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RESUMEN

En el presente trabajo se realizd la modificacion de un biopolimero (quitosano) con
grupos fenilbordnicos para obtener un hidrogel que presentara la capacidad de
autoregeneracion. Se demostré de manera exitosa la modificacion del quitosano
resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada con
la transformada de Fourier. La estabilidad térmica del material fue estudiada mediante un
analisis termogravimétrico, obteniéndose una temperatura de degradacion térmica sobre
los 245 °C. Se determino la viscosidad del material en una disolucion acuosa siendo su
viscosidad intrinseca de 5,94. Se prepard un hidrogel de concentracion 8 % (p/v) con
capacidad de autoregeneracion. Esta propiedad se probd mediante diferentes dafios en el
material. Se cuantific6 la eficacia de curacion mediante medidas de reologia, obteniendo

un 98% tras tres ciclos.
ABSTRACT

In the present work, the modification of a biopolymer (chitosan) with phenylboronic
groups was carried out to obtain a hydrogel that has the self-healing capability. The
modification of chitosan was successfully demonstrated by nuclear magnetic resonance,
Fourier transform attenuated total reflectance infrared spectroscopy. The thermal stability
of the material was studied by thermogravimetric analysis, obtaining a thermal
degradation temperature over 245 °C. The viscosity of the material in an aqueous solution
was determined with its intrinsic viscosity being 5.94. An 8% (w/v) concentration
hydrogel with self-regeneration capacity was prepared. This has been tested qualitatively
and quantitatively by means of different types of damages and techniques. Healing

efficiency was quantified by rheology measurements, obtaining 98% after three cycles.
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-Glosario:
DCC: Quimica dindmica covalente (de sus siglas en inglés Dynamic Covalent Chemistry)

CDC: Quimica dindmica constitucional (de sus siglas en inglés Constitutional Dynamic

Chemistry)
CS: Quitosano (Abreviatura de su nombre en inglés Chitosan)
PBA: Acido fenilborénico (Siglas en inglés Phenyl Boronic Acid)

CSPBA-X: Quitosano modificado con acido fenilboronico donde la X hace referencia al

porcentaje de modificacion
RMN: Resonancia magnética nuclear

ATR-FTIR: Espectroscopia infrarroja empleando reflectancia total atenuada con

transformada de Fourier.

TGA: Anélisis termogravimétrico
NHS: n-Hidroxisuccinimida
EDC: 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Peso/Volumen: p/v

[n]: Viscosidad intrinseca

Nsp: Viscosidad especifica

Nret: Viscosidad relativa

1: Esfuerzo

v: Deformacion

8: Angulo de fase

G’: Modulo de almacenamiento o mddulo elastico
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G’’: Médulo de pérdidas o mddulo viscoso
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1. Introduccion

La quimica dinamica covalente o DCC (por sus siglas en inglés Dynamic Covalent
Chemistry), describe la formaciéon de enlaces covalentes de naturaleza dindmica.
Inicialmente, este tipo de reversibilidad era atribuida a interacciones supramoleculares en
su mayoria, entre las que destacan los enlaces de hidrogeno. Estas interacciones
supramoleculares fueron ampliamente estudiadas y aplicadas a diferentes tipos de
materiales. Sin embargo, debido a la naturaleza del ensamblaje supramolecular, aquellos
materiales que debian ser expuestos a un gran esfuerzo colapsaban con facilidad. Este
hecho gener6 la necesidad de combinar las grandes propiedades que presentaban los
materiales supramoleculares, con la robustez y estabilidad de los enlaces covalentes.
Finalmente, la solucién para este problema fue el desarrollo de la quimica dindmica

covalente.!3

El concepto de la quimica dindmica covalente ha sido empleado desde los inicios de la
quimica. De hecho, algunos de los principales precursores de esta quimica fueron
Williamson, Schiff o Fischer, los cuales realizaron descubrimientos fundamentales para
el desarrollo de la DCC. La DCC es una estrategia para elaborar conjuntos
supramoleculares complejos tomando como base, bloques de construccion moleculares
discretos.* Se ha logrado el desarrollo de diversos ensamblajes complejos como
estructuras organicas covalentes, nudos moleculares, polimeros y macrociclos.’ Es de
suma importancia realizar la siguiente aclaracion, la DCC hace referencia Uinicamente a
las interacciones de enlace covalente. Este fenomeno se encuentra en estrecha relacion
con el comportamiento termodindmico del sistema. El equilibrio rapido permite que
existan simultdneamente varias especies diferentes, entre las que se pueden seleccionar
aquellas con las propiedades quimicas, bioldgicas y farmacéuticas adecuadas. El
equilibrio puede ser modificado mediante varios métodos, uno de ellos es la adicion de
una plantilla que produce un desplazamiento del equilibrio hacia la formacion del
complejo mas estable, esto se ha denominado efecto pantalla termodindmica. Este nuevo
equilibrio desplazado se retiene mediante la modificacion de las condiciones de reaccion.
Otro de los conceptos mas importantes en la DCC son los sistemas dindmicos. Estos
sistemas son conjuntos de componentes moleculares que tienen la capacidad de

ensamblarse y desensamblarse de manera reversible. Como se ha comentado
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anteriormente, el control termodindmico del sistema es un aspecto clave en la DCC. El
ensamblaje reversible genera productos e intermedios semiestables. El camino de
reaccion puede estar controlado por vias cinéticas o termodindmicas. Los intermedios de
naturaleza cinética se alcanzan en un tiempo menor debido a que su energia de activacion
es notablemente inferior (Figura 1). Sin embargo, cuando este proceso se expande en el
tiempo el sistema tiende a evolucionar hacia los productos termodindmicos, ya que se
encuentran en un nivel menos energético. Esta fuerza que provoca la migracion desde los
productos cinéticos hacia los termodindmicos se denomina control termodindmico. El uso
de plantillas termodindmicas permite disminuir la energia libre requerida para un

producto. Un ejemplo de plantilla termodindmica es el ciclofano C2.

Control cinético Control termodinamico
B el ———— ] E———————

Estado de transicion

Intermedio

Intermedio

ac®| Productos de |age
partida

Energia (J)

Producto
cinético

v

Producto
termodinamico

Paso de la reaccion

Figura 1. Diagrama de energia general en el que se muestran los dos caminos de reaccion, el cinético (violeta) y el
termodindmico (rojo). Imagen adaptada con permiso de https://hmong.es/wiki/Dynamic_covalent _chemistry.

La DCC se ha empleado en muchos campos de investigacion, siendo uno de los mas
destacados el campo de los hidrogeles o materiales blandos. Cuando un hidrogel es
formado mayoritariamente por interacciones dindmicas de tipo covalente puede presentar
una propiedad denominada autoregeneracion (mejor conocida por su nombre en inglés

self-healing). Esta propiedad es de suma importancia, pues permite aumentar
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considerablemente el tiempo de vida media de estos materiales blandos conservando sus
propiedades mecénicas. A lo largo de esta introduccion se detallard esta propiedad y su

impacto en la ciencia de los materiales.
1.1 Tipos de quimica dinamica covalente

Generalmente, existen varios requisitos para que la DCC pueda llevarse a cabo. Al
contrario que las interacciones supramoleculares, las cuales se basan en interacciones
fundamentalmente débiles, la DCC debe lidiar con enlaces covalentes robustos y
generalmente la cinética de formacion es lenta. Debido a esto, existen varios factores que
se deben tener en cuenta para plantear las posibles reacciones que se van a llevar a cabo.
En primer lugar, se debe conocer el tiempo de vida media de los enlaces reversibles y
estos deberian encontrarse en el rango de 1 ms <t < 1 min, para asegurar que los enlaces
dindamicos seran lo suficientemente estables para mantener una estructura molecular con
comportamiento dindmico. Esta importancia del tiempo de vida media tiene un gran
efecto en las propiedades de los sistemas, siendo las propiedades del mismo dependientes
del tiempo. Por ejemplo, en quimica supramolecular, el tiempo de vida media de los
enlaces de coordinacion tiene un efecto directo en las propiedades mecanicas del material,
siendo desde fluidos muy viscosos hasta solidos elasticos resistentes. Como se ha
comentado anteriormente, la cinética de formacion de enlace es de suma importancia, por
lo que se requiere que sea todo lo répida que sea posible. Desde el punto de vista
termodinamico, se requiere que el equilibrio sea mas estable que la forma desplazada para
mantener la naturaleza dindmica en el tiempo. Otro de los factores mas importantes son
las condiciones de reaccion. Por lo general, se busca trabajar con condiciones de reaccion
suaves ya que permite emplear un mayor espectro de grupos funcionales. Se debe tener
en mente la biocompatibilidad del medio, por lo que medios acuosos sueles ser altamente
recomendados para este tipo de quimica. Por ultimo, el sistema debe ser facilmente
desplazable hacia una de sus dos formas. Se han desarrollado numerosas estrategias para
romper el equilibrio, entre ellas destacan los cambios de pH, cambios de temperatura,

estimulo con luz de diversas longitudes de onda, etc.

Teniendo en cuenta los requisitos necesarios para obtener un sistema que se incluya en la
DCC, se puede intuir con facilidad el amplio espectro de grupos funcionales y de

mecanismos que pueden ser empleados (Figura 1). En este trabajo se haré hincapié en los
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mecanismos quimicos que habilitan la DCC. Principalmente se emplean dos tipos
mecanismos quimicos para obtener un sistema DCC, la reconstruccion de la red covalente
mediante la interaccion de grupos funcionales terminales y la reconstruccion de la red
covalente mediante el empleo de radicales libres. Para obtener este tipo de sistemas,
primero es necesario conocer que tipos de grupos funcionales (Figura 2) y reacciones dan
lugar a enlaces covalentes dindmicos. Entre estos grupos funcionales se encuentran las
iminas o bases de Schiff,®’ los enlaces del tipo C-S? o los ésteres de boronato.’ No solo
son capaces de formar enlaces covalentes dindmicos los grupos funcionales, también los
productos de ciertas reacciones tienen estas propiedades, la reaccion mas empleada en

estos casos es la reaccion de Diels-Alder.!0-11:12

(0)
i—0

N~ 2,

Hidrazonas Oximas Reaccion Diels Alder
0 O-R
& A

'1_&/ \S/ LL%_/S\S/‘ILL O\R

Tioésteres Disulfuro Esteres de boronato

Figura 2. Ejemplos de diferentes enlaces covalentes dinamicos.

Los materiales que presentan este tipo de enlaces covalente dinamicos suelen poseer la
propiedad de autoregeneracion. Esta propiedad permite que el material en cuestion
regenere el dafio provocado en el mismo al ser sometido al estimulo que cataliza la

formacion de los enlaces covalentes.
1.2 Mecanismos de autoregeneracion

Los mecanismos de autoregeneracion se han subdividido principalmente en dos los
mecanismos extrinsecos y los mecanismos intrinsecos. El mecanismo extrinseco se
produce por accidon de agentes externos al material, es decir, la estructura quimica del
material se mantiene inalterada. El cldsico sistema para este tipo de mecanismos consiste

en la dispersion de dos microcépsulas en la superficie del material. Una de ellas contiene
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el agente reparador, el cual es capaz de asociarse consigo mismo para dar sellar el dafio.
Estos agentes reparadores suelen requerir de catalizadores, los cuales estan dispersos en
otra microcépsula. Al ser dafiado el material (Figura 3), se liberan los dos componentes

que dan lugar a la reaccion correspondiente, reparando la zona dafiada.

° ° O ° . ° ° . ° . O . . .. IS o
®
A ¢ ¢ . ® . .. . O ° B ¢ ) . ® . o. . C ¢ -
L] .
o © - . @ ° - .
° - ° o @ . *@° © Y - ° e @ . "o °
. ° . . O ° .
® - ® o ¢ ° ® N\ ® o o °
b ° ° ® e o ) .
. e @ e - o . e @ ° o
Age'nte o « © . . o « @ .
reparador "Catalizador ¢ ¢
([ ] ®
[ ]
C o @ o
PY ° C @
®
o @ o
¢ °
T -
@
. e @
® b ®

Figura 3. Diferentes etapas del mecanismo extrinseco de autoregeneracion. A) Se muestra la situacion inicial del
material, en la que el agente reparador y el catalizar se encuentran dispersos en la matriz epoxi. B) se muestra el dafio
sufrido por el material y la liberacion del agente reparador y el catalizador. C) Se muestra la completa recuperacion del
daflo, debido a la accion del agente reparador. Ilustracion realizada por José Ignacio.

Estos tipos de autoregeneracion fueron ampliamente estudiados, ya que permitia
aumentar considerablemente la vida 1til de ciertos materiales. Uno de los principales
ejemplos es la reparacion de materiales epoxi dispersando en su superficie un
ciclopentadieno y el catalizador de Grubbs de primera generacion. El mecanismo por el
que se logra sellar el dafio causado en el material consiste en la polimerizacion por
metatesis de olefinas (conocida por sus siglas en inglés Ring-Opening Metathesis
Polymerization, ROMP).!3 Sin embargo, actualmente se existe un mayor interés en los
mecanismos de tipo intrinseco debido a las grandes propiedades que se logran atribuir al

material.
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Figura 4. Ejemplo de la polimerizacién por metatesis de olefinas y estructura del catalizador de Grubbs de primera
generacion.

El mecanismo intrinseco se basa en la modificacion de la estructura inicial del material
para adicionarle grupos funcionales con capacidad de formar enlaces covalentes
dindmicos. Por lo general, este tipo de materiales deben ser sometidos a estimulos
externos que catalicen la formacion de enlaces covalentes. Existen numerosos estudios
en los que se modifican tanto polimeros de origen sintético como biopolimeros. El
principal objetico de la autoregeneracion intrinseca es la formacion de una estructura
covalente 3D que pueda dar lugar a un material suave, por ejemplo, a un hidrogel si se
empleara el agua como disolvente. En base a esto, se han desarrollado multitud de
sistemas haciendo uso de este tipo de grupos, como pueden ser los puentes disulfuro,
iminas o ésteres de boronato. Las aplicaciones para este tipo de materiales son muy
amplias, pues pueden ser usados como bioindicadores de glucosa como es el caso de los
¢steres de boronato, como principal precursor del proceso de autoregeneracion,
permitiendo que el material conserve sus propiedades mecanicas inalteradas. Sin
embargo, la principal aplicacion que poseen muchos de estos materiales suaves se
encuentran en el campo de la biomedicina y de la robdtica. Debido a esto ultimo, la
modificacion de polimeros naturales (Figura 5) como pueden ser el alginato, dextrano,

quitosano, etc. ha atraido una gran atencion en los ultimos afios.



Universidad JOSE IGNACIO HERNANDEZ GARCIA

de La Laguna

MASTER EN QUIMICA 2021-2022
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

A B " -0 c
- OHO e} OH OH
O 0}
OH ™o %to %to o
HO 0
v o:<NH NH,
COH CHs
0 L m n
— _n~

Figura 5. Estructuras de varios biopolimeros. A) Alginato, B) dextrano y C) quitosano.

Estos biopolimeros son seleccionados debido a la gran biocompatibilidad que suelen
presentar, ademds de suponer una alternativa a los polimeros sintéticos, los cuales suelen
requerir de disolventes mucho mas toxicos. La investigacion en torno a los biopolimeros
estd en constante crecimiento debido a la necesidad de trabajar con sistemas sostenibles
y poco agresivos con el medio ambiente. Entre los nombrados anteriormente, uno de los
mas estudiados es el alginato, este biopolimero esencialmente es un polisacarido con
grupos carboxilicos en su estructura. Este material se extrae de las algas pardas, por lo
que se extrae de una fuente puramente natural. Otra de las grandes ventajas de este
biopolimero es su solubilidad en agua, siendo soluble en disoluciones acuosas con pH
superior a 3,5. En cuanto a la aplicabilidad, principalmente se ha trabajado con la
formacion de hidrogeles de alginato, tratando de obtener un material con capacidad de
autoregeneracion. Estos sistemas hidrogeles se han planteado para diversas funciones
como adhesivos, dosificadores de medicamentos, para componentes en robdtica, para el

tratamiento de heridas superficiales, etc.

En el afio 2017, Diaz y colaboradores'* llevaron a cabo la modificacion del alginato para
incorporar grupos fenil boronico (desde ahora PBA, por sus siglas en inglés
phenylbrononic acid) a su estructura, haciendo uso de los grupos carboxilicos ya
presentes en el mismo. Los PBA son capaces de formar ésteres de boronato, que permiten
la formacion de una red 3D dindmica covalente. Sin embargo, la metodologia bésica para
afrontar este tipo de sistemas es el empleo de dos grupos, por un lado, el PBA que debe
unirse al biopolimero deseado y por el otro lado, un grupo tipo catecol que permita la
existencia de grupos hidroxilo en posiciones 1,2 o 1,3 respectivamente ya que favorecen
la formacion de estos ésteres de boronato. En el trabajo publicado por el grupo se plante6
el empleo de los grupos hidroxilo, presentes en la estructura del alginato, para la
formacion de ésteres de boronato. Esto supone una simplificacion en la metodologia de

trabajo, pues no se requiere de otra modificaciéon mas alld de la incorporacion del grupo
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PBA. Sin embargo, esto solo fue planteado para el alginato, por lo que se plante6 la

posibilidad de extrapolar estos resultados a diferentes biopolimeros, como el quitosano.

El quitosano es un aminopolisacdrido cuyas unidades basicas son la B-(1,4) D-
glucosamina y la N-acetil-D-glucosamina. Su estructura destaca por la presencia de
grupos hidroxilos, asi como de grupos aminos libres y acetilados. Este biopolimero es
obtenido principalmente de la desacetilacion de la quitina,!” la cual es extraida de
diferentes crustaceos y de la pared celular de hongos y algas. El principal problema que
presenta el quitosano es la insolubilidad en agua a pH relativamente bésicos, sin embargo,
al tratarse de un material biocompatible, biodegradable y no tdxico para el medio
ambiente, suscita un gran interés en la comunidad cientifica. Debido a esto, se ha escogido

el quitosano como pilar fundamental de este trabajo.
2. Objetivo

El objetivo general establecido para este trabajo es la obtencion de un sistema hidrogel

capaz de autoregenerarse y conservar sus propiedades mecanicas

Los objetivos especificos planteados para alcanzar el objetivo general fueron los

siguientes:

1- Modificar el quitosano con &cido fenil bordnico y caracterizar tanto el
biopolimero modificado y sin modificar.

2- Demostrar la posibilidad de fabricar redes dindmicas covalentes empleando
unicamente los grupos hidroxilo presentes en el biopolimero.

3- Obtener un hidrogel con propiedades mecanicas adecuadas y que presente la
propiedad de autoregeneracion.

4- Caracterizar la propiedad de autoregeneracion mediante el uso de la reologia y
compararlo con otros materiales.

3. Parte experimental

Todos los reactivos y disolventes empleados en este trabajo fueron adquiridos a través de
distribuidores comerciales y fueron usados sin tratamiento previo. Quitosano de medio
peso molecular (CS, DS: 54,65 %), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
clorohidrato (EDC-HCI, 99,99 %) para sintesis, N-hidroxisuccinimida (NHS, 98,00 %),
acido acético glacial (AcOH, 99,99 %) y metanol (MeOH,99,80 %) fueron comprados en
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Sigma-Aldrich. Acido 3-carboxifenilboronico (CPBA) fue adquirido en TCI Europe.

Membranas de dialisis con un tamafio de corte de 3,5 kDa fueron obtenidos de Spectrum.

3.1 Técnicas de caracterizacion

3.1.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Las medidas de RMN de 'H fueron realizadas en un equipo Bruker Avance 500 a
temperatura ambiente. Los desplazamientos quimicos se indican en partes por millén
(ppm) usando como referencia la sefial asignada para D>O. La notacion empleada para la
multiplicidad de las sefiales obtenidas en los experimentos de RMN es la siguiente: s =

singulete, d = doblete, t = triplete, q = cuartete, m = multiplete.

3.1.2 Espectroscopia infrarroja empelando reflectancia total atenuada

por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros fueron realizados en un espectrometro Cary 630 FTIR, los espectros se
midieron realizando 50 barridos en un intervalo desde 4000 hasta 650 cm™!. La resolucion
empleada en las mediciones fue de 2 cm!. El modulo de reflectancia total atenuada
(ATR), permite conocer informaciéon de la muestra ya sea en estado solido o liquido. Su
funcionamiento se basa en la propiedad de reflexion interna total. El mecanismo se basa
en la incision de un haz de luz infrarroja en el cristal del ATR, el cual provoca que el haz

se refleje una o mas veces sobre la superficie de la muestra.

penetracion —___ n2 P Muestra A
Cristal

- Muestra

Figura 6. Funcionamiento del modulo ATR. Imagen adaptada de https://triplenlace.com/2017/06/16/espectroscopia-
infrarroja-de-reflexion-total-atenuada-atr/

3.1.3 Reologia

Para las medidas de reologia se empled un reémetro Discovery-HR2, equipado con un
sistema de control de temperatura, un plato peltier que permite controlar la temperatura
de la muestra. Los parametros fijados para el estudio fueron 25 °C, intervalo de frecuencia

de 0-100 Hz, sin aplicar ningun otro tipo de esfuerzo.
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La reologia permite conocer las propiedades mecanicas de todo tipo de hidrogeles, se
basa en la aplicacion de diferentes esfuerzos sobre el material, midiendo la respuesta de
este. En este caso se ha realizado un esfuerzo de oscilacion con una frecuencia variable.
En este caso particular, se busca comprobar que el material mantiene un comportamiento
viscoelastico a medida que aumenta la frecuencia. También se busca conocer los valores

para G’y G, asi como la capacidad de autoregeneracion del material.
3.1.4 Analisis termogravimétrico

Los anélisis mediante TGA fueron realizados en un TGA/SDTAR851 Mettler-Toledo
thermobalance. Los termogramas fueron realizados en un intervalo de 0 °C a 800 °C con

una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.
3.1.5 Microscopia optica

Las medias de miscroscopia Optica fueron obtenidas mediante el uso de un microscopio
optico Motic B3 professional series, haciendo uso del aumento 4x, siendo este de 4/0.10.
La muestra fue colocada sobre un portaobjetos de vidrio y cubierta con un cubreobjetos

de vidrio.
3.1.6 Viscosimetria

Los estudios de viscosidad fueron llevados a cabo en un viscosimetro Ostwald. Para ello
se hizo pasar en primer lugar la disolucion sin polimero para determinar el tiempo que
necesita el disolvente para recorrer dicha distancia. Los puntos deben ser medidos 5 veces
para asegurar la mayor precision posible, estos puntos se promedian para dar lugar a los

valores de escurrimiento.
3.2 Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano

En primer lugar, se preparé una disolucion de quitosano siguiendo un procedimiento
establecido:!® El quitosano (0,3 g) fue disuelto en una disolucion 0,1 M de HCI (25 mL).
Esta disolucion se aford a 100 mL y se disolvio KC1 (0,75g)vpara ajustar la fuerza iénica
a0,1. Posteriormente, se valor6 dicha disolucion utilizando como agente valorante NaOH
0,05 M previamente estandarizada. Se empled un pHmetro para monitorizar el valor de
pH durante toda la valoracion, dando por concluida la misma al alcanzar el valor de pH

12. Con estos datos se representd una grafica pH vs Vaon, siendo Vnaon el volumen de
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NaOH empleado durante el procedimiento, para obtener los dos puntos de equivalencia

del quitosano y con ello realizar el calculo del grado de desacetilacion.
3.3 Modificacion quimica de quitosano con acido fenilbordnico

Con la intencion de conocer si la introduccion de estos grupos en la cadena de quitosano
tiene un efecto significativo, se prepararon quitosanos modificados al 20, 60 y 90 %. La
metodologia empleada para realizar la modificacion del CS es la propuesta por Juan Li et
al, consistiendo en, disolver previamente el CS (1g, 3,93 mmol) en 120 mL de agua a la
que se le afiaden 360 uL de acido acético glacial, la disolucion fue agitada por 24 horas
para asegurar la correcta disolucion del CS. Una vez transcurrido este tiempo, se disolvid
el CPBA (651 mg, 3,93 mmol, cantidades variables para cada concentracion) y el NHS
(493 mg, 4,28 mmol) en 40 mL de metanol, la mezcla fue homogeneizada por 30 minutos.
Seguidamente, se afiadi6 el EDC-HCI (665 mg, 3,47 mmol) a la disolucion de
CPBA/NHS en un bafo de agua-hielo para controlar la temperatura, la disolucion se dejo
bajo agitacion constante durante 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo, se mezclaron
ambas disoluciones en un baio de agua-hielo para controlar la temperatura. Se dejo6 bajo
agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente. La disolucion fue dializada frente a
agua cambiando el agua cada 30 minutos las primeras 24 horas, luego, los cambios se
realizaron cada 3 horas por 2 dias mas. El dializado fue liofilizado durante dos dias. Los
materiales fueron denominados como CSPBA-20, CSPBA-60, CSPBA-90, dependiendo

de la cantidad de acido fenil bordnico en la cadena de quitosano.
3.4 Preparacion del hidrogel

Los hidrogeles de CSPBA fueron obtenidos mediante la preparacion de 1 mL de una
disolucion acuosa de CSPBA (3 % peso/volumen), la cual se prepar6 en viales de 5 mL
(dimensiones), a temperatura ambiente y bajo constante agitacion durante 12 horas.
Transcurrido ese tiempo se extrajo el hidrogel del vial y se deposit6 sobre una placa Petri

(dimensiones) para ser incubado a temperatura ambiente.
3.5 Estudio de la propiedad de autoregeneracion

La propiedad de autoregeneracion fue estudiada a partir de distintos tipos de dafio fisico,

inducidos mediante los siguientes experimentos:
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A) Dafio punzante, provocando una apertura en el centro del material de
aproximadamente 0,5 cm.

B) Corte transversal resultando en la separacion del material en dos partes

Posteriormente, para cada uno de los dafios se dejo reposar el material durante un tiempo
controlado. Para el dafio B, se afiadieron 100 pL de una disolucion tampdn a pH 8,15 en
la interfase de las dos porciones del material. El tiempo méaximo de duracion para cada

experimento fue de 1 hora.

4. Discusion de resultados

4.1 Grado de desacetilacion del quitosano

El grado de desacetilacion del quitosano es un pardmetro sumamente importante y debe
ser conocido antes de realizar los experimentos, pues indica el numero de grupos -NH>
libres en la macromolécula de quitosano. La ruta sintética elegida para la modificacion se
basa en la sustitucion de estos grupos -NH> libres, por lo que se preciso del calculo del
grado de desacetilacion para poder ajustar bien las cantidades de reaccion. La valoracion
fue realizada mediante la metodologia explicada en el apartado 3.3 obteniéndose los

correspondientes valores de pH (Figura 7).
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Figura 7. A) gréafica correspondiente a la representacion de los valores obtenidos para la valoracion del CS
con NaOH. B) Primera derivada aplicada para la valoracion del quitosano.

En la Figura 7, se puede observar claramente como la valoracion presenta dos puntos de
equivalencia, un primer punto de equivalencia se alcanza tras la adicion de 16,5 mL de la
disolucion de NaOH, este punto corresponde con la neutralizacion del exceso de HCI
presente en la disolucion. El segundo punto de equivalencia es el de mayor interés, por
ello se calcul6 su valor exacto aplicando la primera derivada. Se tom6 como volumen
inicial 25,0 mL, alcanzandose el volumen de equivalencia a un volumen de 46,0 mL. Para
conocer con exactitud el volumen de NaOH necesario, se debe restar el valor obtenido
para el punto de equivalencia, menos el volumen inicial, obteniéndose un valor de 21,0

mL. En base a este volumen se realizaron los siguientes céalculos para conocer el grado
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de desacetilacion del quitosano empleado en la sintesis. El NaOH previamente
estandarizado poseia una concentracion de 0,048 M, por tanto, aplicando la siguiente

ecuacion:
Veq - Myaon = mmol quitosano

El nimero de milimoles de quitosano obtenidos fue de 1,01. Si se multiplica este valor
por la masa molar de una unidad de quitosano desacetilada (162 g/mol) se obtienen 0,163
gramos de unidades desacetiladas. Este valor indica la cantidad de CS disponible para
llevar a cabo la reaccidon deseada. Para calcular el porcentaje de unidades desacetiladas
en el quitosano, debe dividirse el valor de 0,163 g entre los gramos de CS iniciales, es
decir, 0,3 g. Se puede concretar que el CS estudiado posee un grado de desacetilacion del

54,65 %.
4.2 Sintesis y caracterizacion del CPBA

El acoplamiento por EDC se ha empleado durante muchos afios!”!® debido a la sencillez
experimental que supone. Sin embargo, existe un inconveniente para el caso particular
que se plantea, el uso del agua como disolvente. La existencia de agua en el medio de
reaccion puede dar lugar a la aparicion de reacciones secundarias no deseadas. Aun asi,
es necesario el uso de este disolvente por varios motivos, el primero es la poca solubilidad
que presenta el CS en otros disolventes. El segundo es la toxicidad que exhiben la mayoria
de disolventes organicos, es por esto que se decidid continuar con el agua como
disolvente. El primer paso de esta sintesis es la formacion de un intermedio entre el grupo
carboxilico y el EDC, siendo sustituido posteriormente por el NHS, generando la urea.
La urea formada por el EDC es soluble en agua, es por esto por lo que se selecciond en
lugar de su analogo el DCC, cuya urea no es soluble en agua. El segundo paso de la
reaccion consiste en el acoplamiento entre el grupo amino del CS y el intermedio
nombrado anteriormente. E1 NHS actia como buen grupo saliente, facilitando el posterior

ataque nucleofilico de la amina proveniente del quitosano.
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Esquema 1. Esquema en el que se describe la reaccién de acoplamiento entre el acido carboxilico del CPBAy el grupo

amino del quitosano.

Se obtuvo un material esponjoso de color blanco,

diferentes técnicas que se describen a continuacion.

4.2.1 Resonancia magnética nuclear

el cual fue caracterizado mediante

Los materiales fueron caracterizados mediante resonancia magnética nuclear, para una

mejor asignacion de las sefales se decidid asignar la siguiente notacion para CS y

CSPBA-X.
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Figura 8. A) Notacion de los hidrégenos presentes en las estructuras del CS (izquierda) y CSPBA (derecha). B) Espectros
1H-RMN para el CSPBA-90, CSPBA-60, CSPBA-20 y CS.

En la Figura 8, se puede observar el 'TH-RMN realizado en D,O como disolvente, su pico
caracteristico es fijado a 4,70 ppm y serd empleado como referencia. En primer lugar, se
debe destacar la aparicion de 4 sefiales en los CSPBA (seiiales 4, 5, 6, 7),"
correspondientes a los hidrogenos del anillo aromatico. La aparicion de estos es un claro
indicativo de la incorporacion de los &cidos fenil bordnicos a la cadena de quitosano. El
siguiente pico que deberia asociarse es aquel que aparece entorno a 5-5,3 ppm (sefial 1),2°
pues corresponde con el hidrégeno unido al carbono anomérico de la unidad de quitosano.
Se denomina carbono anomérico a aquel que se encuentra unido al oxigeno perteneciente
al enlace glicosidico, que une las diferentes unidades de piranosa. Esta sefial queda
completamente solapada por la sefial del disolvente, por ello no aparece en el espectro del
CSPBA-20. En el intervalo entre 4-3,5 ppm se encuentran las sefales correspondientes al
esqueleto del quitosano, manteniéndose similares en los diferentes espectros. En 3,0 ppm
(seial 2), se hace notable una sefial Unica, la cual corresponde con el hidrogeno que se
encuentra presente en el carbono unido al grupo -NH; o su forma acetilada. Finalmente,
se debe destacar la presencia de una sefal intensa entorno a 1,90 (sefial 3) ppm,?! siendo

esta la correspondiente al grupo -CHjz en las unidades de quitosano acetiladas. Esta senal
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serd tomada como referencia para conocer el porcentaje de sustitucion de los diferentes
quitosanos. El grado de sustitucion de los diferentes quitosanos fue realizado mediante la
relacion entre el area de pico de las sefiales aromaticas, en comparacion con los
hidroégenos presentes en el metilo. En base a esto, se determind que los grados de

sustitucion fueron del 92 %, 63 % y 25 %.
4.2.2 Analisis mediante ATR-FTIR

El anélisis infrarrojo se realiz6 mediante el empleo del mdédulo ATR permitiendo un
analisis directo de la muestra, con esta técnica se queria comprobar posibles cambios en
las bandas del quitosano debido a la incorporacion de estructuras aromaticas a la cadena

polimérica. Se realizaron medidas para los tres quitosanos obteniendo lo siguiente:
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Figura 9. Espectros infrarrojos realizados mediante |a técnica ATR-FTIR en el intervalo de 4000-650 cm-1. A) Espectro

para el CSPBA-20 comparado con el CS. B) Espectro para el CSPBA-60 comparado con el CS. C) Espectro para el CSPBA-
90 comparado con el CS.
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En la Figura 9, se pueden observar los espectros correspondientes al quitosano sin
modificar (color rojo), superpuesto con los diferentes quitosanos con diferente grado de
sustitucion (color negro). Dichos espectros se encuentran realizados en el intervalo de
4000 a 650 cm!. Se pueden observar varios picos caracteristicos comunes en los tres
quitosanos. En primer lugar, se puede observar un pico entorno a 3600 cm’!, éste se asocia
comunmente a los grupos hidroxilos que no poseen la capacidad de formar enlaces de
hidrogeno.?> La desaparicion de este pico indica que dichos alcoholes que no se
encontraban disponibles en el CS sin modificar, han sido activados tras la modificacion
del mismo. Avanzando en el espectro, aparece otra sefial muy caracteristica entorno a
3500-3000 cm™! correspondiéndose con los grupos hidroxilo que poseen la capacidad de
formar enlaces de hidrogeno. En la zona de 2800 cm™! aparecen dos picos muy proximos
que corresponden a la tension simétrica y asimétrica de los enlaces CH y CH» presentes
en la estructura de quitosano. Es importante destacar que, hasta ahora, ninguna de las
sefiales mencionadas anteriormente ha sufrido modificaciones respecto a las presentes en
el CS sin modificar. Para poder estudiar el intervalo del espectro comprendido entre 2000
y 650 cm’!, se registraron espectros para cada uno de los materiales. Los espectros

obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 10. Espectros infrarrojos en el intervalo entre 2000-650 cm-1. A) Espectro correspondiente a CSPBA-20. B)
Espectro correspondiente a CSPBA-60. C) Espectro correspondiente a CSPBA-90.

Tras la obtencidon de dichos espectros (Figura 10), se observaron notables cambios entre
los CSPBA y el CS sin modificar. En primer lugar, las sefales denominadas como 4 y 5
corresponden a la amida formada. La sefial 4 se asocia con la conocida amida I, la cual
aparece entorno a los 1700 cm’!. Esta sefial es cominmente atribuida a la tension del
enlace C=0 y a la contribucién de la tension del enlace C-N, dando lugar a la aparicion
de los dos picos que se pueden observar. La sefial nimero 5 corresponde con la amida II,
en este caso aparecer entorno a 1510-1580 cm™! y es consecuencia de la flexion del enlace
N-H mayoritariamente.?*?* La amida I y amida II se ven claramente mas definidas que en
el CS, esto puede deberse al aumento de la formacion de enlaces de hidrogeno entre las
cadenas del CS, recordemos que, la sefal asociada a los hidroxilos que no se encontraban
disponibles para formar enlaces de hidrogeno desaparece en los CSPBA. Finalmente, la
sefial nimero 6 es la mas notoria del espectro, esta corresponde a la tension del anillo de
piranosa presente en el quitosano.?>-?¢ Llama la atencion el cambio que sucede al realizar
la modificacion del CS, pues, esta sefial se acentia y se desplaza hacia nimeros de onda
mas grandes por lo que se puede determinar que la tension del anillo de piranosa esta
sufriendo un aumento energético. Este aumento energético puede deberse a la
incorporacion de los grupos fenilbordnico, debido a la incorporacion de un anillo
aromatico al esqueleto del quitosano, se produce un aumento de tension y por

consecuencia un aumento energético.

4.2.3 Analisis térmico.
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Tras realizar las caracterizaciones mediante RMN y ATR-FTIR, se decidié continuar la
caracterizacion inicamente con el CSPBA-90, ya que no existen diferencias significativas
entre los diferentes CS. El andlisis térmico se realizd para comprobar si existe alguna
variacion en las propiedades térmicas del material, como puede ser la descomposicion
térmica o el contenido de agua en el material. Se decidi6 realizar analisis TGA al CS sin
modificar, al CSPBA-90 y al hidrogel formado con este material. El experimento se
realizo calentando desde temperatura ambiente hasta 800 grados con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min. Tras ello se obtuvo lo siguiente:

110 T T T T T T T

——CS
100 —— CSPBA

90 | 4

80 - E

70 R

60 - 4

Pérdida de peso (%)

50 4

40 -

30 + 4

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

Figura 11. Curva obtenida para el analisis térmico para el CS y CSPBA.

El espectro mostrado (Figura 11), corresponde a la comparacion entre le CS sin modificar
y el CSPBA. En dicho espectro, se puede observar una clara pérdida de aproximadamente
el 10 % de la masa hasta los 100 °C, esto se puede asociar a la pérdida de agua presente
en el material. En el rango de temperatura entre 200-350 °C se produce la pérdida de masa
mas significativa, la cual puede ser atribuida a la descomposicion del CS tal y como esta
descrito en la bibliografia.?’-?® De igual manera, se realizé la derivada de la curva TGA,
denominada DTGA, para obtener el maximo de degradacion térmica y poder comparar

los procesos de degradacion con mas exactitud.
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Figura 12. Primera derivada de la curva TGA para el CSPBA y el CS donde se muestra el maximo de degradacion
térmica.

Al realizar la DTGA y representarla frente a la temperatura, se obtienen los méximos de
degradacion térmica para cada material. Notese la clara diferencia entre los procesos
térmicos para la descomposicion de la cadena de quitosano. Una vez realizado el andlisis

por TGA y su derivada, se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 1. Valores extraidos de los estudios TGA, DTGA para cada una de las muestras.

Muestra T5 (°C) TMD (°C) TR (°C)
CSPBA-90 50,73 245,78 793,46
CS 51,72 302,60 793,96
Hidrogel 50,38 114,21 792,73

En la Tabla 1se muestran tres valores diferentes obtenidos para cada material. En primer
lugar, se encuentra la Ts la cual indica la temperatura a la que el material ha perdido un 5
% de su masa. Este valor permite comparar la capacidad de pérdida de agua que tiene el
material. En este caso, no existe una gran diferencia entre los valores obtenidos,
produciéndose una variacion de tan solo el 1,91 %. El siguiente pardmetro determinado
es la temperatura de méxima degradacion, TMD, este valor indica la temperatura de
maxima velocidad de degradacion. Para ambos materiales, este maximo es alcanzado en
el proceso de descomposicion de la cadena de quitosano. La TR corresponde a la
temperatura residual a la que termina el proceso térmico. Los valores obtenidos difieren
de manera significativa entre ellos, suponiendo un cambio del 18,78 %. Teniendo en

cuenta que para el CSPBA-90 se obtiene una temperatura inferior, se puede afirmar que
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al agregar el grupo fenilbordnico se esta produciendo una mayor degradacion térmica del
quitosano. Esta hipotesis se sustenta en conjuncion con los andlisis ATR-FTIR, ya
explicados en el apartado 4.3.2 donde se producia un desplazamiento de la senal
correspondiente al anillo de piranosa a valores mas energéticos. Este aumento de la
tension puede estar debilitando la estructura del quitosano, traduciéndose en una mayor

degradacion térmica.

Ya que el material CSPBA-90 es capaz de formar hidrogeles, se decidiod realizar el estudio
termogravimétrico para ¢l, para comprobar si la introduccion de agua en la matriz poseia

alguin efecto notable.

DTGA

10 b i
12 b i
14 L i

16 F ——CSPBA
—CS

) ) ) ) ) ) . | —Hidrogel
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

18 |

Figura 13. Representacion de la DTGA para el CS, CSPBA y hidrogel.

Realizando el estudio de la DTGA (Figura 12) y comparando con los materiales
comentados anteriormente, se ha comprobado que el proceso predominante en el hidrogel
es la pérdida de agua. Sin embargo, se observa un proceso térmico, mucho menos
pronunciado, en temperaturas proximas a la TMD del CSPBA-90, lo que indica que la

tension del anillo de piranosa no se ve alterada al formar el hidrogel (Tabla 1).

En términos de la Ts se puede observar que el proceso de pérdida de agua es bastante
similar al mostrado por el CSPBA-90, en este caso, el maximo de degradacion térmica se
muestra en el proceso de pérdida de agua. Este comportamiento era el esperado, ya que
los hidrogeles son en su mayoria agua que se encuentra atrapada en la red polimérica.
Como la cantidad de polimero presente en el material no es muy elevada, el proceso de

descomposicion del quitosano practicamente no se aprecia.
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4.3 Estudio de la viscosidad del quitosano modificado y sin modificar

En la quimica de polimeros el peso molecular de los materiales juega un papel crucial,
condicionando su comportamiento tanto en el estado so6lido como en disolucion.
Particularmente, mediante medidas de viscosidad de disoluciones poliméricas se puede
obtener informacién importante acerca de su peso molecular, dimensiones e incluso
calidad termodinamica del disolvente. En este trabajo utilizamos medidas de viscosidad
con el objetivo de conocer el comportamiento del CSPBA y compararlo con el CS en una
disolucion acuosa. Estas medidas de viscosidad se realizaron empleando un viscosimetro
Ostwald, el cual permite medir tiempos de escurrimiento para las soluciones de
polimeros. Estos valores de tiempo son de suma importancia, pues permiten conocer la
viscosidad relativa de cada material. Para entender mejor cémo funciona este
instrumento, hay que comentar brevemente varios conceptos de las teorias de Kraemer y
Huggings.?” Las ecuaciones de Kraemer y Huggins, permiten calcular la viscosidad

intrinseca de cada material, siendo dichas ecuaciones las siguientes.

2 = [n] + Ky[n]*c L1
In () = [n] + K [n]?c 1.2

Siendo la 1.1 la ecuacion de Huggings y la 1.2 la ecuacion de Kraemer. Como se puede
observar, se describen diferentes parametros en la ecuacion, siendo los més relevantes 1y,
correspondiente a la reducida, [n] correspondiente a la viscosidad intrinseca y C
correspondiente a la concentracion del polimero en disolucion (g/dL). Es de suma
importancia conocer estas ecuaciones, pues son las que permiten relacionar los datos
obtenidos con el viscosimetro con la viscosidad intrinseca del material. Cabe destacar
que, aunque no se conozca el peso molecular exacto del material, a través de la viscosidad
intrinseca se puede estimar la dimension de la cadena de polimero en el disolvente vy,

ademas, se puede obtener informacion relevante acerca de la calidad del disolvente.

En primer lugar, se debe conocer el tiempo que tarda el solvente solo en fluir entre los
dos puntos sefialados en el viscosimetro. En este caso se empled como solvente una

disolucion acuosa de 4cido acético 0,25 M y acetato sodico 0,25 M. El tiempo requerido
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para el blanco fue de 49 segundos. Una vez conocido este tiempo, se procedid con la
medida de tiempos para la disolucion de CS y de CSPBA-90. Es importante conocer la
viscosidad correspondiente al CS, ya que, una modificacion en la misma podria dar
informacion de como influye la modificacion en la interaccion de las cadenas de polimero
con el disolvente. En primer lugar, se realizaron las medidas para el CS, para ello, se fijo
una concentracion inicial de polimero de 0,1 g/dL. Esta concentracion se fue diluyendo
para obtener 6 puntos diferentes con los que poder obtener los datos necesarios. Es
importante destacar que las medidas de tiempo fueron realizadas por quintuplicado para
minimizar los posibles errores experimentales. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

Tabla 2. Concentracién perteneciente a la disolucién de polimero frente al tiempo de escurrimiento obtenido.

Concentracion (g/dL) Tiempo (s)
0,2 151
0,16 124
0,12 101
0,08 81
0,04 63

Una vez conocidos estos valores, se pueden deducir diferentes pardmetros en base a las
ecuaciones descritas con anterioridad. En primer lugar, se puede calcular la i, que
indica la relacion entre el tiempo requerido por el polimero y el tiempo requerido por el
blanco.

tp 1.3

Nyelt = th

Este parametro es de suma importancia, pues permite conocer la viscosidad extrinseca ya

que:

Nret = Nsp + 1 1.4

Donde nsp corresponde a la viscosidad extrinseca del polimero. La relacion entre nsp y la
concentracion del polimero muestra el valor correspondiente a la viscosidad reducida,

Nred- Una vez conocidas las formulas necesarias, se obtuvieron los siguientes datos:
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Tabla 3. Valores obtenidos para el CS para cada parametro tras aplicar la teoria.

Blanco | Concentracion | Tiempo el Nsp Nsp/C | In(Mret/C)
(s) (g/dL) (s)
49 0,2 151 3,08 2,08 10,41 3,95
0,16 124 2,53 1,53 9,59 4,09
0,12 101 2,07 1,07 8,88 4,30
0,08 81 1,65 0,65 8,16 4,63
0,04 63 1,29 0,29 7,24 5,20

Una vez obtenidos dichos valores, se pueden obtener las rectas de Huggings y Kraemer

representando 1sp/C frente a la concentracion para Huggings y In(nq/C) para Kraemer,

obteniendo lo siguiente:

2,40

2,20

2,00

1,80

nsp/C

1,60
1,40 o

1,20

1,00

Huggings

y=12,362x +0,9713
R?=0,9983

0,030 0,040

0,050 0,060 0,070

Concentracién (g/dL)

0,080 0,090 0,100 0,110

1 5p/C)

=330
3,20
3,10

3,00

2,90

Kraemer

y =-8,8879x + 3,9384
R?=0,9552

0,030 0,040

0,050 0,060 0,070

Concentracion (g/dL)

0,080

0,090 0,100 0,110

Figura 14. Representacion de las ecuaciones de Huggings y Kraemer para obtener el valor correspondiente con [n].

Una vez obtenidas las dos rectas, se debe obtener los valores correspondientes al

intercepto de cada una de ellas. En base a las ecuaciones descritas, realizando el promedio
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entre los interceptos para cada una de las rectas, obteniéndose asi, el valor correspondiente

a[n].
Tabla 4. Valores para los interceptos de Huggings y Kraemer. Valor de la viscosidad final para el CS.
Intercepto H Intercepto K M]
0,97 3,94 2,45

De esta manera se obtuvo que el valor para la viscosidad intrinseca del quitosano sin

modificar es de 2,45.

De igual formar a la descrita anteriormente, se realizaron las medidas correspondientes

para el CSPBA-90 obteniéndose lo siguiente:

Tabla 5. Valores obtenidos para el CSPBA-90 tras aplicar la teoria.

Blanco | Concentracion | Tiempo el Nsp Nsp/C | In(Mret/C)

(s) (g/dL) (s)

49 0,100 109 2,22 1,22 12,24 3,10
0,083 97 1,98 0,98 11,76 3,17
0,063 85 1,74 0,74 11,82 3,33
0,050 78 1,59 0,59 11,84 3,46
0,042 73 1,49 0,49 11,75 3,58
0,036 69 1,42 0,42 11,66 3,68

Aplicando la misma metodologia que en el caso anterior, con las rectas de Huggings y

Kraemer se obtuvo el valor correspondiente para la viscosidad:

Tabla 6. Valores para el intercepto de Huggings y Kraemer. Valor de la viscosidad final para el CSPBA-90.

Intercepto H

Intercepto K

[n]

6,53

5,34

5,94

El valor final correspondiente a la viscosidad intrinseca del material fue de 5,94.
Realizando una comparacion entre los valores obtenidos para el CS y para el CSPBA-90,
se puede destacar el aumento notable de la misma al realizar la modificacion. Esto puede

tener su explicacion en varios fendmenos, pero la hipdtesis mas apoyada en la interaccién
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de las cadenas de biopolimero con el solvente. E1 CSPBA-90 ha mostrado una gran
capacidad de solubilidad en el solvente, siendo claramente superior al CS sin modificar.
Sin embargo, el valor obtenido para la viscosidad intrinseca es notablemente superior,
esto es debido a que las cadenas del CSPBA-90 interaccionan mucho mas con el
disolvente, provocando que las cadenas poliméricas se estiren mas que las del CS. Esta
interaccion puede, en cierta forma, modificar el movimiento de la cadena polimérica en
el solvente, dando lugar a un cambio de viscosidad. Por otra parte, se debe tener en cuenta
la siguiente ecuacion:

n]l =k-Mg& 1.5

La ecuacion 1.5 permite relacionar la viscosidad extrinseca con el peso molecular
viscosimétrico, Mv. Ademas, existen dos parametros principales que son la k y la a, los
cuales son especificos para cada polimero en cada disolvente. Al no disponer de los

valores de k y a no es posible la obtencion del Mv para CSPBA-90.
4.4 Formacion del hidrogel

Una vez los materiales fueron caracterizados, se procedi6 con la formacion del hidrogel.
En este caso, se tenian antecedentes en el grupo con este material, conociendo que a una
concentracion de 30 mg/mL se obtenia un sistema hidrogel. No obstante, se decidid
estudiar un barrido de concentraciones para obtener la concentracion de gelificacion
Optima para poder trabajar con dicho material. Para ello se experimentos variando las
concentraciones de los materiales desde 10 mg/mL hasta 80 mg/mL. Es importante
destacar que al no existir diferencias significativas entre los diferentes materiales se
decidi6 realizar todos los experimentos siguientes con el CSPBA-90. Tras realizar dichos
experimentos se observd que a concentraciones por debajo de 30 mg/mL no se obtiene
ningun hidrogel. A partir de los 30 mg/mL, la consistencia del hidrogel va en aumento
hasta los 80 mg/mL, en base a esto se determind que la concentracion de gelificacion

critica (CGC) era 30 mg/mL.
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Figura 15. A) Hidrogel obtenido a una concentracion de 30 mg/mL. B) Hidrogel obtenido a una concentracion de 80
mg/mL.

Es importante conocer que la formacion de los hidrogeles se produce sin la adicion de
disolucion basica, por lo que es de esperar que en la formacién de dicho sistema
predominen fuerzas de tipo supramoleculares antes que las generadas por la quimica
dinédmica covalente. En este punto se plante6 el estudio de la capacidad self-healing entre
los hidrogeles con concentraciones de 30 mg/mL y 80 mg/mL. Para facilitar la discusion

de los resultados obtenidos se decidid nombrar a cada uno como HG-30 y HG-80.
4.5 Estudio de la propiedad de autoregeneracion

Para comprobar si los hidrogeles poseian esta capacidad de autoregeneracion se decidio
realizar diversas pruebas estandar para comprobar la eficacia de la propiedad. En primer
lugar, se decidié cortar los hidrogeles en dos piezas diferentes, y una de estas fue
coloreada con naranja de metilo. El color a una de las piezas ayuda a conocer si el proceso
de regeneracion se estd llevando a cabo con éxito, pues transcurrido un tiempo deberia
difundir desde una pieza a otra. Las dos piezas fueron puestas en contacto estrecho sin la

adicion de base en la interfase entre ambas, obteniéndose lo siguiente.
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Figura 16. A) Proceso de autoregeneracion de las dos piezas del hidrogel HG-30. B) Proceso fallido de
autoregeneracion para el HG-80.

Como se puede observar en la imagen A (Figura 16) al poner las dos piezas del HG-30
en contacto estrecho por 30 min se produce la regeneracion sin la necesidad de adicionar
disoluciones bésicas. Ademas, se puede observar como transcurrido un tiempo, el color
comienza a difundir de una pieza a otra, lo que indica que el proceso de autoregeneracion
ha sido exitoso. En la imagen B (Figura 10), se observan las dos piezas para el HG-80, se
puede apreciar una notable diferencia en cuanto a la consistencia del material, sin
embargo, al poner en contacto las dos piezas, estas simplemente se adhirieron entre si sin
dar lugar a la autoregeneracion. Debido a esto, se decidié preparar una disolucion tampdn
de acido borico, la cual fijaba el pH a 8,5, el cual esta bastante cerca del medio 6ptimo
para formar los ésteres de boronato (pK.=8,75), tras la adicién de unas gotas en la

interfase de las piezas se obtuvo lo siguiente:

Figura 17. Proceso de autoregeneracion entre las dos piezas del HG-80 tras la adicion de 100 L de una disolucion
tampon de pH=8,5.
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Como se puede observar en la Figura 17, tras la adicion de tres gotas de disolucion a
pH=8,5 se obtiene la union de las dos piezas incluyendo la difusion del color de una pieza
a otra. Al haber empleado medio bésico, se puede hipotetizar que dicho proceso esta
fuertemente dominado por la formacion de los ésteres de boronato entre ambas piezas.
Otra de las cosas mas importantes de este experimento es la obtencion del proceso en
medio basico sin la precipitacion del quitosano. Tras dicho experimento se plante6 la
posibilidad de mejorar la capacidad de autoregeneracion del HG-30 adicionando 3 gotas
al material para comprobar si este precipitaba o aumentaba su consistencia. El resultado

fue el siguiente:

Figura 18. Adicion de la disolucion tampon de pH=8,5 al hidrogel HG-30, dando como resultado la precipitacion del
biopolimero.

Se observo que el HG-30 en medio basico no es capaz de realizar el proceso de
autoregeneracion, dando lugar a la precipitacion del material. Como el HG-30 es capaz
de realizar la autoregeneracion sin la necesidad de medio bésico, se cree que el adicionar
el mismo se produce una desestabilizacion de la red polimérica. Esto puede deberse a
cambios en la carga de la cadena del polimero, que afectarian enormemente colapsando

las estructura.

En segundo lugar, se realiz6 un ensayo de elasticidad superficial entre el HG-30 y el HG-
80. Para esto se realiz6 un elongamiento del material hasta el punto antes de su ruptura,
en base a esto se calcul6 el porcentaje de deformacion que es capaz de soportar. Debido

a la consistencia del HG-30, es claramente mucho mas eléstico que el HG-80 pudiendo
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estirarse en un 500 % su tamafio. Sin embargo, el HG-80, a pesar de aumentar

notablemente su consistencia, es capaz de aumentar un 100 % su tamafio inicial.
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Figura 19. A) Ensayo de elongamiento realizado para el HG-80. B) Ensayo de elongamiento realizado para el HG-
30.

En segundo lugar, se decidid6 comprobar la eficiencia de autoregeneracion del material
mediante la observacion del proceso bajo microscopia Optica. Para ello, se decidi6 realizar
un corte superficial en el hidrogel con un cuter y observar como se repara el dafo a lo

largo del tiempo. El resultado obtenido fue el siguiente:

Antes del
corte

Figura 20. Imagenes obtenidas en el microscopio optico a diferentes tiempos para el proceso de autoregeneracion del
HG-30.

En la Figura 20, se puede observar la evolucion del corte a lo largo de 10 minutos. Este
ensayo corresponde para el HG-30, presentando una velocidad de regeneracion bastante
elevada, ya que, en la mayoria de los ensayos de este tipo, los tiempos de regeneracion
oscilan entre los 30 y 20 minutos. Ademas, se ha logrado una regeneracion completa del

dafio, tinicamente quedando en la superficie del material algunas burbujas provocadas por
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la introduccion de aire al hidrogel. Para el HG-80, se realiz la misma prueba, realizando

un corte similar. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Antes del
corte

Figura 21. Imagenes obtenidas en el microscopio optico para el proceso de autoregeneracion para el HG-80.
El comportamiento que presenta el HG-80 como se puede observar en la Figura 21 es
bastante diferente al presentado por el HG-30. En este caso, el proceso de regeneracion
toma mucho mas tiempo incluso con la adicién de la solucién basica nombrada en el
apartado anterior. Este comportamiento puede estar asociado al incremento de rigidez del
material, impidiendo el flujo del material y por ende no permitiendo que tenga lugar la
formacion de ésteres de boronato. Como se puede observar en las imagenes obtenidas a
60 y 120 minutos, el dafio se estabiliza, esto puede deberse a la introduccion de aire en el
corte. Desarrollando esta hipotesis, la poca capacidad de fluidez que presenta el material
puede ser el motivo por el que el material no logra la regeneracion total del dafo. Al
introducirse el aire, este bloquea la poca capacidad de unién posible entre las partes del
corte, provocando que el material no logre regenerarse por completo y el dafio evolucione

eventualmente hacia una burbuja en el mismo.
4.6 Formacion de peliculas y capacidad de autoregeneracion

En base a la experiencia previa del grupo AFM-NANO,*® donde se ha demostrado en
numerosos trabajos que el quitosano, bajo unas condiciones determinadas es capaz de
formar peliculas poliméricas flexibles, se decidid comprobar si los materiales preparados

poseian dicha capacidad. Para ello se prepararon las peliculas de quitosano modificado
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tal y como ha sido explicado anteriormente. Se logro la formacion de peliculas empleando
el material sustituido al 90% (Figura 22). Estas peliculas mostraban una gran flexibilidad
bastante similar a la del quitosano sin modificar, lo que es un indicativo de la pelicula ha

mantenido sus propiedades iniciales.

Figura 22. Pelicula de quitosano depositada en una placa petri.

Se decidio realizar un corte en la superficie de la pelicula y observar su evolucién a lo
largo de varios minutos para comprobar si era capaz de regenerar el dafio causado. El

resultado obtenido fue el siguiente:

Figura 23. Evolucion del dafio sufrido en la superficie de la pelicula observado mediante microscopia optica.

Como se puede observar en la Figura 23, tras 2 horas de observacion, la pelicula no fue
capaz de regenerar el dafio. Esto puede deberse a que no existe ninguna manera en la que
ambos lados del corte puedan llegar a estar en contacto, por lo que no podra darse la
formacion de ésteres de boronato. Se decidio agregar unas gotas de la disolucion bésica

de 4cido borico para comprobar si con esto se lograba iniciar el proceso de
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autoregeneracion. No se logro inicial la regeneracion mediante este método, sin embargo,
la pelicula al entrar en contacto con las gotas de la solucion bésica sufrié un movimiento

macroscopico, por lo que se decidi6 prestar atencion a este y estudiarlo en profundidad.

La pelicula fue cortada en una pequefia porciéon e introducida en la solucion a pH

aproximadamente 8,75. Se dejé sumergido durante dos horas obteniéndose lo siguiente.

Figura 24. A la izquierda de la imagen se observa un trozo de la pelicula en su estado natural. A la derecha de la imagen
se encuentra el mismo trozo de pelicula tras sumergirse en una disolucién tampén de pH 8,5 durante 2 horas.

Tras 2 horas el trozo de pelicula se plegd por completo (Figura 24), esto puede deberse a
dos motivos principalmente. El primero de todos es la poca solubilidad del quitosano en
medio basico, lo que propiciaria que las cadenas de polimero se contraigan dando lugar a
dicho movimiento. El segundo, es la aparicion de los ésteres de boronato, que producirian
un aumento en el entrecruzamiento del sistema dando lugar a dicho fenémeno. Se intentd
recuperar la forma inicial de la pelicula, pero fue imposible ya que, antes de que se abriera
por completo, el material se disolvia en agua, por lo que no pude ser posible obtener una

reversibilidad del fenémeno.
4.7 Obtencion de un sistema hibrido entre dos biopolimeros

En base a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, se planted la
posibilidad de generar un sistema hibrido entre biopolimeros. Segtn la experiencia previa
del grupo, el alginato era capaz de formar los ésteres de boronato consigo mismo. Asi
mismo, en este trabajo se ha confirmado que el quitosano es capaz de formar dichos
enlaces dinamicos. Por tanto, se decidio mezclar las dos disoluciones iniciales de ambos
biopolimeros, la del quitosano en menor concentracién debido a que formaba el hidrogel

in situ. Se mezclaron las dos disoluciones y se obtuvo lo siguiente:
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Figura 25. Imagenes correspondientes al sistema hibrido CS-ALG, en el que se produce la precipitacion de quitosano
por un lado, mientras que el ALG es capaz de formar el hidrogel.

Al adicionar la disolucion de pH 8,75 se observo que el alginato modificado con el PBA
formaba el hidrogel correspondiente (Figura 25), mientras que el quitosano modificado
se agrupaba por separado. Este hecho indica que cada biopolimero tiende a asociarse
mayoritariamente consigo mismo. Este comportamiento también puede deberse a que los
biopolimeros no llegaron a formar una disolucién homogénea del mismo. Al no llevarse
a cabo la formacion de dicha disolucion homogénea, no se lleva a cabo la interaccion

adecuada entre los mismos, dando lugar finalmente a dos sistemas geles separados.
4.8 Estudio de las propiedades mecanicas del HG-80

El material seleccionado para realizar las pruebas mecanicas fue el HG-80, ya que era el
mas consistente. Para ello se hizo uso del redmetro, el cudl es un instrumento que permite
conocer diferentes propiedades mecanicas del sistema. En este caso se decidi6 realizar
una prueba simple con la que poder confirmar el proceso de autoregeneracion y, ademas,
poder cuantificar la eficacia de este. Para esto, la muestra fue sometida a un experimento
conocido como experimento oscilatorio. La base de este experimento es la aplicacion de
un esfuerzo sinusoidal, es decir, se somete la muestra bajo una frecuencia determinada y
se mide su respuesta frente a este.’' Las deformaciones que sufre el material durante este
experimento se denomina deformacion sinusoidal y se expresa como:

Yy = Y,Sin (wt) 2.1

Donde y, corresponde a la amplitud de la onda de deformacién, @ es la frecuencia de
oscilacion y t corresponde al tiempo. Es importante conocer que de la ecuacion 2.1 puede
extraerse mas informacion, como el esfuerzo resultante de la deformacion:

T = 1oSin (wt + 9J) 2.2
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Donde 6 corresponde con el angulo de fase. Este dangulo es cero si se trata de solidos
elasticos, sin embargo, si se tratara de un liquido newtoniano este angulo seria de 90°. Sin
embargo, el caso de los hidrogeles suele asemejarse a un comportamiento viscoelastico,

por lo que el angulo de fase se encontrara entre 0 'y 90°.

Una vez conocidas las bases de este experimento, es de suma importancia conocer la
ecuacion que describe el comportamiento mostrado por el material. Mateméaticamente,
este comportamiento tiene un componente complejo, por lo que el esfuerzo se puede
descomponer en dos partes. Un componente en fase y otro componente fuera de fase. En
base a esto se enuncia la siguiente ecuacion:

G*=G +iG" 23

En dicha ecuacion, G’ es el componente en fase y se conoce como modulo de
almacenamiento. La G’ por su parte es la senal fuera de fase y se conoce como moédulo

de pérdidas. Ambos componentes se expresan matematicamente de la siguiente manera:

G' =2cos & 24
Yo

G" =2sin § 2.5
Yo

Una deduccion que se puede obtener de las ecuaciones 2.4 y 2.5 es la siguiente:
tgs == 2.6

Los parametros G’y G’ son los que describen el comportamiento del material en su
totalidad, pues indican si el material se comporta como un s6lido o como un liquido. Por
lo general, las fases en las que G’ es mayor que G’ se afirma que el material se comporta
como un liquido. Si lo que sucede es lo inverso, se afirma que el material se comporta
como un so6lido. Estos comportamientos son expresados en reogramas, los cuales recogen
toda la informacion obtenida en los estudios de reologia. Para este trabajo en particular
se han representado los valores de G’y G’ frente a los valores de frecuencia empleados.
Cabe destacar que la temperatura juega un papel crucial en este tipo de experimentos,
pues la fluidez y deformacion del material no sera la misma a 20 °C que si se realiza el
experimento a 45 °C. Debido a esto, se ha empleado un modulo acoplado al redmetro que
permite el control de la temperatura. Este ha sido fijado a 25 °C para todos los

experimentos realizados.
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Entrando mas en detalle en lo referente a la interpretacion de los reogramas, se pueden

descomponer generalmente en 5 fases (Figura 26).

G 1 I n v v
G"
[Pa] 4

G"

Frecuencia o s

Figura 26. Representacion de las 5 fases esperables de un material viscoeldstico. Imagen adaptada con permiso de la
referencia 32.

En primer lugar, la primera fase es comln para todos los tipos de materiales, es
comunmente conocida como zona de flujo. En esta G’” es mayo que G, lo que implica
que el material se comporta como un liquido. Como se ha comentado, todos los materiales
presentan esta zona, sin embargo, algunos requieren de frecuencias muy bajas, por lo que
en algunos materiales no es observable. Seguidamente se encuentra la segunda fase
correspondiente a la transicion del material. En esta zona G’ se vuelve mayor que G’
dando lugar al primer punto de corte entre ambos componentes. Este punto de corte indica
el inicio del comportamiento viscoeldstico. Por consecuencia, la tercera zona suele ser la
predominante en este tipo de estudios, se basa en una meseta en la que G’ se mantiene
mayor que G, es decir, el material mantiene el comportamiento viscoelastico a medida
que se aumenta la frecuencia. Una vez el material alcanza el maximo de deformacion,
colapsa hacia medio liquido, dando lugar a la aparicion de la cuarta zona, en la que tiene
lugar un nuevo punto de corte correspondiente a la zona de transicion vitrea. Finalmente
se encuentra una quinta zona que corresponde con la region puramente cristalina y existe

un predominio de G .

Por lo general, las zonas I y II no suele aparecer en los reogramas, pues las frecuencias a
las que se suele trabajar omiten estas zonas, pasando directamente a la zona IIl y zona IV

de las que se obtiene la mayor parte de la informacion.
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Las condiciones empleadas para este experimento fueron las descritas anteriormente, se
fijo la temperatura a 25 °C y se fij6 la frecuencia en un rango de valores comprendido
entre 107! y 102 Hz. Se emplearon 2 mL de muestra la cual fue depositada en la placa de
muestreo del redmetro. La concentracion empleada para el hidrogel fue del 8% ya que se
determind con anterioridad que era la 6ptima. Cabe destacar que se mantuvo un intervalo
de 5 minutos entre los ensayos para comprobar la eficacia de autoregeneracion del

material. Este ensayo se realiz6 por triplicado obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 27. Ensayos realizados para el hidrogel al 8 % (p/v) del CSPBA-80, el tiempo transcurrido entre cada ensayo
fue de 10 min. A) ensayo 1 B) ensayo 2, C) ensayo 3.

Como se puede observar (Figura 27), el comportamiento mostrado por el material para
tres ciclos de autoregeneracion es bastante similar. Como se comento con anterioridad las
fases I y II explicadas anteriormente no son apreciables, el material transiciona a
frecuencias muy bajas a la fase III. En esta fase mantiene la proporciéon entre G’y G’
con bastante consistencia entre los ensayos, llegando al punto de colapso en valores
similares. En base a lo observado en este ensayo, se puede concretar que el CSPBA-90

posee un comportamiento viscoeldstico cuando se somete a frecuencias aproximadamente

entre 0-70 Hz. Los datos obtenidos de este estudio son los siguientes:

Tabla 7. Valores obtenidos para G' y G" iniciales, comparativa entre ensayos y eficacia del proceso de

autoregeneracion.
G’o (Pa) G0 (Pa) Interseccion Eficacia (%)
Ensayo 1 471,59 165,00 68,79 100
Ensayo 2 445,45 161,08 68,40 99,95
Ensayo 3 444,61 130,22 67,60 98,30

Como se puede observar en la Tabla 7, los valores tras 5 minutos de reposo se han
recuperado practicamente sin pérdida alguna en los valores de almacenamiento y el
modulo de carga. Otro punto al que se debe prestar especial atencion es la frecuencia a la
que se produce el colapso del sistema. En los ensayos realizados, la variacion ha resultado
ser minima, por lo que el esfuerzo que puede soportar en el tiempo se mantiene constante.
La observacién de este comportamiento confirma que el material es capaz de
autoregenerarse como se vio en los apartados anteriores, sino que, ademas es capaz de

mantener sus propiedades mecénicas inalteradas o con una variacion practicamente
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despreciable. Para cuantificar la eficacia de curacidn, se emplearon los valores de
interseccion, comparandolos entre si (Tabla 7). Al hacer estos calculos se obtiene que la
mayor variacion tiene lugar en el 3 ciclo con un 98,3 % de eficacia, lo cual es considerado
un buen resultado porque la pérdida no es significativa. Realizando una breve
comparacion con el sistema de inspiracion, el alginato modificado, el sistema propuesto
para el quitosano es, aparentemente, igual de véalido que el alginato. El hidrogel de
alginato mantenia intactas sus propiedades mecénicas tras 10 minutos de recuperacion, al

igual que el quitosano.
5. Conclusiones y perspectiva futura

A lo largo del trabajo se han logrado cumplir los diferentes objetivos fijados al inicio de
este. La ruta sintética propuesta ha sido valida para la modificacion que se planteaba para
el biopolimero, obteniéndose la correcta modificacion del quitosano. La caracterizacion
del material resultd exitosa demostrando la adicion de los grupos al quitosano, ademas de
obtener diferentes parametros como puede ser la viscosidad intrinseca. El material
sintetizado mostrd una mejor solubilidad en agua que el material de partida, sin embargo,
en términos de viscosidad intrinseca el CSPBA-90 demostrd ser més viscoso que el CS

en medio acuoso.

Se logré la obtencion del hidrogel con una concentracion del 8% (p/v), mostrando una
gran capacidad de autoregeneracion. Se logrd catalizar el proceso de autoregeneracion
mediante el empleo de una disolucion béasica a pH=8,75, siendo este el Optimo para formar
los ésteres de boronato. El material presenté buenas propiedades mecanicas, ademas de
conservarlas tras reparar el dafio sufrido, con una eficiencia de curacion del 98 %. El
material propuesto muestra un comportamiento similar al propuesto para el Alginato

empleado como inspiracion de este trabajo.

Como trabajo de futuro se plantea la modificacion de otros biopolimeros para confirmar
que la hipdtesis plateada puede aplicarse a diversos materiales. Ademads, se debera
trabajar en la obtencion de un sistema hibrido homogéneo, asi como explorar el empleo
de otros mecanismo de autoregeneracion basados en otras reacciones como pueden ser la

Diels-Alder o la formacion puentes disulfuro.
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