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Resumen

Los biomateriales son sustancias que no producen reacciones adversas en el organismo,
y son usados para diferentes aplicaciones en el campo de la biomedicina. El presente
trabajo tiene como objetivo sintetizar y caracterizar sistemas formados por quitosano,
ZnO e hidroxiapatita en arquitecturas 3D, 2D y 0D, y determinar cémo afecta la es-
tructura en las propiedades opticas y eléctricas de estos sistemas. La particularidad
de estos compuestos es que son considerados como biomateriales. Se realizé una carac-
terizacion estructural y microestructual mediante diferentes técnicas para determinar
la morfologia, composicién, tamano de particulas y fase cristalina de las muestras.
La caracterizacion optica se realizé mediante espectroscopia de fotoluminiscencia y se
encontrd una mejora importante en la intensidad de emisiéon de los sistemas bidimen-
sionales que contienen una mezcla de ZnO /hidroxiapatita en su estructura, mientras
que en los sistemas 3D y 0D estas propiedades no fueron tan relevantes debido a la
estructura porosa de los andamios y una capa externa de carbén que se formé duran-
te la sintesis de las nanoparticulas. Sin embargo, las propiedades de luminiscencia de
las membranas podrian tener potenciales aplicaciones en el campo de la foténica y
biofoténica. Las propiedades eléctricas fueron caracterizadas mediante la técnica de
espectroscopia de impedancia compleja. Se encontré que estas propiedades dependen
en gran medida de la arquitectura de los sistemas, y los valores medidos estan dentro
del rango de los reportados en la literatura, para ciertas muestras. Estos sistemas

podrian tener aplicaciones en la fabricaciéon de biosensores.
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Abstract

Biomaterials are substances that do not produce adverse reactions in the organism,
and these are used for different applications in the field of biomedicine. The objective
of this work is to synthesize and characterize systems formed by chitosan, ZnO and
hydroxyapatite in 3D, 2D and 0D architectures, and to determine how the struc-
ture affects the optical and electrical properties of these systems. The particularity
of these compounds is that they are considered as biomaterials. A structural and
microstructural characterization was carried out using different techniques to deter-
mine the morphology, composition, particle size and crystalline phase of the samples.
Optical characterization was performed by photoluminescence spectroscopy and a
significant improvement was found in the emission intensity of two-dimensional sys-
tems containing a mixture of ZnO / hydroxyapatite in its structure, whereas in 3D
and 0D systems these properties were not as relevant due to the porous structure of
the scaffolds and an outer layer of carbon that was formed during the synthesis of
the nanoparticles. Nevertheless, the luminescence properties of the membranes could
have potential applications in the field of photonics and biophotonics. The electri-
cal properties were characterized by complex impedance spectroscopy technique. It
was found that these properties depend to a great extent on the architecture of the
systems, and the measured values are within the range of those reported in the litera-
ture, for certain samples. These systems could have applications in the manufacture

of biosensors.
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Capitulo 1

Introduccion

Se define como biomateriales a las sustancias naturales o sintéticas que puedan
usarse para reemplazar un organo o tejido del cuerpo humano, o como dispositivos
médicos, sin provocar reacciones adversas en el organismo [1]. En busqueda de
nuevos materiales para diferentes areas de aplicaciones biomédicas, se ha conside-
rado preparar nanocompuestos basados en ZnO e hidroxiapatita, en sistemas de
diferentes dimensiones: andamios tridimensionales porosos (3D), membranas (2D) y
nanoparticulas (0D), formados a partir de matrices de quitosano, aprovechando las
propiedades de ambos materiales con el fin de obtener un efecto sinérgico entre ellos

y estudiar el efecto de la dimension en las propiedades.

El quitosano es un polisacarido extraido del exoesqueleto de crustaceos e insec-
tos, cuya alta biocompatibilidad y propiedades antibacteriales lo hacen ideal para

aplicaciones en biomedicina [2].

El ZnO es un compuesto semiconductor ampliamente estudiado en diversos campos
de la ciencia y la tecnologia, debido a sus prometedoras propiedades para aplica-

ciones en foténica y electrénica. Por su brecha de energia (3.37 eV) es atractivo



para dispositivos que emiten luz y para sensores. Y, al ser biocompatible y tener
propiedades antibacteriales, el ZnO es especialmente interesante para su aplicacion

en biosensores [3,4] y, en general, en aplicaciones biomédicas.

La hidroxiapatita (HAp) es un fosfato de calcio que se encuentra presente en
los tejidos duros del cuerpo humano, como huesos y dientes, siendo el compuesto
inorganico encargado de darles su rigidez caracteristica. Se lo considera un material
bioactivo, puesto que ayuda a la regeneracién 6sea cuando es usado junto a otros
materiales en la fabricacién de implantes [5]. Ademds, se ha comprobado que posee
caracteristicas de luminiscencia, que lo hacen un material atractivo para dispositivos

de bioimagen [6].

Actualmente, existen estudios de compuestos ZnO-hidroxiapatita sintetizados como
estructuras compactas para aplicaciones enfocadas en protesis y cementos, en donde
se caracterizan sus propiedades estructurales, mecédnicas y bioactivas [7-10]. Hay
muy pocos estudios de peliculas de quitosano con ZnO para aplicaciones enfocadas
en biosensores [11]. Y en cuanto a las propiedades de luminiscencia, se han realizado
algunos trabajos con los materiales por separado, tanto para el ZnO [4,12-14] como
para la hidroxiapatita [15-18]. Pero no existen estudios profundos de compuestos
ZnO-hidroxiapatita en los que se caractericen sus propiedades eléctricas, de luminis-
cencia, asi como los efectos de la arquitectura (3D, 2D y 0D) en las propiedades de

los sistemas.

En este trabajo se han sintetizado compuestos de quitosano-ZnO-hidroxiapatita
en sistemas con arquitecturas 3D, 2D y 0D. Se estudiaron las propiedades eléctricas
y de luminiscencia para su posible utilizacién como dispositivos de bioimagen y en

proétesis bioactivas.



El trabajo consta de 5 capitulos organizados de la siguiente manera: en primer
lugar se realiza una breve introduccién en donde se hace el planteamiento del
problema, la motivacion de su estudio y se detallan los objetivos; en el Capitulo
2 se describen las propiedades y caracteristicas de los compuestos que se usaron y
los principios de funcionamiento de las técnicas de caracterizacion; en el Capitulo
3 se detalla la metodologia usada para la sintesis de las estructuras y los equipos
y preparacion de las muestras para su caracterizaciéon; en el Capitulo 4 se discuten
los resultados obtenidos de la caracterizacion estructural, microestructural, optica y
eléctrica de los sistemas y se hace un analisis de la influencia de la arquitectura en
sus propiedades; finalmente, en el Capitulo 5 se escriben las conclusiones y recomen-
daciones para trabajos futuros. Adicionalmente se incluye la bibliografia utilizada en
el desarrollo del trabajo, y un capitulo de Anexos en donde se detallan las curvas de

ajuste usadas para el analisis de las propiedades opticas.

1.1. Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanocompuestos hibridos basados en quitosano, ZnO e
hidroxiapatita en sistemas con arquitecturas 3D, 2D y 0D, y determinar la relacién

entre la estructura y sus propiedades.

1.2. Objetivos Especificos

» Disenar estructuras tridimensionales (3D) y bidimensionales (2D) de quito-

sano/Zn0O y quitosano/Zn0O/hidroxiapatita.
= Sintetizar nanoestructuras 0D tipo core-shell de ZnO e hidroxiapatita.

» Caracterizar estructural y microestructuralmente los sistemas formados.

3



» Determinar las propiedades eléctricas y épticas (luminiscencia) de los sistemas

formados.

= Analizar los efectos de la arquitectura de los sistemas en sus propiedades.



Capitulo 2

Marco Teorico

2.1. Biomateriales: caracteristicas y aplicaciones

Dentro de los diversos tipos de materiales, aquellos que al interaccionar con el
cuerpo humano no provocan reacciones adversas en el organismo se conocen como
biomateriales. Mas especificamente, para que un material sea considerado como bio-
material debe cumplir con ciertas caracteristicas como: ser biocompatible (no inducir
procesos inflamatorios, téxicos o alérgicos), bioactivo, bioinerte y biofuncional. Los
biomateriales pueden ser de origen natural, provenientes de plantas y animales, o

pueden ser sintetizados en un laboratorio [19].

Un material se considera bioactivo, cuando ademas de ser biocompatible, pro-
mueve un enlace quimico en la interfase entre el material inerte y el material
biolégico con el que interacciona. Son materiales que favorecen la regeneracién
celular. Entre los principales tenemos a la hidroxiapatita, junto con otros fosfatos de
calcio como el fosfato tricdlcico (TCP), fosfato octacélcico (OCP), fosfato de calcio

amorfo (ACP) [19].



Cuando no existe una reacciéon quimica entre el material biocompatible y el te-
jido vivo, se dice que el material es bioinerte. Entre los mas conocidos estan la
alimina, zirconio, titanio, aleaciones de titanio y carbono. Son frecuentemente usa-
dos en protesis e implantes permanentes, donde la carga soportada y la friccién son

altas, y en la fabricacién de instrumental quirtrgico [19].

La biofuncionalidad es la capacidad que tiene el material para cumplir la tarea
para la cual fue disenado, sin degradarse o perder efectividad antes de su tiempo de

vida 1til [19].

Actualmente, la ingenieria de tejidos es uno de los campos que mas se ha desarrollado,
y cuyo objetivo es disenar nuevos biomateriales para reemplazar y reconstruir tejidos
y o6rganos del cuerpo humano, con las propiedades especificas que se requieren en
cada aplicacién. Cada tejido y érgano estd compuesto por distintos tipos de células,
cuyas caracteristicas fisicas y quimicas difieren enormemente entre si [2, 20], sin

embargo, la investigacion en este campo continia progresando dia a dia.

Otra de las aplicaciones importantes de los biomateriales es la fabricacién de
dispositivos biomédicos, conocidos también como instrumentacién médica o quirirgi-
ca, la cual comprende agujas hipodérmicas, cemento quirirgico, bisturis, marcapasos
cardiacos, vendas de yeso, entre otros. Es decir, aquellos dispositivos que van a estar
en contacto con el organismo externa o internamente con fines médicos. Ademsds,
tienen aplicaciones en dispositivos de bioimagen, como marcadores luminiscentes,

“cell targeting” e imagenologia (2,8, 21].

Recientes investigaciones han demostrado que cierto tipo de biomateriales se pueden

usar para la entrega controlada de farmacos sobre tejidos o células especificas del



cuerpo, siendo potencialmente utiles para tratamientos contra el cancer, puesto que se
aumentaria la efectividad del tratamiento, reduciendo los efectos secundarios al atacar

con el farmaco tnicamente las células tumorales sin danar las células sanas [20,22-24].

Dentro de los biomateriales tenemos al quitosano, ZnO e hidroxiapatita, los cuales
han sido objeto de numerosas investigaciones por sus prometedoras aplicaciones.
Han sido estudiados por separado y como sistemas combinados: quitosano/ZnO,
quitosano/hidroxiapatita y ZnO/hidroxiapatita en arquitecturas 0D, 2D y 3D, pero
se ha encontrado muy pocos estudios sobre sistemas quitosano/ZnO/hidroxiapatita
en la literatura, y estdn enfocados en las propiedades mecanicas, antibacteriales,
toxicoldgicas y bioactivas de los sistemas [25,26].

Khan et al. reportan la fabricaciéon de biosensores de colesterol usando membranas
de quitosano/ZnO [11], Li et al. hacen un estudio sobre las propiedades mecénicas
y antibacteriales de estos sistemas [27]. Dhivya et al. y Thein-Han et al. estudiaron
sistemas 3D de quitosano/hidroxiapatita para aplicaciones en ingenieria de teji-
dos [28,29]. Gunduz et al., Zhou et al. y Moldovan et al. han trabajado en sistemas

0D de hidroxiapatita/ZnO para diferentes aplicaciones biomédicas [7,21,30].

2.2. Oxido de Zinc: estructura y propiedades

El ZnO es un compuesto semiconductor ampliamente utilizado en la industria
durante el proceso de fabricacion de cauchos, plasticos, ceramicas, pinturas, adhesivos,
comida, entre otros. Como mineral se encuentra presente en la cincita, constituyendo
aproximadamente el 80 % de éste, y también puede ser sintetizado artificialmente.
Puesto que es un semiconductor, tiene aplicaciones importantes tanto en la electronica
como en la fotonica. Y, al ser biocompatible, son de especial interés sus aplicaciones

como biomaterial [3,12].



(a) (b) (c)

Figura 2.1: Estructuras cristalinas del ZnO: a) sal de roca ciibica, b) blenda de zinc
cibica, y c¢) wuritza hexagonal. Las esferas grises y negras representan a los atomos
de Zn y O, respectivamente. Imagen tomada de [3].

2.2.1. Estructura cristalina

El 6xido de zinc cristaliza en tres estructuras: sal de roca, blenda de zinc ctbica
y wurtzita hexagonal (Wz). Siendo ésta tltima la fase més estable bajo condiciones
normales de presién y temperatura [3].
La estructura wurtzita del ZnO (Fig. 2.1) tiene una celda unitaria hexagonal, per-
tenece al grupo espacial Cf,, y sus pardmetros de red a y c estdn en la relacién
de a/c = /8/3 = 1,633. Cada anién estd rodeado por 4 cationes en las esquinas
de un tetraedro y viceversa. Mediante técnicas experimentales como HR-XRD vy

calculos tedricos, se ha determinado que el valor del pardmetro a esté entre 3.2475A

y 3.2501A, y el parametro ¢ entre 5.2042A y 5.2075A [3,12].

2.2.2. Estructura electronica de bandas

Determinar la estructura de bandas es de mucha importancia para aplicaciones

tanto electréonicas como foténicas del material, por esta razéon se han hecho innu-
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Figura 2.2: Estructura electrénica de bandas del ZnO, tomada de [3]

merables modelos y aproximaciones tedricas para las tres estructuras cristalinas del

ZnQ. Sin embargo, la mayor informacion experimental que se encuentra recopilada

es sobre la estructura wuritza hexagonal (Wz) [3]

El ZnO en fase Wz es un semiconductor con banda prohibida directa (Fig. 2.2)
de 3,37eV a temperatura ambiente y 3,44eV a bajas temperaturas. Lo cual lo hace

ideal para aplicaciones optoelectrénicas en los rangos UV y azul del espectro, como

diodos laser, diodos emisores de luz, fotodetectores [3,4,31].

2.2.3. El ZnO como biomaterial

El Zn y otros compuestos que lo contienen han sido usados con fines médicos
desde la antigiiedad por imperios como el persa, romano e hindui. Especificamente el

ZnO era usado para sanar heridas y dolor en los ojos, asi como para tratar ciertas
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enfermedades como conjuntivitis y tracoma [32].

Hoy en dia se sabe que el ZnO es un mineral presente en cantidades traza en el cuer-
po humano que cumple funciones vitales relacionadas principalmente con el sistema
inmunologico. Por ello se lo incorpora como suplemento en diferentes alimentos y
formulas nutricionales. Ademas, se lo usa como parte de protectores solares y cremas
cicatrizantes.

Recientes estudios han demostrado su efectividad como antibacterial, especialmen-
te contra el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, que es el causante de
infecciones en hospitales y que se ha convertido en un problema de sanidad a nivel
mundial [32].

Otra de sus importantes aplicaciones esta en el campo de los implantes éseos y denta-
les, como un material de andamio, debido a su alta biocompatibilidad y osteoconduc-
tividad [32]. La combinacién de ZnO con la hidroxiapatita y otros fosfatos de calcio
biocompatibles, como el TCP, han demostrado excelentes resultados en la regenera-
cién dsea, haciendo que existan cada vez més estudios al respecto [8-10,30].
Aprovechando su biocompatibilidad, se lo ha utilizado también en la fabricacién de

sensores de glucosa y colesterol [11,33].

2.3. Hidroxiapatita: estructura y propiedades

La hidroxiapatita es un mineral, el mas estable de los fosfatos de calcio, que con-
forma la mayor parte de los tejidos duros del cuerpo humano [5]. Se puede extraer de
fuentes organicas como huesos de animales, estrellas de mar y algunos tipos de corales,
pero también puede ser sintetizada a través de diferentes métodos como deposicién
quimica, deposiciéon biomimética, electrodeposicion, sol-gel, entre otros. Debido a su
altisima biocompatibilidad ha sido usada en implantes 6seos y dentales, protesis bio-

activas, recubrimientos en protesis metalicas, liberacion controlada de farmacos y
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gracias a sus propiedades de luminiscencia es interesante también su aplicacion en

dispositivos de bioimagen [5,34].

2.3.1. Estructura cristalina

La férmula quimica de la hidroxiapatita es Cajo(PO4)s(OH )y. Puede cristalizar
en dos polimorfos estequiométricos: uno con simetria monoclinica y otro con simetria

hexagonal. [35, 36]

Su estructura mas comun (Fig. 2.3) tiene una celda unitaria hexagonal y per-
tenece al grupo espacial P63/m. Sus pardametros de red son a = b = 9,4324 y
¢ = 6,881A. Los 10 iones Ca®t ocupan dos sitios de simetria cristalograficamente
diferentes, 4f y 6h. Cuatro iones Ca?" (4f) estdan ubicados en columnas a lo largo
de los ejes de tres pliegues en 1/3, 2/3, 0y 2/3, 1/3, 0 separados aproximadamente
por la mitad del eje c. Estos se conocen cominmente como Cal (o columna Ca).
Cal esta coordinado a nueve atomos de O, con seis enlaces mas cortos que definen
un prisma trigonal aproximado y tres enlaces méas largos que cubren las caras del
prisma. Los poliedros C'a — Oy comparten las caras trigonales para formar cadenas
paralelas al eje c. Los seis iones C'a®T restantes (sitios de 6/, conocidos como Ca2 o
Ca triangular) forman dos conjuntos triangulares en z = 1/4 y 3/4 en los planos del
espejo. Los iones C'a2 estan siete-coordinados, con seis atomos de O y un ion OH ™.
Los seis iones PO3~ ocupan 6h posiciones similares a los iones de Ca2, en posiciones
triangulares expandidas. Los poliedros Cal y C'a2 adyacentes estan unidos a través

de dtomos de oxigeno del tetraedro PO}~ [36].

2.3.2. Propiedades eléctricas

Las propiedades eléctricas de la hidroxiapatita han sido objeto de estudio debido

a sus potenciales aplicaciones en electronica para la fabricaciéon de sensores, recu-
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Figura 2.3: Estructura cristalina de la hidroxiapatita proyectada sobre el eje ¢, tomada

de [36].

brimientos dieléctricos y en ingenieria de tejidos, especialmente en la regeneracion
Osea, puesto que numerosos estudios han encontrado que una estimulacién eléctrica
favorece y acelera la osteogénesis, lo cual es muy importante en las prétesis e implan-

tes [15,34,35].

El mecanismo de conduccién ain no estd totalmente claro, pero se han hecho
varias propuestas. Entre las mas aceptadas estan la conduccién iénica y conduccion
proténica. En el caso de la conduccién idnica se han considerado dos tipos de
portadores de carga: OH~ y O%". Los iones de calcio y fosfato (Ca?t y PO}™) no

contribuyen a la conductividad [37].
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De acuerdo con Khalil et al. [38], la conduccién eléctrica se da por la migracién de
iones OH~ en el centro de los tridngulos de Ca®+ a lo largo del eje c. Laghizizil et
al. [39] propone que la conduccién proténica se da entre iones vecinos OH ™ a través

de la reaccion:

OH  +OH — 0> + HOH

Si la hidroxiapatita que se tiene es no estequiométrica, la conduccién podria estar

ligada a las vacantes en el sitio del hidroxilo (O), siguiendo la reaccién [37]:

Ca10(PO4)s(OH )2 — Caio(PO4)s(OH )22,0,(0), +. H2O(g) T,

donde x < 1.
El comportamiento de la conductividad en campos eléctricos AC en funcién de la

frecuencia estd determinado por la ley de potencia “universal” de Jonscher [37]:

Oge = 0p + A"

Donde o, es la conductividad en AC, oq es la conductividad en el limite de frecuencia

0, A es una constante, w es la frecuencia angular y n es una constante entre 0 y 1.

2.3.3. La hidroxiapatita como biomaterial

La hidroxiapatita presenta una biocompatibilidad muy alta y su uso ha sido en-
focado principalmente en la fabricacién de implantes, protesis bioactivas, rellenos
dentales y en oftalmologia. Dependiendo de su origen tiene diferentes aplicaciones,
por ejemplo, la proveniente de huesos bovinos se usa en reparaciones dseas, pero no
da buenos resultados como rellenos dentales, mientras que la proveniente de corales
es muy usada en odontologfa [34].

En el caso de la hidroxiapatita sintetizada a través de precursores quimicos no se
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obtiene los mismos resultados que la proveniente de fuentes organicas, aunque si se
mantiene la biocompatibilidad. Diferentes investigaciones se han realizado para des-
cubrir los mecanismos éptimos de sintesis, asi como la mejora de sus propiedades al
combinarla con otros elementos [7,10,30, 34,40, 41].

Las propiedades de luminiscencia que presenta la hacen un potencial candidato para

usarse como marcadores luminiscentes y en dispositivos de bioimagen [17,18,42,43].

2.3.4. Formacion de hidroxiapatita en presencia de un campo

eléctrico usando un fluido corporal simulado (SBF)

El fluido corporal simulado (SBF') es una solucién que imita la parte inorganica del
plasma sanguineo. Como parte de su composicién tiene iones de calcio y fosfato, que
al combinarse forman diferentes tipos de fosfatos de calcio, siendo la hidroxiapatita
el mas estable de ellos [44]. Por lo general, a través de este método se obtiene una
hidroxiapatita no estequiométrica, con morfologia y tamano bastante regular en com-
paracion a otros métodos. En su estructura se tendran diferentes iones como F, CI,
Mg, etc., que la hardan pobremente cristalina [5,44]. La ventaja que se tiene con este
método es la distribucion uniforme de material que se consigue sobre la superficie o
estructura requerida, asi como el recubrimiento a particulas produciendo estructuras
tipo “core-shell”, importantes para sistemas de liberacién controlada de farmacos [44].
La formacion de hidroxiapatita por este método es lenta, y puede tomar incluso varios
dias. Para acelerar este proceso se puede utilizar un campo eléctrico, el cual promue-
ve la migracion rapida de iones hacia la estructura de deposicién, haciendo que los

procesos de nucleacién y crecimiento sean mas rapidos [22,24,42,45].

14



2.4. Quitosano: estructura y propiedades

La quitina es un polisacarido que se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos e
insectos. Cuando ésta se somete a un proceso de desacetilacién se produce el quito-
sano [1,2].

El quitosano es un polisacarido ampliamente usado en diferentes industrias como
la agricola, vinicola y biomédica. Su alta biocompatibilidad y osteoconductividad lo
hacen ideal para aplicaciones en ingenieria de tejidos, prétesis bioactivas, implantes
dentales, entre otras. Estudios recientes han demostrado que es un buen candidato
como matriz para sistemas de liberacién controlada de farmacos [1,2].

Se lo puede combinar con otros compuestos y disenar con él diferentes arquitecturas
dependiendo de la aplicaciéon que se requiera como esponjas o andamios 3D, membra-

nas, tabletas, geles, etc. [1,20,23,46-48|

2.4.1. Estructura

La estructura del quitosano (Fig. 2.4) estd compuesta por cadenas de 3-(1-4) D-
glucosamina (unidad desacetilada) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilada). Su
férmula molecular es CsgH193NoOs39 [2]. Posee una pequena carga positiva debido al
grupo amino, lo cual lo hace soluble en medios 4cidos [2].

Los grupos amina e hidroxilos presentes en su estructura son los que hacen posible las
funciones bioldgicas y permiten la modificacion de sus propiedades fisicas y mecéni-
cas [1,2].

El quitosano es un biopolimero, y por lo tanto presenta una mezcla de fases amorfa

y cristalina.
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Figura 2.4: Estructura del quitosano, tomada de [2].

2.4.2. Propiedades eléctricas

Al ser un biopolimero, la conductividad eléctrica esta ligada a la presencia de iones
enlazados quimicamente en la macromolécula. Aunque el mecanismo de conduccién
eléctrica estd ain siendo investigado, se piensa que en este caso los portadores de
carga son los iones OH ~. Tipicamente el comportamiento que presenta en un campo
eléctrico AC es el de un material dieléctrico, siguiendo la ley de potencia “universal”
de Jonscher. Su conductancia aumenta con el aumento de frecuencia, y su constante
dieléctrica disminuye hasta alcanzar un valor constante [46,47].

Los grupos funcionales OH y N Hj sirven como sitios de conjuncién y permiten al
quitosano ligarse con otros materiales, especialmente metélicos, mejorando sus pro-

piedades de conductividad [49].

2.5. Luminiscencia

La luminiscencia es un fenémeno en el que ciertos materiales emiten luz luego de
haber sido estimulados por una fuente. Dependiendo de esta fuente se tienen diferentes
tipos de luminiscencia como electroluminiscencia, quimioluminiscencia, mecanolumi-
niscencia, termoluminiscencia y fotoluminiscencia.

La fotoluminiscencia es la emisién de luz luego de absorber energia en forma de foto-
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Figura 2.5: Principio basico de la fotoluminiscencia.

nes. El mecanismo varia dependiendo del material estudiado, pero de manera general
sucede lo siguiente: la energia de los fotones incidentes es absorbida por el material
y lleva a los electrones a un estado excitado, cuando estos regresan a su estado base
liberan el exceso de energia en forma de fotones con una longitud de onda mayor que

la de los fotones de la fuente (Fig. 2.5).

2.5.1. Fotoluminiscencia del ZnO

El ZnO como se habia mencionado es un semiconductor con banda prihibida
directa de 3.37 eV y una energia de enlace de excitén cercana a 60 meV a temperatura
ambiente, lo cual lo hace un material prometedor para aplicaciones optoelectronicas

en la regién del UV [4,50].

Tipicamente presenta dos bandas de emision: una en la region UV centrada en
aproximadamente 380[nm]|, y otra en la regién visible entre los 450[nm| y 700[nm].
La banda en la regién del UV cercano se atribuye a la recombinacién radiativa de

excitones libres, mientras que el origen de la emisién en la regién visible atin no esta
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del todo claro [4,14].

La explicacién mas aceptada actualmente propone que la emisién visible del ZnO
es causada por defectos superficiales. La emisién centrada en el verde se atribuye a
vacantes de oxigeno V,,, sitios intersticiales de zinc (Zn;) o una combinacién de los dos
efectos. La emision centrada en el amarillo (550[nm]) se atribuye a una recombinacién
de electrones con huecos profundamente atrapados en sitios intersticiales del oxigeno

(0:) [14,50-52].

2.5.2. Fotoluminiscencia de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita no es un material fotoluminiscente como tal, pero bajo ciertas
condiciones de sintesis, tratamientos térmicos y dopajes se ha conseguido activar esta
propiedad. Su gran flexibilidad cristalina le permite aceptar en su estructura diferen-
tes iones y elementos, sin modificar su estructura, formando defectos estructurales

que neutralizan la carga anadida [53,54].

Considerando la hidroxiapatita pura (sin dopajes), puesto que los iones de Ca?" y
PO3?™ no son luminiscentes, la emisién es atribuida a ciertas impurezas y/o defectos
en su estructura [17,42, 53, 54]. Las vacantes OH y los grupos carbonatos C'O3~
pueden ser responsables de este efecto al generar nuevos niveles de energia entre la
banda de valencia y la banda de conduccion, mejorando los procesos de recombinacion

radiativa de los excitones [53, 54].

2.5.3. Fotoluminiscencia del quitosano

El quitosano es un material fotoluminiscente pero su intensidad de emisién es
muy débil, razén por la cual esta propiedad no ha sido muy estudiada. A pesar de

no tener una aplicacién practica como material puro, su alta biocompatibilidad lo
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hace ideal como matriz o recubrimiento de particulas luminiscentes para aplicaciones

biomédicas [55-59].

Existen pocas investigaciones acerca de los procesos involucrados en la fotolu-
miniscencia del quitosano. Se ha reportado una banda de emisién en el espectro
visible, aproximadamente en 420[nm] atribuida a los grupos amina del biopolime-
ro [57], a las micelas que forma si estd en un medio acuoso [58] o a los residuos de
proteina remanentes de la desacetilacién de quitina [60]. Oliveira et al. [59] reportan
una emisién ancha centrada en A = 365[nm| en membranas de quitosano atribuido a

las transiciones propias del material.

2.6. Técnicas de caracterizacion

Se emplearon diferentes técnicas para la caracterizacion estructural y microes-
tructural de las muestras aqui estudiadas, tales como: espectroscopia infrarroja por
andlisis de Fourier (FTIR), difraccién de rayos X (DRX), microscopia electrénica de
barrido con andlisis elemental (SEM-EDS), microscopia electrénica de transmisién y
difraccién de drea seleccionada (SAED). Para la caracterizacién de las propiedades
Opticas y eléctricas se emplearon las técnicas de espectroscopia de fotoluminiscencia

y espectroscopia de impedancia compleja (EIS) respectivamente.

2.6.1. Espectroscopia infrarroja por analisis de Fourier

(FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica importante en el andlisis de com-
puestos orgdnicos e inorganicos, que permite obtener informacién cuantitativa y
cualitativa de la muestra estudiada, acerca de los grupos funcionales, impurezas,

enlaces quimicos, entre otros. Mediante esta técnica se puede determinar los compo-
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nentes de la muestra y estimar la cantidad presente de los mismos.

La identificacion de los componentes en la muestra se realiza a través de los
modos de vibracién de las moléculas en el sélido. El principio fisico de la técnica
consiste en radiar la muestra con luz infrarroja haciendo un barrido de frecuencias,
de tal manera que al coincidir una de estas frecuencias con el modo de vibracién de
una molécula se produce un cambio en el momento dipolar eléctrico de la misma
afectando la intensidad de luz absorbida o transmitida por la muestra, lo cual va a
ser detectado por el espectrometro. Se utiliza luz infrarroja porque es la frecuencia

en la que vibran las moléculas en un sélido [61].

La técnica FTIR se llama asi porque luego de la recoleccién de datos utiliza la
transformada de Fourier para procesarlos y presentar el espectro de la muestra. Este
espectro, segun la técnica usada, es un gréfico de la absorbancia o transmitancia (en

porcentaje) en funcién del nimero de onda.

Cada banda del espectro obtenido representa a un grupo funcional, y el conjunto
de éstos es como una huella dactilar que permite identificar el o los compuestos
presentes en la muestra. Mientras que la intensidad de las bandas brinda informacion

cuantitativa que ayuda a estimar la cantidad de cada compuesto presente.
En este trabajo se us6 esta técnica principalmente para determinar los grupos

funcionales, y a través de éstos identificar los compuestos y los posibles mecanismos

de enlace entre los materiales.
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2.6.2. Difracciéon de Rayos X (DRX)

La difraccién de rayos X es una técnica que, mediante radiacion electromagnética,

permite determinar la estructura cristalina, fase y composicién de una muestra.

El principio fisico de la técnica consiste en hacer incidir sobre la muestra un haz de
rayos X, el cual serd difractado al interaccionar con la estructura cristalina, siguiendo
la ley de Bragg [61]:

n-A=2-d-sen(0)

Donde n es un ntmero entero, A es la longitud de onda de la radiacion incidente,

d es el espacio entre planos de la red cristalina y 6 es el angulo de difraccion.

El difractograma que se obtiene es un grafico de la intensidad (en unidades
arbitrarias) en funcién del angulo de difraccién 260 (Fig. 2.6). La forma del espectro,
asi como el ancho de los picos dan informacion sobre la fase del material: cristalino,
semicristalino o amorfo. La posicién e intensidad de los picos dan informacién sobre

la estrutura y el o los elementos que componen la muestra.

En este trabajo se usé la técnica para determinar la fase del material y los ele-

mentos que lo componen.

2.6.3. Microscopia electrénica de barrido con analisis ele-

mental (SEM-EDS)

Es una técnica que permite, a través de un haz de electrones, obtener imagenes de
la superficie de una muestra. Su aumento es mucho mayor que el de un microscopio
Optico, y su resolucién esta en el orden de los nanémetros. A través de las micro-

grafias se puede visualizar caracteristicas de un material como su textura, morfologia,
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Figura 2.6: Difractogramas DRX de un polimero en fases: a) amorfa, b) semicristalina
y ¢) cristalina. Imagen tomada de [62].

tamano y defectos superficiales.

El principio de funcionamiento de la técnica consiste en acelerar un haz de
electrones mediante un campo eléctrico, hacerlo pasar por lentes (condensadoras y
objetivo) para enfocar el haz, el cual incidird sobre la muestra, barriéndola punto por
punto, produciendo diferentes efectos al interaccionar con esta. Entre estos efectos
estdn: choques eldsticos (electrones retrodispersados) y produccién de electrones
secundarios (que pueden generar rayos X o electrones Auger), los cuales son recolec-

tados para formar las imédgenes [61].

El equipo puede incorporar un detector de fluorescencia de rayos X para obtener
informacion sobre la composicion elemental de la muestra, la técnica se conoce como

espectroscopia de dispersién en energia o EDS.

En este trabajo se utilizé la técnica SEM para analizar la morfologia de las es-
tructuras, la distribucion del material depositado y el tamano de las particulas para
el caso de las estructuras 2D y 3D. Ademds, se uso la técnica EDS para determinar
la composicién elemental de las muestras y verificar la uniformidad en la distribucion

de los compuestos.
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2.6.4. Microscopia electréonica de transmisién (TEM)

Es una técnica que permite obtener imagenes de estructuras mucho mas pequenas
que con el microscopio electronico de barrido, y brinda informacién sobre la estructu-
ra cristalina de una muestra en polvo. Su resolucién estd en el orden de los angstroms,
haciendo posible en algunos casos observar estructuras atémicas. La limitacién que
tiene la técnica es que solo se puede analizar muestras lo suficientemente finas como

para que los electrones puedan atravesarlas.

El principio de funcionamiento consiste en utilizar un haz de electrones acelerados
para aprovechar el comportamiento ondulatorio de estos. El haz se enfoca al pasar
por lentes magnéticos e incide sobre la muestra interaccionando con la misma. En este
caso lo que se detecta son los electrones que logran atravesar la muestra, mediante
una pantalla fluorescente colocada en la parte posterior de esta, donde se genera la

imagen [61].

En este trabajo se utilizo la técnica para determinar la morfologia, el tamano
de las particulas y la formacién de estructuras tipo “core-shell” en las estructuras

0D.

2.6.5. Difraccién de area seleccionada (SAED)

Es una técnica cristalografica que se usa en conjunto con la microscopia TEM.
En este caso se emplean los electrones que al interaccionar con los atomos de la
muestra son difractados en diferentes angulos. Esto da como resultado un patron
de difraccién, que provee informacién acerca de la fase, composicién y estructura
cristalina del material. Es decir, es una técnica similar a la difracciéon de rayos X en

cuanto a la informacién que se puede obtener, pero usando electrones en lugar de
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Figura 2.7: Difractogramas SAED de una muestra: a) cristalina, b) semicristalina y
c) amorfa. Imagen tomada de [63].

radiacién electromagnética [61].

Los difractogramas que se obtienen son imagenes en blanco y negro que estan
formados por puntos o anillos dependiendo de la estructura del material (Fig. 2.7).
La intensidad y el tamano de estos dan informacion sobre los elementos y compuestos

presentes, asi como los planos de difraccion.

2.6.6. Espectroscopia de fotoluminiscencia

Es una técnica espectroscopica no destructiva y no invasiva que permite obtener
informacion acerca de la estructura electrénica, la energia relativa de los estados ex-
citados y estado base, las concentraciones de las especies emisoras y los mecanismos
de relajacion que siguen los sistemas luego de ser excitados [64].

El principio de la técnica consiste en hacer incidir luz sobre la muestra que, al absor-
ber energia en forma de fotones, lleva a los electrones a un estado excitado. Cuando
estos electrones regresan al estado base, en ciertos materiales, el exceso de energia
se libera en forma de fotones de una longitud de onda menor a los de la fuente de
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excitacion. Esta luz es recolectada por medio de una fibra 6ptica y llevada hacia el
espectroscopio para ser finalmente procesada y almacenada en una computadora.
Por lo general se utiliza como fuente de excitaciéon luz ultravioleta, debido a que los
fotones son lo suficientemente energéticos para llevar a los electrones a un estado
excitado y activar la fotoluminiscencia.

Los espectros de emisién que se obtienen son curvas de intensidad en unidades arbi-

trarias (u.a.) en funcién de la longitud de onda.

2.6.7. Espectroscopia de impedancia compleja (EIS)

Es una técnica principalmente usada para caracterizar las propiedades dieléctri-
cas de materiales sélidos [65]. Su funcionamiento consiste en la aplicacién de una
senal eléctrica alterna (AC) de excitacién barriendo un rango de frecuencias, y se
obtienen medidas de la impedancia en su parte real y compleja, capacitancia, entre
otras, dependiendo del equipo. Esta informacién nos permite determinar propieda-
des del material como los procesos de conduccion eléctrica, las contribuciones de las

fases presentes en la muestra, la constante dieléctrica y su evolucién con la frecuencia.

En este trabajo se uso la técnica para determinar cémo afectaban en las propie-
dades eléctricas, la adicion de ZnO e hidroxiapatita, asi como la arquitectura de las
estructuras, especialmente en lo que se refiere a su capacitancia y constante dieléctri-
ca.

Para el célculo de la conductividad AC se utilizé la siguiente ecuacion [66]:

!/

A d
Z/Q + Z//2 A

Oac =

Donde Z' y Z" son la parte real e imaginaria de la impedancia, respectivamente, d

es el espesor de la muestra y A es la superficie de la muestra en contacto con los
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electrodos.
La constante dieléctrica se calculd usando la ecuacién [66]:
_C

E_
€0

| e

Donde C' es la capacitancia, €, es la permitividad en el vacio, d es el espesor y A es

la superficie de la muestra.
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Capitulo 3

Procedimiento Experimental y

T'écnicas de Caracterizacion

3.1. Sintesis de Estructuras

En el presente trabajo se han sintetizado estructuras con tres diferentes arqui-
tecturas, usando como matriz al quitosano. Estas fueron: andamios tridimensionales

(3D), membranas (2D) y nanoparticulas (0D).

3.1.1. Sintesis de Estructuras 2D de Quitosano

Para la sintesis de las membranas se utilizoé:

» Quitosano de la marca Aldrich con una pureza del 99 %.

= Acido acético.

» Hidréxido de amonio 28-30 % de la marca Mallinckrodst.
Los equipos utilizados fueron los siguientes:

= Agitador magnético.
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Figura 3.1: Diagrama del proceso para la sintesis de estructuras 2D.

= Estufa.
= Medidor de pH de la marca HANNA modelo HI2223

s Desecador

Se prepararon 100m! de quitosano (Fig. 3.1) en solucién mediante el siguiente

procedimiento: en un vaso de precipitacién se colocd 99,5ml de agua destilada y
28



0,5ml de acido acético y se agité durante 5 minutos para obtener una solucién
estable al 0.5% en peso. A la solucién se le agregé 1,59 de quitosano (equivalente
al 1.5% en peso de la solucién) y se dejé en agitacién durante 4 horas hasta que
el quitosano de disolvié completamente. Se obtuvo un liquido viscoso de un color
ligeramente amarillento. Para alcanzar un pH de 4.5 se agregd acido acético gota a
gota (0,05ml/gota) cada 30 segundos. El valor del pH se escogié de acuerdo con lo

reportado por Li et al. [27].

En cajas Petri pléasticas, utilizando una jeringa, se colocé 12ml del quitosano en
solucion y se las llevé a una estufa durante 48 horas a una temperatura de 35°C. Lo

que se obtiene son membranas delgadas y flexibles de una tonalidad amarillenta clara.

Las membranas fueron sometidas a un proceso de neutralizacién para fortalecer
su estructura, puesto que se desintegraban al entrar en contacto con el agua. El
proceso fue el siguiente: se colocd 30ml de hidréxido de amonio en un vaso de
precipitacion y se lo ubicé en el interior de un desecador para crear una atmosfera
de amonio. Las membranas se colocaron dentro del desecador durante 18 horas y
posteriormente fueron sacadas y lavadas con agua destilada para quitar el amonio de
la superficie.

Finalmente, se dejaron secar a temperatura ambiente, y lo que se obtienen son

membranas delgadas con una tonalidad amarillenta.

3.1.2. Sintesis de Estructuras 2D de Quitosano-ZnO

A demas de los materiales usados anteriormente, se utilizo:
» ZnO de la marca JT Baker con una pureza del 99,8 %.

El procedimiento experimental seguido es el mismo del punto anterior (Fig. 3.1),

hasta la obtencion del quitosano en soluciéon con un pH de 4.5. A partir de aqui se
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hizo lo siguiente: en un vaso de precipitacién se colocd 3ml de agua destilada y se le
agregd 0,12¢g de ZnO (equivalente al 1% en peso), se dejé en agitacién lenta durante
2 minutos y a continuacién, usando una jeringa, se le agregd 12ml de la solucién de
quitosano y se dej6é en agitacion durante 30 minutos hasta que el ZnO se disolvio
completamente. La soluciéon resultante, un liquido viscoso de color amarillento, se
colocd en una caja Petri pldstica y se la llevé a la estufa a una temperatura de 35°C

durante 48 horas.

Para recuperar el ZnO disuelto se hizo un proceso de neutralizacién en un am-
biente de amonio siguiendo el mismo procedimiento anterior. Finalmente se obtiene
una membrana delgada y flexible de color blanco, lo cual nos indica que se recupero

el ZnO disuelto mediante la neutralizacion.

3.1.3. Sintesis de Estructuras 3D de Quitosano

Los materiales y el procedimiento para la sintesis son los mismos que en el punto
3.1.1, salvo que en este caso se disolvi6 2g de quitosano (equivalente al 2% en peso
de la solucién) en lugar de 1,5g. Puesto que la concentracién de quitosano es mayor,
el tiempo en disolverse completamente fue de 6 horas. La solucién obtenida es un
liquido viscoso de un color amarillo oscuro, el cual se colocé en pozos de cultivo en
una cantidad de 6ml por cada pozo, utilizando una jeringa y procurando que no se

formen burbujas en el interior (Fig. 3.2).

Los pozos de cultivo se sometieron a un proceso de neutralizacion en una atmésfera
de amonio durante 18 horas. Una vez finalizado el proceso, se retiraron las muestras
del desecador obteniéndose estructuras con una consistencia de gel, las cuales fueron
lavadas con agua destilada para retirar el amonio y se congelaron para ser sometidas

posteriormente a un proceso de liofilizacion durante 24 horas a una temperatura de
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Figura 3.2: Diagrama del proceso para la sintesis de estructuras 3D.

40°C con el fin extraer toda el agua de la estructura.

Finalmente se obtuvieron andamios tridimensionales cilindricos, porosos, de un

color amarillento y facilmente deformables.
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3.1.4. Sintesis de Estructuras 3D de Quitosano-ZnQO, Quitosano-

Hidroxiapatita y Quitosano-ZnO-Hidroxiapatita

La hidroxiapatita utilizada en este proceso fue sintetizada en el Instituto Venezo-

lano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y tiene una pureza del 99 %.

Para las estructuras que contienen ZnO el procedimiento experimental seguido
es el mismo que en el punto anterior hasta obtener el quitosano en solucion. Lo
que se hizo a continuacién fue colocar 0,12g de ZnO en 3ml de agua destilada y
dejar durante 2 minutos en agitaciéon lenta, luego con una jeringa se colocd 12ml de
quitosano en solucién y se dejé en agitacion durante 30 minutos hasta que el ZnO se
disolvié totalmente. La solucién resultante, un liquido viscoso de color amarillento,

se llevo a los pozos de cultivo, colocando 6ml por cada pozo.

El mismo proceso anterior se usé para la sintesis de los andamios de quitosano-

hidroxiapatita.

Para los andamios con ZnO-hidroxiapatita el proceso es similar, considerando que en
lugar de agregar 0,129 de ZnO o hidroxiapatita, en este caso se agregé 0,069 de ZnO

y 0,06¢g de hidroxiapatita. La solucion resultante es un liquido viscoso de color blanco.

En los tres casos las muestras fueron sometidas a un proceso de neutralizacién

y liofilizacién bajo las mismas condiciones de las muestras anteriores.

Se obtuvieron andamios tridimensionales cilindricos, porosos, de un color ama-
rillento para los que contienen ZnO, y de color blanco para los que contienen

hidroxiapatita y ZnO-hidroxiapatita.
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3.1.5. Preparacion de las soluciones para el Fluido Corporal

Simulado (SBF)

Se sigui6 el protocolo propuesto por Bohner y Lemaitre [67] para la preparacién
de un fluido corporal simulado. Los reactivos y cantidades para preparar 1000mL de

solucién se encuentran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Reactivos usados para las soluciones SBF, siguiendo el protocolo [67].

Solucion A

Reactivo Pureza (%) Cantidad (gr.)

NaCl 98 3.1540
NaHCO; 90 3.2879
KCl 99 0.2260
K>HPO, - 3H,0 99 0.2321
MgCly - 6H,0 99.5 0.3114
NaySO, 99 0.0724
HCl (mL/L) 98 15

Solucion B

Reactivo Pureza (%) Cantidad (gr.)

NaCl 08 3.1540
CaCly - 2H,0 99 0.2934
HCl (mL/L) 08 15

Se prepararon dos soluciones: una conteniendo iones de C'a™t (solucién A) y otra
conteniendo iones de PO, (solucién B) de tal manera que al combinarse forman al
SBF.
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El procedimiento fue el siguiente: todos los recipientes a usarse fueron lavados
en una solucién de HC1 al 1%, enjuagados con agua ultra pura (destilada y desioni-
zada) y secados en la estufa a 50°C.

Para la solucién A: en un vaso de precipitacion de 1L se colocé 37bmL de agua ultra
pura y los reactivos se agregaron uno por uno bajo agitaciéon magnética, siguiendo
el orden de la tabla, esperando que se disuelva cada reactivo completamente antes
de anadir el siguiente. Para la solucién B se siguié el mismo procedimiento. Las
soluciones obtenidas fueron liquidos completamente transparentes, a los cuales se
les agregd agua ultra pura hasta completar 500mL de solucién en cada vaso de
precipitacién. Se dejo en agitacién durante 10 minutos. Posteriormente se midio el
pH, y se obtuvo un pH de 9.27 para la solucién A y 3.81 para la soluciéon B. Para
almacenar las soluciones se las colocé en recipientes plasticos previamente lavados, y

se los llevé a una nevera para mantenerlos a una temperatura aproximada de 4°C.

3.1.6. Deposicién de hidroxiapatita en las estructuras 2D y

3D de quitosano asistida por un campo eléctrico

Utilizando las soluciones para el SBF, se hizo una deposiciéon de hidroxiapatita

asistida por campo eléctrico en las estructuras 2D y 3D de quitosano.

Los materiales usados para la deposicién de la hidroxiapatita fueron los siguientes:

= Dos celdas cubicas de acrilico conectadas mediante una abertura en la parte

central (Fig. 3.3).
s Soluciones SBF.

= Fuente de voltaje DC variable, 0-15V, 1.5A.
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Figura 3.3: Esquema experimental del sistema de deposicion de hidroxiapatita asistido
por campo eléctrico.

= Electrodos de platino.
= Multimetro digital.

El procedimiento seguido para las estructuras 2D y 3D fue el siguiente: en la abertura
central por donde se comunican las celdas se colocaron las membranas y andamios
3D. En cada lado de la celda se colocd 20mL de la solucién A y B del SBF respec-
tivamente. Se sumergieron los electrodos de platino en las soluciones y se aplicé un
potencial eléctrico mediante la fuente de voltaje, conectando el polo positivo a la
solucién A (iones de Ca®*) y el polo negativo a la solucién B (iones de PO3™), de
tal manera que los iones migren hacia el centro de la celda donde estd la estructura
y se forme ahi la hidroxiapatita. Con ayuda del multimetro se midieron el voltaje y
la corriente al iniciar la deposicién, y la corriente al terminar el proceso.

Se consideraron diferentes voltajes entre 1V y 14V, y de acuerdo con los resultados,
se escogieron 2 voltajes representativos, 7V y 14V, para obtener dos diferentes

concentraciones de hidroxiapatita en las estructuras.

Para las membranas se aplicaron campos eléctricos de 7V y 14V durante 1 ho-
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ra, mientras que para los andamios se aplicé durante 1 hora el de 7V y durante 30
minutos el de 14V; esto debido a que para tiempos mas largos se observaba una

desintegracién de la estructura, atribuida al pH de la solucién A.

Al terminar la deposicién se observé la formacion de una capa blanca sobre la
superficie de las membranas y los andamios, siendo mas notoria para las muestras

donde se aplicé un potencial de 14V.

Finalmente, las muestras se colocaron en papel filtro durante 30 minutos a tempera-

tura ambiente para secarlas completamente antes de caracterizarlas.

Se sometié a este proceso de deposiciéon a las membranas de quitosano, mem-
branas de quitosano-ZnO y andamios de quitosano-ZnO. No fue posible la deposicion
de hidroxiapatita en los andamios de quitosano mediante este método puesto que se

desintegraban rapidamente al colocar las soluciones en las celdas.

3.1.7. Sintesis de Estructuras 0D (nanoparticulas)

Para la sintesis de las nanoparticulas se partié de las membranas ya sintetiza-
das. Se utilizaron las membranas de quitosano, quitosano-ZnO y quitosano-ZnO-
hidroxiapatita. El equipo empleado fue un horno vertical con control de temperatura
de la marca Eurotherm. Las muestras se colocaron en un crisol de alimina y se some-
tieron a pirdlisis en una atmésfera de nitrogeno a una temperatura de 400°C durante
5 horas, a una tasa de calentamiento de 5°C por minuto y una tasa de enfriamiento
de 10°C por minuto hasta llegar a temperatura ambiente. Para crear la atmosfera de
nitrégeno se utilizaron globos llenos de N, y una manguera de silicona que conducia el

gas hacia el interior del horno mediante una pequenia abertura (Fig. 3.4). Al finalizar

36



F )
I

~

o~ __-““\
M
M

Terrseu pla - ——
Harimg i
= Canbml
(W]
e mperanira
Faortamuess ras
(=

Figura 3.4: Esquema del montaje experimental usado para la obtencién de estructuras
0D en un ambiente de nitrégeno.

el proceso se obtuvo un polvo grisaceo, con diferentes tonalidades dependiendo de las

membranas pirolizadas.

3.2. Caracterizacion estructural y microestructu-
ral de las muestras

Las muestras obtenidas fueron analizadas estructuralmente mediante microscopia
electrénica de barrido con andlisis elemental (SEM-EDS), espectroscopia infrarroja
por andlisis de Fourier (FTIR), difraccién de rayos X (DRX), y para las nanoparticulas

se hizo también microscopia electrénica de transmisiéon (TEM).

3.2.1. Microscopia electrénica de barrido con analisis ele-

mental (SEM-EDS)

El equipo usado fue un microscopio FEI Inspect F50 con un voltaje de aceleracion

de 5-10keV, equipado con un detector EDAX 8500 para el andlisis elemental.
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A las muestras se las recubrié con una fina capa de carbono previo al analisis

y se hizo la microscopia tanto a las membranas como a los andamios tridimensionales.

Se consideraron varias regiones de interés dentro cada estructura y se obtuvo
tanto la micrografia como el anélisis elemental (EDS) de cada regién, esto para
determinar la uniformidad de los compuestos ZnO e hidroxiapatita en la estructura,

la morfologia y la composicion.

3.2.2. [Espectroscopia infrarroja por analisis de Fourier

(FTIR)

El equipo usado fue un Perkin Elmer Spectrum One, con un rango de medicion

de 450-4000 cm ™! y una resolucién de 4 em ™.

Para los andamios tridimensionales se utilizé un trozo representativo de la es-
tructura, de entre 0,5mg y 1lmg, al cual se le agreg6 100mg de K Br y se mezcld
en un mortero. A la mezcla se la colocd en un troquel y se le aplicé una presion de

10000 psi para formar una pastilla, la que se usé para obtener los espectros.

Las membranas fueron analizadas mediante ATR-IR, puesto que no se pudieron
moler para hacer pastillas con K Br. La desventaja al usar esta técnica es la reduc-
cién en el rango de medicién (650-4000 cm™!), lo cual no permite observar las bandas

caracteristicas del ZnO.

Esta técnica se usé principalmente para determinar los grupos funcionales pre-
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sentes en las estructuras, que indican la presencia de un compuesto. En este caso son

de interés el ZnO y la hidroxiapatita.

3.2.3. Difracciéon de Rayos X (DRX)

Se utilizé6 un difractometro BRUKER-binary V2, con la radiacién K, del Cu
(A= 1,54121). Se trabajé con un voltaje de 40kV y una corriente de 30mA, barriendo

angulos 26 desde 5° hasta 70° a una velocidad de 2°/min.

Mediante esta técnica se analizaron las membranas, andamios y nanoparticulas,
para determinar su estructura cristalina y la composicién elemental de las muestras.

No se requirié de ningun tipo de preparacion de las muestras previo al andlisis.

El programa usado para el analisis de los difractogramas fue el X’Pert HighS-

core Plus, con la base de datos ICDD PDF-2 Release 2002.

3.2.4. Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Se utiliz6 un microscopio de la marca FEI TEM Spirit con un voltaje de acelera-

cién de 120keV.

Las muestras fueron dispersadas en una solucién agua/etanol y sonicadas du-
rante 2 minutos. De esta dispersién se tomé una gota y se colocd en rejillas de Cu
recubiertas con carbono.

Mediante esta técnica se analizaron las nanoparticulas para determinar su morfologia,

tamano y estructura cristalina.
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Figura 3.5: Esquema del montaje experimental para las mediciones de luminiscencia.
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3.3. Caracterizacion ()ptica

La propiedad optica que se consideré medir es la luminiscencia, para lo cual se

utilizé:

Led UV de longitud de onda 385nm.

Espectrémetro de la marca Ocean Optics modelo HR4000CG-UV-NIR.

Fibra éptica de la marca Ocean Optics modelo P400-2-UV /VIS.

Soportes.

Las muestras que se analizaron fueron las membranas, andamios tridimensionales
y nanoparticulas. No se realizé ningin tipo de preparacién previo a las medidas a
excepcion de las nanoparticulas, las cuales fueron compactadas en formas de discos

(pastillas).

Se hizo un montaje experimental de acuerdo con la Fig. 3.5. Las muestras se
colocaron sobre una superficie negra (para evitar el reflejo de luz) y fueron excitadas
con el diodo led UV de tal manera que todo el haz quede dentro de la superficie de la
muestra. Se mantuvo siempre una distancia constante entre la fuente de excitacién,

la muestra y la fibra éptica encargada de colectar la luz. Los datos fueron recolec-
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tados en la computadora por medio del programa “Spectra Suite”. Se consideré un

promedio de 5 medidas y un tiempo de integracion de 5 segundos.

3.4. Caracterizacion Eléctrica

Para la caracterizacién eléctrica se usaron técnicas de impedancia. Las variables
medidas fueron: impedancia y capacitancia. A partir de estos datos se calculé la

conductividad y la constante dieléctrica.

El equipo usado fue un analizador de impedancias marca Hewlett-Packard, mo-
delo 4294A, cuyo rango de frecuencias va de 40Hz hasta 110MHz y permite una

medicion continua en todo el rango.

Para las membranas se utilizaron dos contactos conductores a manera de elec-
trodos, conectados al analizador de impedancias. Se colocaron las membranas entre
los contactos y se sujetaron aplicando una presion constante utilizando una pinza.
Las mediciones se hicieron en todo el rango de frecuencias, y se utilizé un nivel de

oscilacién de 500mV.

Para los andamios tridimensionales, debido a su tamano y porosidad se decidié
usar contactos adhesivos de grafito como electrodos, los cuales se colocaron en las dos
superficies planas de la muestra, y a la vez se pegaron en los contactos conductores
conectados al analizador de impedancias. Las mediciones se hicieron en todo el rango

de frecuencias, y se utilizdé un nivel de oscilacién de 500mV.

Para medir las propiedades en las nanoparticulas se las compactd en discos de

7[mm] de didmetro utilizando un troquel y aplicando una presiéon de 6000 psi con
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una prensa hidraulica. Una vez obtenido el disco se le aplico una capa conductora de
plata a manera de electrodo en cada lado de la pastilla; para esto el procedimiento
fue el siguiente: con un pincel se colocé una capa de pintura delgada de plata coloidal
sobre una de las superficies de la pastilla cuidando de no pintar los bordes, se llevo a
la estufa durante 10 minutos a 60°C, se coloco otra capa de pintura uniformizando
la superficie y se la llevd a la estufa durante 15 minutos a 150°C para secar la plata,
se repitié el procedimiento con la otra superficie de la pastilla. Una vez hecho esto
se coloco la pastilla entre los contactos conductores conectados al analizador de
impedancias, y se los sujeté con una pinza a una presién constante. Las mediciones

se hicieron en todo el rango de frecuencias, y se utilizé un nivel de oscilaciéon de 500mV.

Los datos fueron obtenidos en una computadora a través de una hoja de célcu-

lo en Excel provista por el fabricante del equipo.
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Capitulo 4

Resultados y Analisis

4.1. Caracterizacion estructural y microestructu-
ral

Las muestras obtenidas fueron analizadas estructural y microestructuralmente
mediante microscopia electrénica de barrido con andlisis elemental (SEM-EDS), es-
pectroscopia infrarroja por andlisis de Fourier (FTIR), difraccién de rayos X (DRX),
y para las nanoparticulas se hizo también microscopia electrénica de transmision

(TEM). El tamano de las particulas fue analizado con el programa “Imagel]”.

4.1.1. Estructuras 2D
Membranas de quitosano

En el analisis FTIR (Fig. 4.1) se identificaron las bandas 1549 cm™!, 1405 cm ™!,
1151 ecm ™! y 1017 em ™! que son caracteristicas del quitosano y estan determinadas por
las vibraciones (—C = O) del grupo amida, 6(OH), (C' = O) de la desacetilacién del
quitosano y (C'— O) respectivamente [68-70]. La banda 1549 cm™! puede atribuirse

a la vibracién (—N Hy) relacionada al acetato de quitosano [46].
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Figura 4.1: Caracterizacién estructural de membranas de: a) quitosano y b) quitosano-

ZnO.

El difractograma de DRX (Fig. 4.1) tiene dos picos de difraccién para éngulos 20 = 11°
y 20 = 22°, que corresponden al quitosano (PDF 00-039-1894) [68], e indican que el
material es puro y ademas semicristalino, lo cual se evidencia en el ensanchamiento
de los picos.

Las micrografias SEM de la membrana (Fig. 4.1) muestran una superficie irregular

con bordes bien definidos, asi como pequenas aglomeraciones del material en ciertos
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puntos. El andlisis elemental por EDS (Fig. 4.1) indica que su composicién posee C

y O, correspondientes al quitosano.

Membranas de quitosano-ZnO

En el andlisis FTIR (Fig. 4.1) se identifican las bandas correspondientes al qui-

I reducen considera-

tosano, atin méas definidas. Las bandas 1151 ecm™! y 1017 cm™
blemente su intensidad, indicando que el ZnO se ancla a la estructura por el grupo
carbonilo (C' = O) y el grupo (C' — O). Ademés, aparece la banda 684 cm™! atribuido
a las vibraciones (Zn — O) del ZnO [52], y las bandas 825 cm™', 725 cm™' que se
atribuyen a una interaccion del quitosano con el ZnO.

El difractograma de DRX (Fig. 4.1) tiene picos de difraccién en dngulos 20 = 10°,
16° y 22°, correspondientes al quitosano (PDF 00-039-1894) [68]. Se observan picos
muy pequenos en la regién entre 26 = 35° y 260 = 50°, asignados al ZnO hexagonal
(PDF 00-001-1150) [3,14].

Las micrografias SEM (Fig. 4.1) muestran una superficie irregular y porosa de las
membranas, sobre la cual se adhieren las particulas de ZnO, cuya morfologia es simi-
lar a una dona y su didmetro promedio es de 10.93 [um] con una desviacién estandar
de o = 1.37 [wm]. El anélisis elemental EDS (Fig. 4.1) en las particulas indica que su
composicion es Zn y O, lo cual significa que mediante el proceso de neutralizacion se

recupero el ZnO.

Membranas de quitosano-hidroxiapatita

En el analisis FTIR (Fig. 4.2) se identifican las bandas 1151 cm™! y 1398 cm™!
correspondientes al quitosano [68-70]. Ademds, existe un corrimiento en la banda
1017 ecm ™!, dando lugar a las bandas 1033 cm™! y 1091 ecm™!, que corresponden a los
grupos fosfatos (POy) y son caracteristicas de la hidroxiapatita [6,18,53], siendo més

notorias en las muestras sintetizadas con un campo eléctrico de 7V.
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Figura 4.2: Caracterizacion estructural de membranas de quitosano-hidroxiapatita
con deposiciéon de HAp en campos de: a) 7V y b) 14V.

Los difractogramas de DRX (Fig. 4.2) muestran picos de difracciéon para éngulos
20 = 10°, 16° y 22°, correspondiente al quitosano (PDF 00-039-1894) [68], 20 =
13°,20°,22°,25° correspondientes al fosfato de calcio hidratado (PDF 00-001-0471),
siendo mas definidos para el caso de la sintesis en un campo eléctrico de 14V.

Las micrografias SEM (Fig. 4.2) muestran para los dos casos una superficie irregular
sobre la cual se adhieren particulas de forma esférica, distribuidas uniformemente en

las muestras sintetizadas a 14V, y formando aglomeraciones en forma de ramillete
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para las muestras sintetizadas a 7V. El diametro promedio de las particulas es de
1.93 [m] con una desviacién de o = 0.53 [um/], y 291.75 [nm| con ¢ = 90 [nm] para
las muestras sintetizadas a 14V y 7V respectivamente. Los andlisis EDS (Fig. 4.2)
indican la presencia de Ca y P, en una proporcién de Ca/P=1.31y Ca/P=1.63 en los
casos de sintesis en campos de 7V y 14V, respectivamente; ademas de otros elementos
derivados de las soluciones SBF. Las proporciones Ca/P corresponden a un fosfato

de calcio (precursor de la hidroxiapatita) e hidroxiapatita.

Membranas de quitosano-ZnO-hidroxiapatita

En el analisis FTIR (Fig. 4.3) se identifican las bandas 1549 cm™! y 1401 cm™!
correspondientes al quitosano [68-70], la banda 684 cm™! de las vibraciones del
ZnO [52], las bandas 825 cm™!, 735 cm™! correspondientes a interacciones del ZnO
con el quitosano, y un corrimiento de la banda 1017 cm™!, dando lugar a las bandas
1030 cm™! y 1026 cm™! correspondientes a los grupos fosfatos (POy) [6,18,53]. El
espectro obtenido de las muestras sintetizadas a 14V tiene un perfil correspondiente
con el de la hidroxiapatita nanométrica.

Las micrografias SEM (Fig. 4.3) muestran superficies totalmente cubiertas por
particulas de forma esférica, cuya distribucién es uniforme en muestras sintetizadas a
7V y 14V. Se puede observar que particulas pequenas recubren a otras mas grandes,
posiblemente de ZnO. Los didmetros promedio de las particulas son 1.02 [um] con
una desviacién de o = 0.35 [pm/|, y 790.12 [nm| con ¢ = 81 [nm] en los casos de
sintesis a 14V y 7V, respectivamente. El andlisis elemental EDS (Fig. 4.3) indica la

presencia de Zn, O, Ca, P, asi como otros elementos derivados del SBF.

Efectos del campo eléctrico en la deposicion de hidroxiapatita

Se encontré que el tamano de las particulas de hidroxiapatita que se forman en

las membranas depende del campo eléctrico aplicado. Se consiguié un tamano ma-
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Figura 4.3: Caracterizacién estructural de membranas de quitosano-ZnO-
hidroxiapatita con deposicién de HAp en campos de: a) 7V y b) 14V.

yor para campos de 14V y menor para campos de 7V. Esto puede explicarse por
la migracién de iones mas rapida en campos eléctricos mayores, lo cual favorece la
formacién de material (nucleacién y crecimiento) de manera acelerada. En cuanto a
la morfologia, ésta no depende del campo eléctrico aplicado, puesto que siempre se
consiguen particulas esféricas con una gran uniformidad.

Tanto los resultados del anélisis elemental como las micrografias sugieren que la hidro-

xiapatita esta envolviendo las particulas de ZnO en lugar de producirse tinicamente
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Figura 4.4: Esquema de los cortes analizados mediante SEM en andamios tridimen-
sionales: extremos externos e internos (izquierda) y seccién transversal (derecha).

una mezcla. En cada drea y punto en que se hizo el andlisis EDS se encontré que

estaba presente Zn, O, Ca y P.

4.1.2. Estructuras 3D

El andlisis por SEM fue realizado en el corte transversal y en los extremos externos
e internos (tapas) de los andamios de acuerdo con el esquema (Fig. 4.4). Sin embargo,
solo se muestran las micrografias correspondientes a las secciones transversales puesto

que son las de mayor interés.

Andamios de quitosano

En el andlisis FTIR (Fig. 4.5) se identifican las bandas 1405 cm™!, 1151 cm™!,
1017 em™! y 615 cm™! correspondientes al quitosano [68-70].
Las micrografias SEM (Fig. 4.5) del corte transversal de la estructura muestran po-
rosidades macrométricas (entre 200 y 400 [m]) de una forma hexagonal a lo largo de
toda la muestra, y se identifican esferas nanométricas aisladas sobre toda la estruc-
tura. El andlisis elemental EDS (Fig. 4.5) indica que la composicién de la estructura
y las esferas contiene C y O, lo que sugiere que una cierta cantidad de quitosano

precipité durante la sintesis de las estructuras.
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Figura 4.5: Caracterizacién estructural de andamios 3D de: a) quitosano y b)
quitosano-ZnO.

En el andlisis FTIR (Fig. 4.5) se identifican las bandas 1549 cm™*, 1405 cm™!,
1151 em™!, 1017 em™! y 615 cm™! correspondientes al quitosano [68-70], la banda
450 cm™! que corresponde a las vibraciones Zn — O [30,52] y la banda 650 cm™

debido a la interaccion del ZnO con el quitosano.
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Las micrografias SEM (Fig. 4.5) del corte transversal muestran macroporosidades
sin una forma definida a lo largo de toda la estructura, y sobre ésta se observa un
material adherido mayormente sobre los filos y esquinas, el cual no tiene una forma
bien definida. El anédlisis elemental EDS (Fig. 4.5) indica la presencia de Zn, O y C

sobre la estructura.

Andamios de quitosano-ZnO-HAp

En el andlisis FTIR (Fig. 4.6) se identifican las bandas 1405 cm™!, 1151 cm™! y
615 cm ™! correspondientes al quitosano [68-70], la banda 1029 cm ™! correspondiente
a los grupos fosfatos (PO,) [6,18,53], y las bandas 452 cm ™', 453 cm™! y 675 cm™!
correspondientes al ZnO [30,52].

Las micrografias SEM (Fig. 4.6) para muestras sintetizadas a 7 V muestran macropo-
rosidades a lo largo de toda la muestra en el corte transversal, y se observan también
particulas nanométricas esféricas aglomeradas y adheridas cubriendo gran parte de la
estructura, con un didmetro promedio de 181.63 nm; en las micrografias de las tapas
no se observa deposicién de material. El andlisis elemental EDS indica (Fig. 4.6) que
en su composicién las particulas tienen Zn, O, Ca y P. La proporcién Ca/P es igual
a 1.50, que corresponde a la hidroxiapatita (deficiente de calcio).

Las micrografias para muestras sintetizadas a 14V (Fig. 4.6) muestran en el corte
transversal macroporosidades sin forma definida, y un material recubriendo pequenas
partes de la estructura; en las micrografias de las tapas se observa la formacién de
particulas esféricas nanométricas en ciertas regiones de la muestra. El anélisis ele-
mental por EDS (Fig. 4.6) indica la presencia de Zn, O, Ca y P. La proporcién Ca/P

es igual a 1.34, correspondiente a un fosfato de calcio.
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Figura 4.6: Caracterizacion estructural de andamios 3D de quitosano-ZnO-
hidroxiapatita con deposicién de HAp en campos de: a) 7V y b) 14V.

Efectos del campo eléctrico en la deposicion de hidroxiapatita

En la sintesis a 7V se consigue una mejor penetracion y distribucién de la hidro-
xiapatita en la parte interna de la estructura, mientras que en la sintesis a 14V la
mayor parte de hidroxiapatita se forma sobre las tapas y muy poca cantidad en la
seccién transversal.

Cuando el campo eléctrico aplicado es mayor (14V), no se consigue la formacién de
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particulas en la misma cantidad y morfologia como en el caso con un campo eléctrico
menor (7V). Esto puede deberse a que el tiempo durante el que se aplicé el campo
de 14V fue un 50 % menor en relacién al de 7V para evitar la degradacién de la es-
tructura, lo cual hizo que el proceso de nucleacién y crecimiento no se complete en
todo el material de una manera uniforme, afectando el tamano y la morfologia de las

particulas.

Andamios de quitosano-hidroxiapatita (pre-sintetizada)

En el andlisis FTIR (Fig. 4.7) se identifican las bandas 1405 cm ™, 1151 cm ™" y 615
cm ™! correspondientes al quitosano [68-70], y la banda 1033 cm™' correspondiente a
los grupos fosfatos (POy).

Las micrografias SEM (Fig. 4.7) muestran un material encapsulado sobre toda la
estructura del andamio. El andlisis elemental EDS (Fig. 4.7) indica que el material
estd compuesto por Ca y P, en una proporcién Ca/P= 1.69, correspondiente a la

hidroxiapatita. Estas muestras resultaron fragiles a la manipulacion.

Andamios de quitosano-ZnO-hidroxiapatita (pre-sintetizada)

En el analisis FTIR (Fig. 4.7) se identifican las bandas 1405 cm™!, 1151 em™! y
615 cm ™! correspondientes al quitosano [68-70], y la banda 1029 cm™! correspondien-
te a los grupos fosfatos (PO,) [6,18,53], con un corrimiento debido a la interaccién
con el ZnO, y las bandas 684 cm™! y 450 cm™! correspondientes a las vibraciones del
ZnO [30,52].

En las muestras se formé una superficie externa densa de un lado del andamio, apa-
rentemente no porosa, y una superficie externa porosa del otro lado del andamio. Las
micrografias SEM (Fig. 4.7) muestran que en la superficie densa existen microporos,
sin una forma definida, y se observa un material adherido sobre toda la estructu-

ra formando aglomeraciones; la superficie porosa muestra macroporos de una forma
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Figura 4.7: Caracterizacién estructural de andamios 3D de: a) quitosano-
hidroxiapatita y b) quitosano-ZnO-hidroxiapatita, con HAp pre-sintetizada.

aparentemente circular y un material adherido sobre toda la estructura formando
aglomeraciones. El andlisis elemental EDS (Fig. 4.7) en las dos superficies indica la
presencia de Ca, P, Zn, O, Na, Mg. La proporcién Ca/P del material que recubre la

estructura es Ca/P=1.70, correspondiente a la hidroxiapatita.

Comparacién entre andamios con hidroxiapatita depositada e hidroxiapa-

tita pre-sintetizada

Los andamios con hidroxiapatita pre-sintetizada se fabricaron debido a la desin-

tegracién de la estructura que se producia al poner en contacto los andamios de
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quitosano con las soluciones SBF debido al pH acido de la solucién B. La adicién
de ZnO al quitosano mostrd, cualitativamente, un reforzamiento en la estructura,
permitiendo en este caso hacer una deposicién de hidroxiapatita asistida por campo
eléctrico en los andamios de quitosano-ZnQO.

La principal diferencia observada en las micrografias y analisis EDS es que, al de-
positar hidroxiapatita en los andamios, ésta parece recubrir las particulas de ZnO
dando lugar a la formacién de estructuras tipo “core-shell”, mientras que con la hi-
droxiapatita pre-sintetizada ocurre simplemente una mezcla hidroxiapatita-ZnO, la
cual es encapsulada por el quitosano debido a la forma en que se sintetizaron estas
estructuras.

En todos los casos los andamios presentan una gran porosidad con tamanos en el
orden de las micras. Esta caracteristica las hace interesantes para aplicaciones en in-
genieria de tejidos, en donde se requieren poros grandes que permitan la migracién e

intercambio celular a través de las estructuras.

4.1.3. Estructuras 0D

Estas estructuras en forma de polvo se obtuvieron al pirolizar en un ambiente
de nitrégeno las membranas de quitosano-ZnO, quitosano-HAp (14V) y quitosano-
ZnO-HAp (14V). El tamano de las particulas fue calculado mediante el programa

“ImageJ”.

Quitosano-ZnO

Las micrografias TEM (Fig. 4.8) muestran particulas con forma de hojuelas ro-
deadas por una capa delgada, formando una estructura tipo “core-shell”. El tamano
promedio de las particulas es de 14.28 [nm] con una desviacién esténdar de o = 4.50
[nm], mientras que el espesor promedio de la capa que las rodea es de 3.54 [nm] con

una desviacién o = 1.41 [nm]. El analisis elemental (Fig. 4.8) indica que la muestra
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contiene C', O y Zn.

En el andlisis FTIR (Fig. 4.9) se identifican las bandas 1549 cm™', 1405 cm™
y 1017 em™! correspondientes a las vibraciones (—C = O) del grupo amida, §(OH)
y (C = 0) [68,69], indicando la presencia de una pelicula muy fina de quitosano
sobre las particulas, que es la que forma la estructura tipo “core-shell”. Ademds, se

observan las bandas 825 cm™! y 735 cm™! correspondientes al ZnO.

El patrén de difraccién obtenido mediante la técnica SAED (Fig. 4.9) presenta
anillos concéntricos difusos de diferentes intensidades, lo cual indica que el material
esta compuesto por un gran nimero de granos distribuidos de manera aleatoria, con

diferentes orientaciones. Es decir, es un material policristalino.

Quitosano-HAp

Las micrografias de TEM (Fig. 4.8) presentan particulas cuya forma es similar
a hojuelas, rodeadas de lo que parece ser restos de la membrana de quitosano. El
tamano promedio de las particulas es de 21.35 [nm] con una desviacién estandar
de o = 7.69 [nm], y el espesor promedio de la capa que las rodea es de 12.11 [nm]
con una desviacién de o = 3.11 [nm]. El analisis elemental EDS (Fig. 4.8) indica la
presencia de elementos como C, Ca, P, O y Na, donde la proporcién Ca/P es de

1.47, correspondiente a un fosfato de calcio.

En el analisis FTIR (Fig. 4.9) se identifican las bandas 1405 cm™! y 1151 cm™!

I caracteristica de los

que corresponden al quitosano [68,69], y la banda 1033 cm™
grupos fosfatos de la hidroxiapatita [6, 18,53].

El patrén de difraccion SAED (Fig. 4.9) presenta anillos concéntricos con un patrén
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Figura 4.8: Caracterizacion TEM y EDS de las estructuras 0D: a) Quitosano-ZnO,
b) Quitosano-HAp y ¢) Quitosano-ZnO-HAp.

muy definido, esto significa que el material es policristalino, y los nanocristales tienen

diferentes orientaciones.

Quitosano-ZnO-HAp

En las micrografias de TEM (Fig. 4.8) se observan particulas en forma de hojuelas

rodeadas por una capa delgada formando estructuras tipo “core-shell”. El tamano
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Figura 4.9: Caracterizacién FITR y DRX de las estructuras 0D: a) Quitosano-ZnO,
b) Quitosano-HAp y ¢) Quitosano-ZnO-HAp.

promedio de las particulas es de 7.11 [nm] con una desviacién estandar de o = 2.36
[nm], mientras que la capa que rodea las particulas tiene un espesor promedio de 3.16
[nm] con una desviacién de o = 1.12 [nm]|. El andlisis elemental EDS (Fig. 4.8) indica
la presencia de C', O, Ca, Py Zn, donde la proporcién Ca/P es 1.46, correspondiente

a un fosfato de calcio.

En el andlisis FTIR (Fig. 4.9) se identifican las bandas 1549 em™!, 1405 ¢cm™*,
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1151 cm™! y 1017 cm™! correspondientes al quitosano [68,69], la banda 1033 cm™! de
los grupos fosfato de la hidroxiapatita [6,18,53] y la banda 825 cm™! perteneciente
al ZnO.

El patrén de difraccion SAED (Fig. 4.9) obtenido presenta circulos concéntricos
bien definidos, lo que significa que el material es policristalino, con nanocristales en

diferentes orientaciones.

Resultados del proceso de pirdlisis

En todos los casos se observa, tanto en el TEM como en los analisis FTIR y EDS;,
que luego de la pirolizacion quedan restos de membrana rodeando las particulas de
Zn0O e hidroxiapatita. Esto puede atribuirse a una falta de tiempo en el proceso de
pirdlisis, impidiendo que las membranas se pulvericen completamente. Desde el punto
de vista de biocompatibilidad es un resultado positivo, puesto que se conservan las
propiedades del quitosano, asegurando que las nanoparticulas obtenidas tendran un

alto grado de biocompatibilidad.

4.2. Caracterizacion 6ptica

Como se menciond anteriormente, estos materiales poseen propiedades de lumi-
niscencia, lo cual los hace interesantes para posibles aplicaciones en dispositivos de
bioimagen, marcadores luminiscentes, entre otros. Por ello, se consideré medir la fo-
toluminiscencia utilizando como fuente de excitacién un diodo led ultravioleta.

Con el programa Origin se hizo curvas de ajuste a los espectros recolectados de las
estructuras 2D para tratar de determinar el aporte de cada material (quitosano, ZnO

e hidroxiapatita) en la luminiscencia.

59



1.'.'-'3 T 1 T T
i’ % Qunasano

i % Quiitagane-Zndd

\ e QuitaEBNG-HAR {TV)
j » —— Quitosana-HAp {14Y)

0754 ) L] Quhasano-2rd-Hap {7V _
f % =—rufosano-in Hap(TIVE

i i' I'._ |I

|I

Il

| - Fuenis de

|1 @ckaciin 1

0,50

Intensidad (%)

50400 440 480 21
"h__ngn.ﬂ o onda frmd

=

B

4n
5

[

0,00

I i T L T T T T
480 520 S0 G4 £40 &80
Lengitud de onda {nm}

Figura 4.10: Espectros de luminiscencia de estructuras 2D.

4.2.1. Estructuras 2D

La luz de emisién de las membranas se pudo observar a simple vista, presentaba
una tonalidad verde-azulada y la intensidad era claramente mayor en las que tenian
una mezcla de ZnO-hidroxiapatita en su estructura.

Se tomd como base la membrana de quitosano, la cual presenta una respuesta muy
débil en intensidad (Fig. 4.10), con un rango de emisién desde 420[nm] hasta 600[nm)]
y un maximo en A = 497[nm]. La membrana de quitosano-HAp sintetizada a 7V
presenta un rango de emisién igual al del quitosano, con un maximo en A = 502[nm],
y un perfil que difiere al de éste debido a una contribucién pequena a bajas energias
atribuida a la hidroxiapatita en A = 580[nm/|. La membrana de quitosano-HAp sinte-
tizada a 14V tiene el mismo rango de emisién que la de quitosano, con una intensidad
menor y un corrimiento ligero hacia longitudes de onda mayores, alcanzando su
maximo en A = 514[nm], atribuido a una contribucién de la hidroxiapatita a bajas
energias.

De estos resultados se puede concluir que agregar hidroxiapatita al sistema modifica
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sus propiedades dpticas. Respecto a la membrana de quitosano, el area total integrada
bajo la curva y la intensidad en el maximo aumentaron 14 % y 4 % respectivamente
en la membrana de quitosano-HAp sintetizada a 7V, mientras que disminuyeron 11 %
y 29 % en la sintetizada a 14V.

A pesar de que la hidroxiapatita contribuye a la luminiscencia de las membranas, su
aporte es débil. La disminucion en intensidad observada en la membrana quitosano-
HAp sintetizada a 14V respecto a la de quitosano podria atribuirse a que una mayor
concentracion de hidroxiapatita en la superficie reduce el aporte del quitosano,

haciendo que disminuya la emisién total.

La membrana de quitosano-ZnO muestra un rango de emisién entre 460[nm| y
700[nm], y tiene su maximo en A = 502[nm]. El area integrada bajo la curva y la
intensidad en el méximo son 198 % y 144 % mayores respecto a la membrana de
quitosano. Este aumento en la intensidad se atribuye a la contribucion del ZnO, cuya
emision, de acuerdo con la literatura, se da en A = 550[nm] aproximadamente y es
producida por los defectos superficiales [71-73]. El aporte del ZnO a la intensidad
total es de aproximadamente 58 %, y su curva de ajuste coincide con las reportadas

en la literatura.

La membrana de quitosano-ZnO-HAp sintetizada a 7V es la que presenta la mayor
intensidad de emisién, con un rango desde 460[nm| hasta 750[nm], y un maximo en
A = 497[nm]. La membrana sintetizada a 14V tiene un perfil, rango de emisién y un
maximo igual que la membrana sintetizada a 7V, pero con menor intensidad.
Respecto a la membrana de quitosano, el area integrada bajo la curva y la intensidad
en el maximo son 500 % y 530 % mayores en el caso de la membrana sintetizada a
7V, y 370 % y 383 % mayores en la sintetizada a 14V.

Una vez més se observa que la hidroxiapatita en concentracién més alta (sintetizada
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a 14V) satura la superficie de la membrana y disminuye el aporte del quitosano y
Zn0O a la luminiscencia, haciendo que su intensidad total sea menor respecto a la

membrana sintetizada a 7V.

El efecto sinergistico que ocurre entre la hidroxiapatita y el ZnO al combinarse
mejora las propiedades de luminiscencia de las membranas. Este efecto podria

deberse a un proceso de transferencia de carga entre estos dos materiales.

4.2.2. Estructuras 3D

Igual que en el caso de las membranas, la emisiéon luminosa se pudo observar a
simple vista en una tonalidad verde-azulada.
Los espectros de las muestras no se pueden comparar entre ellos de la misma forma
que se hizo con las membranas, debido a que las superficies son muy irregulares y
sus tamanos son distintos, pero si se puede hacer una comparacion del perfil de los
espectros normalizados.
Como se menciond en el capitulo anterior, dos de los andamios se fabricaron utilizando
hidroxiapatita pre-sintetizada: quitosano-HAp (pre-sintetizada) y quitosano-ZnO-
HAp (pre-sintetizada), debido a que los andamios de quitosano que no contenian

Zn0O se desintegraban rdpidamente al entrar en contacto con las soluciones SBF.

Se tomé como base al andamio de quitosano (Fig. 4.11), el cual presenta un
rango de emisién desde 420[nm]| hasta 750[nm| y un méximo en A = 505[nm)|.

El andamio de quitosano-ZnO presenta emision en el mismo rango que el andamio
de quitosano y alcanza su maximo en A = 492[nm], es decir, existe un corrimiento
hacia longitudes de onda menores. El drea integrada bajo la curva es 4 % menor con

respecto a la del quitosano.
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Figura 4.11: Espectros de luminiscencia normalizados de estructuras 3D.

Los andamios de quitosano-ZnO-HAp sintetizados a 7V y 14V presentan un rango
de emisién desde 420[nm]| hasta 750[nm] y, en los dos casos, el maximo se alcanza en
A = 497[nm]. Respecto al andamio de quitosano, el area integrada bajo la curva es
14 % menor en el andamio sintetizado a 7V y 9% menor en el sintetizado a 14V.

El andamio de quitosano-HAp (pre-sintetizada) tiene un rango de emisién desde
420[nm| hasta 750[nm| y alcanza el maximo en A = 502[nm]. El 4rea integrada bajo
la curva es 11 % menor que la del quitosano.

El andamio de quitosano-ZnO-HAp (pre-sintetizada) presenta un rango de emisién
desde 420[nm]| hasta 750[nm] y alcanza el méximo en A = 495[nm]. El drea integrada

bajo la curva es 19 % menor que la del quitosano.

A pesar de que se menciondé que no es correcto hacer una comparacién de las
intensidades como en el caso de las membranas, es importante destacar que en los
dos andamios en que se usé hidroxiapatita pre-sintetizada, la intensidad de emisién

a simple vista fue notablemente mayor que en los otros andamios. Esto se atribuye a
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que la hidroxiapatita que se uso fue sinterizada a 400°C, lo cual activa sus propiedades

de luminiscencia [53,54, 74].

En estas estructuras se puede observar que existe un corrimiento en la longitud
de onda de maxima emisién y en el area integrada bajo las curvas, respecto al
andamio de quitosano, pero no es posible realizar curvas de ajuste y determinar
la contribucién de cada material puesto que no se distingue con claridad picos

secundarios de emisién como en el caso de las membranas.

4.2.3. Estructuras 0D

Para medir la fotoluminiscencia en estas estructuras se fabricaron discos compac-
tos con los polvos, tal como se indico en el capitulo anterior.
La luz de emision de las pastillas no se pudo observar a simple vista.
Para estas muestras no se hicieron curvas de ajuste debido a que no se puede
identificar claramente el efecto del ZnO, modificando la forma de los espectros, como

en el caso de las membranas.

La muestra de quitosano-ZnO es la que presenta mayor intensidad de emisién
(Fig. 4.12), con un rango desde 470[nm| hasta 770[nm] y un méximo en A\ = 560[nm).
Las muestras de quitosano-HAp y quitosano-ZnO-HAp tienen el mismo perfil de
emision entre ellas, y el rango y méximo coinciden con el de la muestra de Quitosano-
ZnO, pero su intensidad es notablemente menor. El area integrada bajo la curva
de las muestras de quitosano-HAp y quitosano-ZnO-HAp son 42 % vy 54 % menores

respectivamente, respecto a la muestra de quitosano-ZnO.

En relacion con los resultados obtenidos en estructuras 2D y 3D, existe un co-

rrimiento en los maximos de emision hacia longitudes de onda mas grandes. Este
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Figura 4.12: Espectros de luminiscencia de estructuras 0D.

efecto podria deberse a la formacion de carbono amorfo en la superficie de la muestra,

cuyo rango de emisién esta en longitudes de onda mayores.

4.2.4. Efectos de la arquitectura

Los espectros de los andamios presentan mas ruido que en el caso de las membranas
y su intensidad es mas débil, lo cual se atribuye al mayor niimero de irregularidades
y a la porosidad en la estructura de las muestras, haciendo que la luz absorbida y
emitida sea menor.
Durante el proceso de deposicion de hidroxiapatita asistida por campo eléctrico puede
haberse desintegrado parte del material tanto en las membranas como en los anda-
mios, creando defectos superficiales que apagan la intensidad de emision. Este efecto
es mucho més notorio en los andamios debido a la fragilidad de su estructura.
En las estructuras 0D se esperaba una mejor respuesta, puesto que al estar com-
pactadas se reducen los defectos superficiales y aumenta la densidad de particulas

fotoluminiscentes, pero la gran cantidad de carbono amorfo superficial no permitio
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Figura 4.13: Gréfica de la impedancia y conductividad en funcién de la frecuencia
para las estructuras 2D.

que se produzca este efecto, haciendo que su intensidad esté en el rango de la de los

andamios.

4.3. Caracterizacion eléctrica

Las propiedades eléctricas que se midieron fueron la impedancia y la capacitan-
cia, y a partir de estos datos se hizo el calculo de la conductividad y de la constante
dieléctrica de las muestras.

Como se mencioné en el capitulo anterior, se utilizaron dos contactos conductores
como electrodos para las mediciones en las membranas y andamios, mientras que las
estructuras 0D (polvos) se compactaron en forma de discos y sus superficies fueron
pintadas con capas conductoras de plata como electrodos.

Esta caracterizacion es importante puesto que las propiedades eléctricas no han si-
do estudiadas en estos sistemas a profundidad, y podrian tener aplicaciones en la

electrénica, fabricacion de biosensores, entro otras.
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4.3.1. Estructuras 2D

Al analizar el comportamiento de la membrana de Quitosano-ZnO respecto a la
de Quitosano (Fig. 4.13), la cual se ha tomado como base, se observa que el valor
del médulo de la impedancia aumenta en cerca de dos 6rdenes de magnitud, lo cual
implica que el material es mas resistente al paso de la corriente tanto para bajas como
para altas frecuencias; esto se verifica también en la gréfica de la conductividad,
donde los valores en la membrana de Quitosano-ZnO son menores que en la de
Quitosano. El ZnO al ser un semiconductor, se comporta como un material dieléctri-

co bajo las condiciones de medicion, dificultando la conduccién iénica en la membrana.

En la literatura se reporta que las membranas de quitosano alcanzan valores de
conductividad de hasta 1072[S/m] debido a la presencia de iones y agua estructu-

ral [46], lo cual significa que los valores que se obtuvo estan dentro de lo esperado.

Las membranas de Quitosano con diferentes concentraciones de hidroxiapatita:
Quitosano-HAp (7V) y Quitosano-HAp (14V), presentan un comportamiento similar
entre ellas tanto en el médulo de la impedancia como en la conductividad (Fig. 4.13),
siendo la muestra de mayor concentracién (14V) la que posee una impedancia lige-
ramente mayor para altas frecuencias. Al comparar estas muestras con la membrana
de Quitosano, observamos que la impedancia de las muestras Quitosano-HAp (7V
y 14V) es aproximadamente una orden de magnitud mayor, lo cual estd de acuerdo
con la grafica de la conductividad. Esto significa que el comportamiento de la

hidroxiapatita es también el de un material dieléctrico.

Las membranas de quitosano con ZnO e hidroxiapatita a diferentes concentra-
ciones tienen un comportamiento diferente entre si (Fig. 4.13). La muestra de menor
concentracién de hidroxiapatita (7V) tiene valores de impedancia aproximadamente 4
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6rdenes de magnitud mayores que la de mayor concentracién (14V), esto se confirma
con la grafica de la conductividad, tanto para bajas como altas frecuencias. Esto
significa que la mezcla de ZnO con hidroxiapatita en una mayor concentracion
favorece la conduccion iénica de la membrana. Estas muestras presentan también el

comportamiento de materiales dieléctricos.

La membrana de Quitosano-ZnO-HAp (7V) sigue un comportamiento bastante
parecido al de la muestra de Quitosano-ZnO, lo cual puede deberse a que la baja con-
centracién de hidroxiapatita no afecta sus propiedades eléctricas en comparacién con
la otra muestra en consideracién. Por otro lado, el comportamiento de la membrana
de Quitosano-ZnO-HAp (14V) es diferente al de todas las otras muestras, siendo la
que menor impedancia presenta para frecuencias menores que 10° Hz y acercdndose
a un valor similar al de las demdas muestras a frecuencias mayores, exceptuando la
membrana de Quitosano que es la de menores valores a altas frecuencias. En cuanto
a la conductividad, esta muestra es la que tiene los mayores valores tanto a altas

como a bajas frecuencias.

En las graficas de impedancia y conductividad se observa un cambio en la pen-
diente de las curvas a una frecuencia de aproximadamente 106 Hz para todas las
muestras, este cambio podria estar relacionado con la activacién de procesos de
conduccién protonica. Los enlaces de hidrégeno que se producen por la absorcion de
agua en las cadenas del quitosano promueven una transferencia de protones de los

grupos amino hacia las moléculas de agua [46,47).

En la grafica de la capacitancia y de la constante dieléctrica relativa (Fig. 4.14)
se observa que la membrana de Quitosano-ZnO tiene valores 2 érdenes de magnitud

menores respecto a la membrana de Quitosano. Estos valores disminuyen conforme
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Figura 4.14: Gréfica de la capacitancia y constante dieléctrica relativa en funcién de
la frecuencia para las estructuras 2D.

aumenta la frecuencia hasta llegar a un valor estable. En este caso, agregar ZnO a la
membrana reduce la capacidad de almacenamiento de carga en comparacion con la
membrana de Quitosano. Este efecto podria explicarse al considerar que la carga se
transfiere mediante iones, y por tanto esta limitada a la velocidad con que éstos se
mueven a través de la membrana; esto quiere decir que una menor movilidad (menor
conductividad) implica una menor capacitancia puesto que aqui no existen fugas

internas de carga a través de electrones como en los capacitores convencionales.

En la literatura se encontré solamente un estudio realizado por Nainggolan et
al. [75] en el que miden la capacitancia de membranas de quitosano, utilizando una
técnica diferente a la de este trabajo. Los valores que obtienen estan en el orden de
los faradios hasta los milifaradios dependiendo de las condiciones de medicién. Sin
embargo, hay que aclarar que estas medidas las obtuvieron en circuitos DC, y no en

AC como se hizo en este trabajo.

Las membranas de Quitosano con hidroxiapatita a diferentes concentraciones

(7V y 14V) muestran un comportamiento similar entre ellas (Fig. 4.14), salvo que
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si la frecuencia aumenta, la capacitancia y la constante dieléctrica relativa de la
muestra con menor concentracién (7V) es mayor. En comparacién con la membrana
de Quitosano, los valores de la capacitancia y constante dieléctrica son aproximada-
mente una orden de magnitud menores, lo cual estd de acuerdo con los resultados de

la conductividad.

La muestra de Quitosano con ZnO e hidroxiapatita de menor concentraciéon (7V)
tiene valores de capacitancia y constante dieléctrica 3 érdenes de magnitud menores
a altas frecuencias, y de la misma magnitud a muy altas frecuencias en comparacion
con la muestra de mayor concentracion (14V). Estos resultados tienen congruencia
con los de la conductividad de estas muestras. Ademas, se observa que la muestra
de mayor concentracién (14V), que tiene los valores més altos de conductividad,
presenta también los valores mas altos de capacitancia y de constante dieléctrica en

comparacion con todas las demés muestras.

En general, el comportamiento de la capacitancia y de la conductividad de to-
das las muestras es el esperado para un material dieléctrico, esto es, un decremento
de los valores de la constante dieléctrica a medida que la frecuencia aumenta, debido
a que las moléculas polarizadas que se alinean con cada cambio de direccién del
campo a bajas frecuencias no pueden seguir el cambio tan rapido que se produce a
altas frecuencias, quedando en una posicién donde no aportan al almacenamiento de

energia.

4.3.2. Estructuras 3D

El comportamiento en impedancia de las estructuras 3D es bastante similar al de
las estructuras 2D, salvo que las primeras presentan valores mas altos, lo cual puede

explicarse por la arquitectura de los andamios, donde la distancia entre los electrodos
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Figura 4.15: Gréfica de la impedancia y conductividad en funciéon de la frecuencia
para las estructuras 3D.

y la porosidad hacen mas dificil el transporte idnico a través del material.

La muestra de Quitosano-ZnO presenta una impedancia méas alta respecto a la
de Quitosano a bajas frecuencias (Fig. 4.15), aproximadamente dos 6rdenes de mag-
nitud, mientras que sus valores son muy similares a altas frecuencias. Esto significa
que el ZnO genera una resistencia a la movilidad de iones a través del andamio,
igual que en el caso de las membranas, aunque su efecto es mas marcado a bajas
frecuencias. En la grafica de la conductividad no se pueden apreciar las diferencias

con claridad, puesto que los valores son muy cercanos entre si.

Los andamios de Quitosano con ZnO e hidroxiapatita a diferentes concentraciones
(7V y 14V) muestran un comportamiento similar entre si en cuanto a la tendencia
(Fig. 4.15), pero a medida que la frecuencia aumenta, la impedancia de la muestra
de menor concentracién (7V) tiene valores més grandes. Se visualiza un cambio més
notorio en la grafica de la conductividad, donde la curva de la muestra de mayor
concentracion presenta varios cambios en el valor de su pendiente y valores mucho

mayores a los de la muestra de menor concentracion. Los cambios en la pendiente
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Figura 4.16: Grafica de la capacitancia y constante dieléctrica relativa en funcién de
la frecuencia para las estructuras 3D.

podrian estar ligados a la activacién de diferentes procesos de conduccion dentro de
la muestra. En comparacién a los andamios de Quitosano y Quitosano-ZnQO, éstos
presentan valores mas bajos de impedancia y mas altos en conductividad, lo cual
significa que la mezcla de ZnO con hidroxiapatita mejora la movilidad iénica dentro

de estas estructuras.

Las muestras que se hicieron con hidroxiapatita prefabricada, Quitosano-HAp y
Quitosano-ZnO-HAp, tienen un comportamiento en impedancia similar entre ellas
(Fig. 4.15), siendo la muestra que contiene ZnO e hidroxiapatita la que tiene va-
lores més altos. Los valores y tendencias de las dos muestras se acercan mucho a
las del andamio de Quitosano, tanto en impedancia como en conductividad, y si
comparamos la muestra de Quitosano-ZnO-HAp con hidroxiapatita pre-fabricada
respecto a las dos muestras de Quitosano-ZnO-HAp (7V y 14V), vemos que sus
valores de impedancia son mayores, y su conductividad es menor. Esto significa que
la hidroxiapatita pre-fabricada no altera drésticamente la movilidad iénica en los

andamios de quitosano.
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En cuanto a la capacitancia y a la constante dieléctrica relativa vemos que la
tendencia es similar a la de las estructuras 2D, y su comportamiento es el de un

material dieléctrico.

El andamio de Quitosano-ZnO tiene una capacitancia y constante dieléctrica
un orden de magnitud menor respecto al andamio de Quitosano (Fig. 4.16), lo cual
estd de acuerdo con los resultados anteriores, donde se encontré que la muestra que
contiene ZnO dificulta la movilidad iénica y por tanto su constante dieléctrica y ca-

pacitancia seran mas bajas. Estos resultados concuerdan con los de las estructuras 2D.

Las muestras de Quitosano-ZnO-HAp a diferentes concentraciones (7V y 14V)
presentan un comportamiento similar de la capacitancia y de la constante dieléctrica
(Fig. 4.16), siendo la de mayor concentracién (14V) la de valores més altos conforme
la frecuencia aumenta. Estos resultados estan de acuerdo con los que se observa
de la conductividad, donde la muestra de mayor concentracién tiene los valores
mas altos, favoreciendo la movilidad iénica. Con relaciéon a las demas muestras,
la de Quitosano-ZnO-HAp (14V) es la que tiene una mayor conductividad y una
mayor capacitancia y constante dieléctrica, lo cual coincide con lo encontrado en las

estructuras 2D.

Los andamios con hidroxiapatita pre-fabricada tienen una tendencia y valores
de capacitancia y constante dieléctrica muy cercanos a los del andamio de Quitosano
(Fig. 4.16), igual como ocurrié con la impedancia y conductividad. Esto sugiere una
vez mas que esta hidroxiapatita no modifica mayormente las propiedades eléctricas

de los andamios de quitosano.

Al comparar de manera general los resultados obtenidos para la capacitancia
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Figura 4.17: Gréfica de la impedancia y conductividad en funcién de la frecuencia
para las estructuras 0D.

en las muestras 3D y 2D, se observa que a bajas frecuencias la capacitancia de las
estructuras 3D es mucho mayor que la de las estructuras 2D, pero a altas frecuencias
tienden a los mismos valores. Esto sugiere que la arquitectura de los sistemas afecta

a sus propiedades eléctricas, pero de una manera mas marcada a bajas frecuencias.

4.3.3. Estructuras 0D

Las estructuras 0D exhiben un comportamiento bastante similar entre ellas
(Fig. 4.17). La impedancia disminuye con el aumento de frecuencia, mientras que
la conductividad aumenta, tal como sucede con las estructuras 2D y 3D. Es decir,
se comportan como un material dieléctrico. A bajas frecuencias la muestra de
Quitosano-ZnO-HAp tiene los valores mas altos de impedancia y los mas bajos de
conductividad. A frecuencias altas es la muestra de Quitosano-HAp la de mayor
impedancia, mientras que los valores de conductividad son muy cercanos en las tres
muestras.

En cuanto a la capacitancia y a la constante dieléctrica se observa que la ten-
dencia es similar en las 3 muestras (Fig. 4.18). A bajas frecuencias la muestra

de Quitosano-ZnO-HAp tiene la capacitancia y constante dieléctrica mas baja, lo
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Figura 4.18: Grafica de la capacitancia y constante dieléctrica en funcion de la fre-
cuencia para las estructuras 0D.

cual se explica por su conductividad més baja, que dificulta la movilidad iénica. A

altas frecuencias las muestras tienden a estabilizarse, y la de Quitosano-HAp es que

presenta los valores mas altos, lo cual se explica por su mayor conductividad.

En general, el comportamiento de estas estructuras es el de materiales dieléctri-

cos. Y al comparar con las estructuras 2D y 3D, encontramos que la capacitancia y la

constante dieléctrica en las estructuras 0D a altas frecuencias es menor que en las 3D

y similares en valores a las 2D, mientras que, a altas frecuencias, tienden todas a los

mismos valores. Es decir, se reafirma que la arquitectura influye en las propiedades

eléctricas de los materiales, con una diferencia mas marcada en bajas frecuencias.

4.4.

Analisis comparativo de las estructuras

Se han sintetizado estructuras en arquitecturas 3D, 2D y 0D, cuyas propiedades

estructurales, opticas y eléctricas difieren entre si, haciendo posible su aplicacion

en distintos campos como la biomedicina, fabricacion de dispositivos de bioimagen,

biosensores, dispositivos emisores de luz.



Las estructuras 3D presentan una gran porosidad, haciéndolas ideales para su
aplicacion en ingenieria de tejidos en donde ésta caracteristica es importante al
permitir la migracién celular a través de los sistemas. Las estructuras 2D muestran
menor porosidad que las estructuras 3D, sin embargo, su resistencia mecanica es
cualitativamente mayor, pudiendo tener posibles aplicaciones como sustituto de piel,
vendaje para curacién de heridas, sistemas de guia para regeneraciéon de tejidos, entre
otras. En las estructuras 0D se consiguié la formacion de particulas tipo “core-shell”
con pequenos residuos de quitosano, las cuales tienen potenciales aplicaciones en

sistemas de liberacién controlada de farmacos, por ejemplo.

En lo referente a las propiedades 6pticas, todas las muestras presentaron lumi-
niscencia, siendo las estructuras 2D las que mostraron una mayor intensidad. La
explicacién de estos resultados es que en el caso de las estructuras 3D su porosidad y
mayor nimero de irregularidades hacen que, tanto la luz absorbida como la emitida
sea menor; en las estructuras 0D, por otra parte, se formé una capa de carbono
superficial en su proceso de sintesis, reduciendo la emisiéon de luz. Considerando
que la luminiscencia en las estructuras 3D y 0D es muy débil, no serfan muy ttiles
en aplicaciones relacionadas con la 6ptica, sin embargo, las estructuras 2D podrian
utilizarse en el desarrollo de dispositivos de bioimagen, marcadores luminiscentes,

dispositivos emisores de luz, entre otros.

Las propiedades eléctricas en las estructuras 2D, 3D y 0D siguen un comporta-
miento similar entre ellas en cuanto a tendencias, pero sus valores son diferentes y
estan determinados en gran parte por la arquitectura de los sistemas. De manera
general, el comportamiento de los sistemas es el de materiales dieléctricos. Se ob-

tuvieron valores mas altos de impedancia en las estructuras 3D, lo cual se atribuye
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a la gran porosidad y el mayor tamano de las muestras que dificulta la movilidad
iénica, en comparacion con las muestras 2D y 0D. La capacitancia y constante
dieléctrica relativa tienen los valores mas bajos en las estructuras 0D, lo cual se debe
a que, para frecuencias altas, los iones no se mueven a la velocidad suficiente para
alinearse con el campo eléctrico, haciendo que su aporte a la capacitancia disminuya.
El estudio de estas propiedades, que no se ha realizado antes, puede conducir a
potenciales aplicaciones de estos sistemas en la fabricacion de biosensores y otro tipo

de dispositivos electrénicos.
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Capitulo 5

Conclusiones y Recomendaciones

5.1.

Conclusiones

Se consiguié sintetizar estructuras con arquitecturas 3D y 2D de quitosano,

quitosano/Zn0O y quitosano/ZnO /hidroxiapatita.

El método de deposicion de hidroxiapatita asistido por campo eléctrico funcioné
bien en todas las membranas y en los andamios que contienen ZnO, pero no
pudo ser usado para los andamios de quitosano puro debido a la desintegraciéon

que éstos presentaron.

Se obtuvieron estructuras 0D tipo “core-shell” a partir de la pirolizacion de las
membranas previamente sintetizadas. Los polvos resultantes contienen pequenos
restos de quitosano, que a pesar de no ser lo esperado es algo positivo puesto

que contribuyen a la biocompatibilidad de los sistemas.

Se realizo la caracterizacion estructural y microestructural de las muestras me-
diante diferentes técnicas, permitiendo determinar caracteristicas como la cris-

talinidad, composicién, morfologia y tamano de las particulas y estructuras.
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= Se determinaron las propiedades eléctricas (conductividad, capacitancia, cons-
tante dieléctrica) de los sistemas 3D, 2D y 0D. El comportamiento que muestran
es el de materiales dieléctricos y sus valores dependen en gran parte de su ar-
quitectura. Los valores mas altos de impedancia y mas bajos de conductividad
corresponden a las estructuras 3D, y son atribuidos a su alta porosidad e irre-

gularidades que dificultan la movilidad iénica.

= Se determinaron las propiedades de fotoluminiscencia de todos los sistemas. La
mezcla de ZnO /hidroxiapatita en arquitectura 2D produjo un efecto sinergistico
mejorando notablemente la intensidad de emision. En los sistemas 3D y 0D no
se observo este efecto, lo cual se atribuye a la porosidad e irregularidad de las
superficies en los sistemas 3D y a la gran cantidad de carbono amorfo resultante
de la pirdlisis en las estructuras 0D. Sin embargo, todas las muestras presentan

una respuesta fotoluminiscente.

= Se determiné que la arquitectura influye en las propiedades eléctricas y opticas

de los sistemas.

5.2. Recomendaciones

= Se recomienda hacer un estudio cualitativo y cuantitativo sobre los efectos del

ZnO en las propiedades mecdanicas de las estructuras 2D y 3D de quitosano.

= Se recomienda aumentar el tiempo de pirolizacién de las membranas si se quiere

evitar restos de quitosano en las estructuras 0D.

= Se recomienda trabajar con voltajes menores que 15V para la deposicién de
hidroxiapatita asistida por campo eléctrico para evitar danos graves en las es-

tructuras de membranas y andamios.
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Apéndice A

Curvas de ajuste para los espectros
de fotoluminiscencia de las

estructuras 2D

Los ajustes fueron realizados con el programa OriginPro 8.6, siguiendo el proce-

dimiento detallado a continuacion:

= Se tomo6 como base la membrana de quitosano, su espectro fue ajustado median-
te una distribucién lorentziana y se determiné la longitud de onda de méxima

intensidad (42, )-

= Al espectro de la muestra quitosano-ZnO se lo ajusté con dos curvas lorentzia-
nas, fijando el centro de una de ellas en el valor obtenido del ajuste anterior
(Amax, ), ¥ se determiné la longitud de onda de maxima emisién de la segunda

curva (Apmaz, )-

= Kl mismo procedimiento del punto anterior se realizdé con los espectros de las

membranas de quitosano-HAp (7V) y quitosano-HAp (14V).
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» En las muestras de quitosano-ZnO-HAp (7V) y quitosano-ZnO-HAp (14V) se

utilizé tres curvas lorentzianas para su ajuste, y se fijo los centros de dos de

ellas (Angz, ¥ Amas, ), dejando libre la tercera curva.

La ecuacién utilizada para los ajustes (distribucién lorentziana) es:

Y=Y+ —

2A w

T Az — x.)? + w?

Los resultados obtenidos con sus correspondientes graficas son los siguientes:

Muestra Intensidad méaxima (u.a.) Area total integrada
Quitosano 650 71847,25
Quitosano-ZnO 1590 213147,48
Quitosano-HAp (7V) 680 81966,34
Quitosano-HAp (14V) 460 63535,73
Quitosano-ZnO-HAp (7V) 4100 431577,29
Quitosano-ZnO-HAp (14V) 3140 337602,34

Tabla A.1: Area total integrada de las curvas de ajuste para los espectros de fotolu-

miniscencia en estructuras 2D.
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Figura A.1: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de

quitosano.

Curva de ajuste 1
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 504,24374 0,16573
w 114,99856 0,52184
A 118331,25673 409,50232
Intensidad en z, (u.a.) 650 -
Area bajo la curva 71847,25 -

Tabla A.2: Parametros de la curva de ajuste: membrana de quitosano.
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Figura A.2: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de
quitosano-ZnO.

Curva de ajuste 1
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Ze 504,24374 0
w 82,7249 1,0625
A 139243,02557 1904,50954
Intensidad en z, (u.a.) 1072 -
Area bajo la curva 88731,96 -
Curva de ajuste 2
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 545,3125 0,19216
w 120,16378 0,65579
A 179891,09003 1404,35136
Intensidad en z,. (u.a.) 958 -
Area bajo la curva 123645,40 -

Tabla A.3: Parametros de las curvas de ajuste: membrana de quitosano-ZnO.

90



800 —— :

Quitosano-HAp (7V)
Curva de ajuste 1

Curva de ajuste 2 .
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Figura A.3: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de
quitosano-HAp (7V).

Curva de ajuste 1
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Ze 504,24374 0
w 111,08979 1,26241
A 115848,78037 1340,55136
Intensidad en z, (u.a.) 664 -
Area bajo la curva 72007,93 -
Curva de ajuste 2
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 585,0321 0,2416
w 75,94021 3,6289
A 11947,35047 849,71417
Intensidad en z,. (u.a.) 103 -
Area bajo la curva 9617,80 -

Tabla A.4: Parametros de las curvas de ajuste: membrana de quitosano-HAp (7V).
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Figura A.4: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de
quitosano-HAp (14V).

Curva de ajuste 1

Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 504,24374 0
w 113,83045 1,94295
A 73463,6811 1440,14477
Intensidad en z. (u.a.) 413 -

Area bajo la curva 46697,43 -
Curva de ajuste 2

Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 580,07925 0,42497
w 101,59393 2,49034
A 22298.,82792 1030,55025
Intensidad en z, (u.a.) 140 -

Area bajo la curva 16615,98 -

Tabla A.5: Pardmetros de las curvas de ajuste: membrana de quitosano-HAp (14V).
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Figura A.5: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de

4001

Intansided {U.a.)

Quitosane-Zr0-HAp (V)

Curva de ajusie 1

Curva de ajusie 2

Curva di ajisie 3
—— Curva de ajuests ol

quitosano-ZnO-HAp (7V).

Tabla A.6: Parametros de las curvas de ajuste: membrana de quitosano-ZnO-HAp

(7V).

5 £00
Langitud de onda [rm)

Curva de ajuste 1
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 504,24374 0
w 82,93573 1,01637
A 370481,36551 1016,70995
Intensidad en z,. (u.a.) 3452 -
Area bajo la curva 269557,11 -
Curva de ajuste 2
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
T 545,3125 0
w 69,70803 7,1043
A 80634,47005 1656,94205
Intensidad en z. (u.a.) 1283 -
Area bajo la curva 111528,96 -
Curva de ajuste 3
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 583,8308 2,20481
w 68,18438 4,24189
A 39112,5952 8101,48194
Intensidad en z. (u.a.) 558 -
Area bajo la curva 51112,49 -
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Figura A.6: Curva de ajuste para el espectro de fotoluminiscencia de la membrana de
quitosano-ZnO-HAp (14V).

Curva de ajuste 1
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 504,24374 0
w 72,69096 0,92869
A 394309,26888 | 14989,01185
Intensidad en z,. (u.a.) 2850 -
Area bajo la curva 239936,99 -
Curva de ajuste 2
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
T 545,3125 0
w 70,34579 6,38781
A 140082,23033 | 26819,01036
Intensidad en z. (u.a.) 739 -
Area bajo la curva 64858,00 -
Curva de ajuste 3
Parametro Valor Error Estandar
Yo 0 0
Te 578,12306 2,11475
w 71,44297 4,0937
A 62608,76168 1267,07245
Intensidad en z. (u.a.) 366 -
Area bajo la curva 32238,97 -

Tabla A.7: Parametros de las curvas de ajuste: membrana de quitosano-ZnO-HAp
(14V).
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