio de experimentos” (Gutierrez y De La Vara 2008).

Yime=u+ a; + Bj+ve+@Bij + (@i + BY)jx + @BY)iji + €ijra [1]

Coni=123; j=12; k=123; | =12

Donde:

Y- representa los grados Brix del hidrogel i, Concentracion del polimero j, Temperatura
de fusién k, y el Tiempo de homogenizacion .

u: Representa los grados Brix medio global del hidrogel.

a; : Representa el efecto debido al i-ésimo concentracion del polimero.

p;: Representa el efecto del j-esimo de la temperatura de fusion.

yi: Representa el efecto del k-ésima del tiempo de homogenizacion.

(ap);;: Representa el efecto de interaccion entre la concentracion del polimero i y la
temperatura de fusion j.

(ay)x: Representa el efecto de interaccion entre la concentracion del polimero i y el tiempo
de homogenizacién k.

(BY) jk: Representa el efecto de interaccion entre la temperatura de fusion j y el tiempo de
homogenizacion k.

(aBy)ijk- Representa el efecto de interaccion entre la concentracion del polimero j,
temperatura de fusion k, y el tiempo de homogenizacion 1.

&ijk1- Representa al error aleatorio asociado a la observacion Y;j,; y se supone que &, son

independientes e identicamente distribuidos con &;,;~N (0, a?)

Para el diagndstico del método se utilizard un ANOVA SIMPLE, descrita en la tabla 6-2.
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Tabla 6-2: Modelo disefio trifactorial

F.vV S.C GL CM Fexp

Factor A SCA a-1 CMA CMA/CMR
Factor B SCB b-1 CMB CMB/CMR
Factor C SCC c-1 CMC CMC/CMR

A*B SC(AB) (a-1)(b-1) CM(AB) | CM(AB)/ICMRR
A*C SC(AC) (a-1)(c-1) CM(AC) | CM(AC)/CMRR
B*C SC(BC) (b-1)(c-1) CM(BC) | CM(BC)/CMRR
A*B*C SC(ABC) (a-1)(b-1) (c-1) | CM(ABC) | CM(ABC)/CMRR
Residual SCR abc(r-1) CMR

Total SCT abc(r-1) CMT

Fuente: (Gutierrez y De La Vara 2008). (Analisis y disefio de experimentos)

2.6 Métodos

2.6.1 Limpieza de materiales

La adecuada limpieza de los materiales dentro del laboratorio es primordial antes de realizar cualquier
procedimiento, pues asi se garantiza la pureza de la sintesis y por tanto la calidad de los resultados
finales, en este caso la capacidad magnética y pureza de las NPMs y en consecuencia del hidrogel.

Para el proceso de limpieza, los materiales fueron lavados en dos fases, la primera con jabén y agua
corriente; y la segunda con agua regia, que consiste en una mezcla en relacién de 3:1 de 4cido
clorhidrico (HCI) y &cido nitrico (HNOs). Se realiza este procedimiento para eliminar cualquier resto

de metales o compuestos de practicas anteriores adheridos a los materiales.

Para la primera etapa de limpieza se lavaron los materiales con agua y jabon desinfectante
(preferiblemente liquido). Luego fueron secados en la estufa, que se encontraba a 60°C, durante 20
minutos. Como segunda etapa, se limpiaron con agua regia y se enjuagaron con agua destilada para
ser llevados a la estufa por tiempo y temperatura previos. Una vez secos, se espero a que se enfrien

para comenzar la sintesis.

2.6.2 Sintesis y purificacion de nanoparticulas magnéticas (NPMs)

La sintesis de NPMs se llevo a cabo siguiendo la técnica establecida en el trabajo “Sintesis y

caracterizacion de nanoparticulas magnéticas de hierro (magnetita) ” (Vera 2018), donde se expone el
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método de co-precipitacion bajo la modalidad de absorcion superficial. Se prepararon 150 ml de
solucion de hidroxido de sodio (NaOH) con 4.8 g de NaOH, 17.98 ml de agua destilada, 0.899 ml de
acido oleico, 449.6 mg de cloruro férrico hexahidratado (FeClz*6H20) y 224.8 mg de sulfito de sodio
(NaSO:s).

En el matraz erlenmeyer se colocaron las cantidades establecidas de FeCls, NaSOsy agua destilada e
inmediatamente se llevo al agitador-calentador magnético por 10 minutos; hasta obtener una mezcla
homogénea. Cuando la temperatura alcanza los 55°C se adiciona el &cido oleico y; posteriormente, la
solucion de NaOH. Se mantuvo la temperatura y revoluciones durante una hora hasta que los

elementos se combinen para dar lugar a la formacion de las NPMs.

Una vez que termino el proceso de sintesis, inicid la purificacion. Para la purificacion quimica se
utiliz6 agua y etanol en cantidades iguales con el fin de enjuagar la solucion; y para la purificacion
fisica se emplea un iman de neodimio que mantiene las NPMs en el fondo del recipiente. Asi, la
solucion sobrante (en su mayoria agua con desechos quimicos propios del proceso de sintesis) fue

desechada, quedando Unicamente las NPMs sintetizadas.

2.6.3  Sintesis de hidrogeles poliméricos con inclusiones de NPMs

El método empleado en este proceso es una compilacién de técnicas descritas en trabajos como
“Hidrogeles nanoestructurados termosensibles sintetizados mediante polimerizacion en
microemulsion inversa”(Cortés et al. 2011), “Disefio, sintesis y caracterizacion fisicoquimica de un
hidrogel nanofuncionalizado basado en polietilenglicol” (Gonzales 2016) y “Caracterizacion y control
del tamario de microfibras magnéticas de agarosa’(Ormaza 2016); que fueron acopladas a las

necesidades y disposicién de materiales del caso.

Se construy6 un sistema de equipos y materiales, para lo cual se colocé el sonicador vibracell sobre
el agitador-calentador magnético con ayuda de dos soportes universales; posteriormente se situ6 un
vaso de cristalizacion con agua destilada sobre el agitador, logrando que este quede debajo y en el
centro del sonicador (ver figura 1-2). Con ayuda de una pinza se instal6 un vaso de precipitacion
dentro (esto hara el efecto de bafio maria), fue necesario que los vasos de precipitacion involucrados

se mantengan firmes en su posicion.
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Figura 1-2: Sistema de equipos y materiales para sintesis de hidrogeles
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

Previamente, se prepar6 una disolucion de 50 ml de aceite comestible (de la marca girasol) el cual se
adquirié de manera convencional en un supermercado, 10 ml de tensioactivo (glicerina) de la casa

comercial WEIR y 1.5 ml de entrecruzante (shampoo) de la marca Vitae.

Se utiliza glicerina como tensioactivo ya que su valor segln la escala de Griffin es de 3.8 HBL
(Balance hidrofilico-lipofilico), lo que la define como un emulsionante W/O lipofilico (vega y Miranda
2009); y el shampoo como agente entrecruzante debido a que contiene lauril sulfato de sodio en su
composicién, y da paso a la formacion de la estructura reticulada del gel (Mamani 2012; Chacén 2012).

Esta disolucion sera llamada posteriormente, disolucién 1.

Luego se procedid con el pesaje de los reactivos, iniciando con 10 ml de disolucién 1 en un vaso de
precipitacion de 50 ml. En un vaso de 25 ml se pesé 1 g de NPMs, considerando las distintas
concentraciones en masa de agarosa presentadas en la tabla 5-2, esta mezcla se nombré disolucion 2.
Se colocé el vaso de precipitacion que contiene la disolucién 1 dentro del bafio maria (a la temperatura
requerida para cada tratamiento) y se encendio el sonicador con una amplitud de onda de 50. A la vez

se coloco la disolucion 2 sobre la disolucion 1 y se mantuvo la agitacion constante por el tiempo
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requerido. Terminado este tiempo, se retird el vaso de precipitacion del bafio maria y se colocé el gel

obtenido en una caja petri.

2.6.4  Caracterizacion del hidrogel polimérico con inclusiones de NPMs

La caracterizacidn se realizé mediante tres técnicas, detalladas a continuacion:

2.6.4.1 Espectrofotometria de absorcion IR

Se encendio el equipo con 30 minutos de anticipacion para darle tiempo de configurarse, se inicié el
programa SpectraManager y se selecciond Quick-start para dar inicio al andlisis. Se debe limpiar el
area destinada para las muestras previo a su uso (para cada muestra) con alcohol y algodoén. Se realiz6
un Background o primer analisis sin muestras para encerar el equipo y garantizar que no existen
sustancias externas que puedan interferir con la medicidn. Se colocé cada muestra en el interior del

equipo, cuidando que el capuchdn esté en contacto con la mismay se inicio presionando “start”.

Mediante el programa Spectra Analysis se procesd el espectro, y posteriormente se pudieron
visualizar los resultados en la pantalla del computador; en este punto se seleccionaron los picos mas
representativos de la gréfica y estos resultados fueron guardados para su consiguiente andlisis. Una

vez terminado el analisis se limpia y apaga el equipo.

2.6.4.2 Refractometria

Para este analisis se encendi6 el equipo y se esperd aproximadamente 10 minutos para que el software
se estabilice. El primer paso fue calibrar el equipo con agua destilada; una vez listo, se procedié a
colocar una gota de cada muestra en la lente, cuidando que se cubra correctamente. La muestra debe
ser medida inmediatamente luego de su sintesis pues el equipo trabaja mejor con muestras liquidas o

poco viscosas, enseguida se cerro la puerta para muestras y se presiono “start” en la pantalla tactil.

Al cabo de 30-60 segundos, y si la muestra fue suficiente, se visualizaron los resultados en la pantalla.
Se pueden observar tanto el indice de refraccién como el porcentaje de grados Brix de cada muestra.
Es importante tener en cuenta que, al ser un equipo con una lente muy delicada, después de cada

medicidn, requiere limpiarla con un pafio y agua destilada muy cuidadosamente.
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2.6.4.3 Microscopia electrénica de barrido

Las muestras analizadas en este equipo fueron cuidadosamente seleccionadas. Con el anélisis previo
en el espectrometro IR, se eligieron las tres mejores muestras y estas fueron cortadas en delgadas
laminas de gel, que se colocaron sobre una cinta de carbono cuya funcion es incrementar la
conductividad de las mismas para su mejor analisis en el equipo; la cinta a su vez fue posicionada

sobre un porta muestras propio del equipo.

Con la muestra ubicada correctamente en el interior del equipo, se genera el vacio que, por tratarse
de muestras organicas, serd bajo evitando dafiarlas. Se establece el voltaje adecuado (entre 5y 15
kV); y se enfoca la estructura de interés. Se optimizan los pardmetros propios del equipo para mejorar
la adquisicién de la imagen como contraste, brillo. Finalmente, cuando se obtuvo la imagen adecuada,

inici6 el analisis EDX gue mostro el porcentaje de los elementos componentes de la muestra.
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CAPITULO III

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Resultados de la caracterizacién de los hidrogeles poliméricos

3.1.1 Resultados en espectrofotometria IR

Se presenta una comparacion entre los espectros IR de las NMPs y del hidrogel polimérico con
inclusiones de NPMs, los espectros se visualizan en un grafico de transmitancia (a.u) vs himero de
onda (cm), obtenidos en escala de 580 a 4180 cm™; de este modo se puede identificar la composicion

de las muestras.
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Gréfico 1-3: a) Espectro IR de NPMs
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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Gréfico 1-3: b) Espectro IR de hidrogel con NPMs
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

En el grafico 1-3 a, es posible apreciar el espectro correspondiente a la caracterizacion de NPMs,
previo a la sintesis del hidrogel. Mientras que, el grafico 1-3 b muestra el espectro obtenido del
analisis de la muestra del hidrogel polimérico funcionalizado perteneciente al tratamiento T14. Se
puede apreciar una mayor cantidad de picos en el segundo espectro debido a la cantidad de sustancias

quimicas en su composicion, mismas que absorben la luz incidente en la muestra.

Mediante la espectroscopia IR se determinaron los grupos funcionales que se encuentran presentes
en el hidrogel. En el gréafico 2-3 se pueden notar bandas de absorcion caracteristicas para enlaces o
elementos especificos dentro de los hidrogeles sintetizados, mismos que fueron encontrados en la

bibliografia (Shurvell 2006).
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Gréfico 2-3: Espectros IR del hidrogel polimérico funcionalizado con NPMs
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

Dentro de las caracteristicas de los hidrogeles tenemos su caracter hidréfilo, es decir, la capacidad
fisica de las moléculas de interactuar con el agua o disolverse en ella, que se debe a la presencia de
grupos funcionales como hidroxilo (OH), carboxilo (COOH), amida (CONH:), (CONH), (SOzH) lo

cual se puede comprobar con los resultados obtenidos en esta seccion (Escobar 2002; Katime 2004).

El pico de absorcién en 3311.18 cm™ corresponde a enlaces OH del grupo funcional hidroxilo que se
encuentra entre 3400 — 2400 cm™ (Shurvell, 2006), esto representa un detalle importante ya que su

presencia se pudo comprobar en las muestras resultantes de cada tratamiento para obtener el hidrogel.

Los picos en 2924.52, 2853.17 y 2363.34 cm'*, son observados generalmente por las interacciones

covalentes correspondientes a enlaces C-H (Shurvell, 2006). Los picos obtenidos entre 1749.3 y 1456.96

cmt, son atribuidos a las vibraciones relacionadas con el elemento oxigeno (O), es decir, enlaces

C=0y C-0O-C; lo cual es representativo de la agarosa (Xu et al., 2018; Awadhiya, Kumar and Verma, 2016).
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La bibliografia indica que bajo el rango de los 600 cm™ se encuentran picos correspondientes a la
unién de los enlaces Fe-O, por tanto, se puede decir que el pico en 670.142 cm™, se puede atribuir a
la presencia de NPs de 6xidos de hierro. Asi mismo, la presencia de NPMs fue confirmada por los
picos entre 852.382 y 670.142 cm™, lo cual puede deberse a la vibracién producida por el estiramiento
del ndcleo de hematita, correspondiente al enlace Fe-O-Fe, especificamente en 709 cm™ (Li et al. 2010).

Finalmente, uno de los picos mas representativos esta en 994.125 cm?, correspondiente a la presencia
del enlace 3,6 anhydrogalactosa, componente y principal caracteristica de la agarosa (Ormaza, Coello

and Basantes, 2018; Xu et al., 2018).

3.1.2 Resultados en microscopia electronica de barrido

3.1.2.1 Nanoparticulas magnéticas

En las figuras 1-3 y 2-3, se consideran las imagenes mas representativas de las NPMs observadas en
el microscopio electrénico de barrido. A distintas ampliaciones se aprecian cristales de magnetita, su
morfologia y estructura superficial tridimensional, para esto se utilizé alto voltaje (20kV) a 10 y 100

UM respectivamente.

La figura 1-3, permiti¢ evaluar el tamafio de las NPMs, mismo que se encuentra en un rango de entre
10 y 30 nm, cuya media esta alrededor de los 15 nm. Ademas, el analisis EDX hace posible conocer
su composicion quimica, misma que se muestra en la tabla 1-3, donde el porcentaje de hierro (Fe) y

demas elementos confirma que la sintesis utilizada es favorable.
Asi, se tienen NPMs con una morfologia irregular, debido a la aglomeracién tipica que presentan los

nanocompuestos magnéticos; pero con homogeneidad respecto al tamafio y concentracion por

muestra analizada (Vera 2018).
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SED 20.0kV  WD10mm P.C.60 HV x1,100

Figura 1-3: Muestra de NPMs (magnetita) bajo el SEM a x1100 ampliaciones
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

Tabla 1-3: Resultados cuantitativos - EDX de NMPs

Formula Masa % Atomo % K ratio
C 5.31 25.92 0.02009899
0] 14.77 54.13 0.1550617
Na 1.67 4.27 0.0060107
Fe 14.94 15.69 0.1344663
Total 36.69 100.00

Fuente: JEOL EDS System, 2019

41




Height =17mm % 1523¢cps 100pm

SED 20.0kV WD10mm P.C.60 HV x110

Figura 2-3: Muestra de NPMs (magnetita) bajo el SEM a x110 ampliaciones
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

3.1.2.2 Hidrogeles poliméricos

Para el andlisis en el SEM se eligieron, las cuatro mejores muestras de los hidrogeles, en base a los
resultados previamente obtenidos por espectrofotometria IR y refractometria. Esto debido a que no

se tiene mayor acceso al equipo para analizar una mayor cantidad de muestras.

En las figuras 3-3 y 3-4 se muestran las imagenes obtenidas en el SEM del hidrogel polimérico
funcionalizado con las NPMs, la primera con un voltaje de 7 kV y 50 umy la segunda a 15 kV y 100
pm. Estas imagenes corresponden al tratamiento de nivel medio para la sintesis del hidrogel con una
concentracion en masa de 0.05% de agarosa, a 50°C y por 10 min.
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ES 7.0kV p.C.60 20Pa x500
3 A

Figura 3-3: Hidrogel polimérico funcionalizado con NPMs en SEM a 7 kV
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

mm

BES 15.0kVv. WD10mm P.C.60 20Pa x230

Figura 4-3: Hidrogel polimérico funcionalizado con NPMs en SEM a 15 kV
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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Se puede decir que existe una distribucion homogeénea de las NPMs dentro del hidrogel polimérico,
lo cual se atribuye a la interaccione de las mismas con el polimero (agarosa); resultados similares a

los encontrados en la literatura (Ormaza, Coello and Basantes, 2018).

BES 15.0kV WD11mmP.C.64 20Pa x30 500um ‘—
SED ESPOCH MECANICA i 0000

Figura 5-3: Poros en el hidrogel en SEM
Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

En la figura 5-3 se puede evaluar los poros presentes en el hidrogel, visualizados x30 ampliaciones,
el tamarfio promedio se encuentra en 53,14 um. Después de una larga revision bibliogréafica se puede
decir que este tamafio representa un resultado favorable, si se toma en cuenta que el tamafio promedio

de las NPMs se halla alrededor de los 15 nm.

Ademés, mediante el analisis EDX, se pudo comprobar la presencia de elementos que corroboran la
naturaleza quimica del hidrogel expresada en su espectro IR; asi tenemos hierro (Fe), carbono (C) y
oxigeno (O) como los principales. Los detalles de este analisis se aprecian en la figura 6-3; donde,
ademas, se puede observar el voltaje al que fue adquirida la imagen y concentracién de los elementos
que componen la muestra.
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Figura 6-3: Informe de espectro EDX / SEM de hidrogel
Fuente: JEOL EDS System, 2019
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3.2 Analisis estadistico

3.2.1 Resultados en refractometria

Tabla 2-3: Resultados experimentales de la medicion de grados Brix para cada tratamiento

del hidrogel
Nivel de tratamiento Tratamiento Grados Brix (%)

T1 65,48 63,85

T2 69,44 73,92

T3 62,50 61,16

T4 69,85 73,50

Bajo T5 65,73 65,88
T6 62,62 65,33

T7 72,84 72,84

T8 71,66 73,28

T9 73,49 73,13

T10 63,34 63,31

T11 64,71 63,07

T12 71,98 68,42

T13 69,30 70,24

Medio T14 70,41 73,46
T15 70,26 73,75

T16 63,62 69,34

T17 71,96 72,07

T18 73,20 72,49

T19 68,63 68,59

T20 73,46 73,46

T21 73,71 72,19

T22 73,48 71,89

Alto T23 74,11 71,54
T24 70,51 72,52

T25 70,19 68,36

T26 68,51 71,44

T27 74,00 73,68

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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Los resultados que se muestran en esta seccion fueron obtenidos mediante la caracterizacion de los
hidrogeles poliméricos por la técnica de refractometria, misma que arroja resultados cuantitativos y
permite llevar a cabo el analisis estadistico detallado a continuacion.

Se buscé determinar la influencia de la variacion de la concentracion de agarosa, temperatura de
fusion y tiempo de homogenizacion en la sintesis del hidrogel. De este modo el tamafio muestral es
de 54 datos, repartidos en 27 tratamientos, generados por tres factores variantes y dos repeticiones
cada uno. La unidad experimental es la concentracion de NPMs dentro del hidrogel, determinada por
el porcentaje de grados Brix del hidrogel.

3.2.2 Supuestos

Los resultados expuestos en esta seccion se realizaron utilizando el paquete de hojas de calculo de

Excel, version 2013.

3.2.2.1 Supuestos del modelo de ANOVA.

Tabla 3-3: Valores predichos y residuos para los porcentajes de grados Brix del hidrogel.

Valor Valor
observado oredicho Error Error ordenado i o=(i-0,5)/36 Za

65,48 65,85 -0,37 -7,26 1 0,02 -2,11
63,85 65,85 -2,00 -6,38 2 0,04 -1,80
69,44 66,38 3,06 -6,11 3 0,05 -1,60
73,92 66,38 7,54 -4,88 4 0,07 -1,45
62,50 67,27 4,77 -4.77 5 0,09 -1,33
61,16 67,27 -6,11 -4,46 6 0,11 -1,23
69,85 67,58 2,27 -4,11 7 0,13 -1,13
73,50 67,58 5,92 -4,08 8 0,15 -1,05
65,73 68,11 -2,38 -4,08 9 0,17 -0,97
65,88 68,11 -2,23 -3,67 10 0,18 -0,90
62,62 69,00 -6,38 -3,24 11 0,20 -0,83
65,33 69,00 -3,67 -2,38 12 0,22 -0,77
72,84 69,31 3,53 -2,25 13 0,24 -0,71
70,18 69,31 0,87 -2,23 14 0,26 -0,65
71,66 69,84 1,82 -2,00 15 0,28 -0,59
73,28 69,84 3,44 -1,62 16 0,30 -0,54
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73,49 70,72 2,77 -1,54 17 0,31 -0,48
73,13 70,72 2,41 -1,53 18 0,33 -0,43
63,34 67,42 -4,08 -0,42 19 0,35 -0,38
63,31 67,42 -4,11 -0,40 20 0,37 -0,33
64,71 67,95 -3,24 -0,37 21 0,39 -0,28
63,07 67,95 -4,88 -0,36 22 0,41 -0,24
71,98 68,84 3,14 -0,30 23 0,43 -0,19
68,42 68,84 -0,42 -0,18 24 0,44 -0,14
69,3 69,15 0,15 0,14 25 0,46 -0,10
70,24 69,15 1,09 0,15 26 0,48 -0,05
70,41 69,68 0,73 0,20 27 0,50 0,00
73,46 69,68 3,78 0,29 28 0,52 0,04
70,26 70,56 -0,30 0,39 29 0,54 0,09
73,75 70,56 3,19 0,55 30 0,55 0,14
63,62 70,88 -7,26 0,66 31 0,57 0,18
69,34 70,88 -1,54 0,73 32 0,59 0,23
71,96 71,41 0,55 0,87 33 0,61 0,28
72,07 71,41 0,66 0,91 34 0,63 0,33
73,20 72,29 0,91 1,09 35 0,65 0,38
72,49 72,29 0,20 1,17 36 0,67 0,43
68,63 68,99 -0,36 1,79 37 0,68 0,48
68,59 68,99 -0,40 1,82 38 0,70 0,53
73,46 69,52 3,94 2,27 39 0,72 0,59
73,46 69,52 3,94 2,41 40 0,74 0,64
73,71 70,40 3,31 2,76 41 0,76 0,70
72,19 70,40 1,79 2,77 42 0,78 0,76
73,48 70,72 2,76 2,86 43 0,80 0,83
71,89 70,72 1,17 3,06 44 0,81 0,89
74,11 71,25 2,86 3,14 45 0,83 0,96
71,54 71,25 0,29 3,19 46 0,85 1,04
70,51 72,13 -1,62 3,31 47 0,87 1,12
72,52 72,13 0,39 3,44 48 0,89 1,22
70,19 72,44 -2,25 3,53 49 091 1,32
68,36 72,44 -4,08 3,78 50 0,93 1,44
68,51 72,97 -4,46 3,94 51 0,94 1,59
71,44 72,97 -1,53 3,94 52 0,96 1,77
74,00 73,86 0,14 5,92 53 0,98 2,07
73,68 73,86 -0,18 7,54 54 1,00 3,11

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019
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Con base en los datos expresados en la tabla 3-3 se realizaron las gréaficas de normalidad, varianza

constante e independencia, para corroborar cada uno de los supuestos.

3.2.2.2 Supuesto de normalidad.

Gréfico de probabilidad normal
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Gréfico 3-3: Prueba de normalidad
Realizado por: Yajaira Mayorga 2019

En el grafico 3-3 se puede observar que los residuos presentan una tendencia creciente, donde
solamente uno de ellos se encuentra hacia un extremo (7.54). Al trazar una linea recta se puede

evidenciar que la mayor parte de estos valores estan sobre la linea o cercanos a la misma.
Esto quiere decir que, los puntos estan alineados de manera aceptable sobre una linea recta; lo que

indica que los residuos provienen de una distribucion normal y, por tanto, sugiere que el supuesto de

normalidad en los errores se cumple.
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3.2.2.3 Supuesto de varianza constante.

Gréfico de varianza constante
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Grafico 4-3: Prueba de varianza constante
Realizado por: Yajaira Mayorga 2019

Para la verificacion del supuesto de varianza constante se graficaron los valores predichos y los
residuales. De acuerdo al gréafico 4-3, se puede observar que los puntos parecen estar dispersos de
forma aleatoria; ademas, no siguen ningln patrén a lo largo de una banda horizontal alrededor de
cero. Esto sugiere que el supuesto de varianza constante en los errores se cumple, es decir que no

existe una variabilidad significativa entre los residuos o se encuentran proximos a cero.

3.2.2.4 Supuesto de independencia.

Grafico de independencia
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Gréfico 5-3: Grafica de independencia
Realizado por: Yajaira Mayorga 2019
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Para comprobar el supuesto de independencia fue necesario graficar los errores residuales y el orden
de corrida. Al observar el grafico 5-3 es claro que los puntos se encuentran dispersos aleatoriamente,
lo que sugiere el cumplimiento de la hip6tesis de independencia; es decir que los residuos no se
encuentran relacionados.

Tabla 4-3: ANOVA del disefio trifactorial

F.V S.C GL CM F Valor p
Factor A 99,32 2 49,66 17,47 0,000013568984
Factor B 112,91 2 56,46 19,86 0,000004970158
Factor C 34,81 2 17,41 6,12 0,006418324604

A*B 134,90 4 33,73 11,86 0,000010860070

A*C 110,61 4 27,65 9,73 0,000052581021

B*C 87,80 4 21,95 7,72 0,000277405295
A*B*C 104,88 8 13,11 4,61 0,001237116505
Residual 76,76 27 2,84

Total 761,99 53 14,38

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

En la tabla 4-3, se presentan los resultados del ANOVA utilizada para el disefio trifactorial, en base

a los valores obtenidos luego de la caracterizacién de las 54 muestras, expresados en la tabla 2-3.

Al 95% de confianza se rechaza la hipétesis nula y de manera general se determina que todos los
factores principales como sus interacciones son significativas; debido a que al valor p que presenta
cada uno es menor al nivel de significancia 0.05. En otras palabras, dependiendo del nivel en donde

se encuentre cada uno de los factores, influyen en el porcentaje de grados Brix del hidrogel.

Dado que para las hip6tesis correspondientes al factor A, B y C expresadas en la tabla 4-2, el valor
de p es casi nulo se rechaza H, y se determiné que tanto la concentracion del polimero, la temperatura
de fusion y el tiempo de homogenizacion influyen significativamente en el porcentaje final de grados
Brix del hidrogel.

Respecto a las hipotesis del efecto de interaccion AB, AC y BC, en vista de que el valor p es casi
nulo con un nivel de significancia del 5% se rechaza H,, y se determind que la interaccion de estos

factores, influyen sobre el porcentaje de grados Brix del hidrogel.
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Asi mismo; para la hipotesis del factor ABC, debido a que p también present6 un valor casi nulo con
un nivel de significancia del 5% se rechaza H,, y como resultado se muestra que las interacciones
entre concentracion del polimero, temperatura de fusion y el tiempo de homogenizacion tienen efecto

sobre el porcentaje de los grados Brix del hidrogel.

3.2.3 Resultados del modelo estadistico para elegir el mejor tratamiento

Para identificar el tratamiento que permita obtener los mejores resultados en la sintesis del hidrogel,

se usé el modelo de regresion asociado al modelo de efectos fijos.

Tabla 5-3: Modelo de regresion asociado al modelo de efectos fijos

A (Concentracion del | B (Temperatura de C (Tiempo de Grados Brix del
polimero) fusién) homogenizacion) hidrogel )%
Xy X, X3 Y
-1 -1 -1 65,48 -107,40
0 -1 -1 63,34 49,35
1 -1 -1 68,63 206,10
-1 0 -1 69,85 -107,22
0 0 -1 69,30 49,53
1 0 -1 73,48 206,28
-1 1 -1 72,84 -107,05
0 1 -1 63,62 49,70
1 1 -1 70,19 206,45
-1 -1 0 69,44 -107,22
0 -1 0 64,71 49,53
1 -1 0 73,46 206,28
-1 0 0 65,73 -107,05
0 0 0 70,41 49,70
1 0 0 74,11 206,45
-1 1 0 71,66 -106,87
0 1 0 71,96 49,88
1 1 0 68,51 206,63
-1 -1 1 62,50 -107,04
0 -1 1 71,98 49,71
1 -1 1 73,71 206,46
-1 0 1 62,62 -106,87
0 0 1 70,26 49,88

a1l
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1 0 1 70,51 206,63
-1 1 1 73,49 -106,70
0 1 1 73,20 50,05
1 1 1 74,00 206,80
-1 -1 -1 65,48 -107,40
0 -1 -1 63,34 49,35
1 -1 -1 68,63 206,10
-1 0 -1 69,85 -107,22
0 0 -1 69,30 49,53
1 0 -1 73,48 206,28
-1 1 -1 72,84 -107,05
0 1 -1 63,62 49,70
1 1 -1 70,19 206,45
-1 -1 0 69,44 -107,22
0 -1 0 64,71 49,53
1 -1 0 73,46 206,28
-1 0 0 65,73 -107,05
0 0 0 70,41 49,70
1 0 0 7411 206,45
-1 1 0 71,66 -106,87
0 1 0 71,96 49,88
1 1 0 68,51 206,63
-1 -1 1 62,50 -107,04
0 -1 1 71,98 49,71
1 -1 1 73,71 206,46
-1 0 1 62,62 -106,87
0 0 1 70,26 49,88
1 0 1 70,51 206,63
-1 1 1 73,49 -106,70
0 1 1 73,20 50,05
1 1 1 74,00 206,80

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

Dado que, se pretende analizar la distribucion de las NPMs dentro del hidrogel, se utiliz6 el porcentaje
de grados Brix como indicador de saturacion del mismo; buscando, de este modo, obtener el menor
porcentaje para mantener un equilibrio. En la tabla 5-3 se muestran los valores para cada nivel de

tratamiento.
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Los niveles se encuentran codificados de manera que -1 representa al nivel bajo. 0 al nivel medioy 1
al nivel alto; de este modo se puede observar que para concentraciones medias se obtienen los valores
mas bajos en porcentajes de grados Brix tanto para los valores observados, como los valores
predichos.

Tabla 6-3: Identificacion del mejor tratamiento para la sintesis de hidrogeles poliméricos

Tratamientos para el nivel medio
Factor A(Concentracion del B (temperatura de fusion) C (tiempo de
polimero) homogenizacion)
Nivel codificado 0 -1 -1
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 50°C 7 min
Nivel codificado 0 0 -1
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 60 °C 7 min
Nivel codificado 0 1 -1
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 70°C 7 min
Nivel codificado 0 -1 0
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 50°C 10 min
Nivel codificado 0 0 0
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 60 °C 10 min
Nivel codificado 0 1 0
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 70°C 10 min
Nivel codificado 0 -1 1
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 50°C 15 min
Nivel codificado 0 0 1
Tratamiento ganador 0,05 % en masa 60 °C 10 min

Realizado por: Mayorga Yajaira, 2019

De la tabla 5-3 se extraer la tabla 6-3, donde se expresan los niveles codificados y originales para los
tratamientos con el nivel medio de concentracion del polimero, mismos que permiten obtener un
porcentaje de grados Brix homogéneos dentro del hidrogel. Asi tenemos, concentracion del polimero
de 0.05% en masa, temperatura de fusion en 50°C, 60°C o 70°C y tiempo de homogenizacion en 7,
10 o 15 minutos. En otras palabras, los resultados al usar la concentracion del nivel medio son

favorables para todas sus interacciones.
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CONCLUSIONES

¢ Mediante la polimerizacion en microemulsion inversa, se pudo sintetizar un hidrogel polimérico,
constatando que este método permite obtener una emulsion mas estable, que mantiene las NPMs
en su interior, aunque requiere el uso de una gran cantidad de tensioactivo. En consecuencia, se

considera al hidrogel quimicamente reticulado.

o Al variar la temperatura y tiempo de homogenizacion en la sintesis de las muestras; se dio paso al
crosslinking, creando enlaces quimicos (covalentes) o fisicos (puentes de hidrogeno y fuerzas de
Van der Waals) en las cadenas de la red polimérica, lo que le dio la estabilidad caracteristica del
hidrogel.

e Las técnicas instrumentales usadas para la caracterizacion del hidrogel fueron espectroscopia IR,
microscopia electronica de barrido y refractometria. La primera permitié realizar un analisis
guimico de la muestra, determinando su caracter hidrofilo; ademas de la presencia de enlaces que
identifican elementos importantes como la agarosa y 6xidos de hierro. La técnica de microscopia
electrénica de barrido por su parte, nos permitié observar una distribucion homogénea de la NPMs
dentro del hidrogel, lo cual se corroboré con el analisis por refractometria que arrojé valores con
media de 69.59% de grados Brix, determinando que la cantidad de NPMs es elevada, sin embargo,

no satura la muestra, abriendo la posibilidad de su uso posterior en transporte de sustancias.

e La preparacion de los hidrogeles se llevd a cabo en sencillos pasos, donde el polimero fue
incorporado, creando una delgada capa sobre las NPMs y encapsulandolas en su interior. Si se
incrementa el contenido del polimero, este aumenta la cantidad de grupos afines a las moléculas
de agua, lo que favorece la interaccién del hidrogel con las soluciones acuosas y las NPMs. Esto
nos permite evidenciar, mediante el SEM, una distribucién casi completamente homogénea de las
NPMs en el gel.

e Los resultados presentados en la tabla 5-3, permiten concluir que el mejor tratamiento para la
sintesis de hidrogeles se obtiene al utilizar una concentracion de agarosa al 0.05%, sin que factores

como el tiempo y la temperatura influyan de manera significativa en el mismo.
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RECOMENDACIONES

e Extender la presente investigacion orientando las propiedades del hidrogel funcionalizado al area
biomédica, como un potencial agente para producir hipertermia dentro de células especificas una

vez que se alcance la biocompatibilidad del mismo.

¢ No almacenar la disolucion 1 por un tiempo mayor a 24 horas; ya que pierde las propiedades como
agente entrecruzante, lo cual impide la sintesis del hidrogel y, en lo posible, utilizar un agitador
eléctrico para la homogenizacion de las disoluciones que dan lugar al hidrogel polimérico
funcionalizado con NPMs.

e Se recomienda limpiar el lente del espectrofotdmetro IR utilizando acetona en lugar de alcohol,

luego de que haya estado en contacto con NPMs, puesto que el Fe presente en las mismas es bastante

alto y puede alterar los resultados de analisis consecutivos.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacion de materiales

Materiales

Almacenamiento y apariencia de la disolucién 2



Anexo B. Caracterizacion

Espectroscopia IR

Colocacion de muestra en el SEM



Anexo C. Obtencion de NPMs

a) Proceso de sintesis de las NPMs
b) Resultado obtenido luego de la sintesis

c) Proceso de purificacion de las NPMs (izquierda purificadas, derecha: sin purificar)



Anexo D. Sintesis del hidrogel

Mezcla de disoluciones 1y 2



Anexo E. Hidrogel obtenido

Hidrogeles obtenidos para el tratamiento 12



Anexo F. Muestras obtenidas aplicando el disefio experimental

Medicion de las muestras en el refractdmetro



Anexo G. Preparacion de muestras para el SEM

a) Cinta de carbono utilizada para analisis en SEM
b) Placa porta-muestras metélica del SEM

¢) Muestras de hidrogeles analizadas en SEM



