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Resumen

En la medicina regenerativa e ingenieria tisular, son necesarios soportes con alta porosidad que puedan ser
adaptados para imitar la naturaleza de la matriz extracelular (ECM) en términos de estructura, composicion quimica
y propiedades mecanicas. En este trabajo se utiliza la quitosana, un polimero natural biocompatible, como soporte y
fue preparado por la técnica de separacion de fases inducida térmicamente con el fin de que adquiriera
caracteristicas apropiadas. Se investigé la influencia de diversos parametros como la concentracion del polimero, la
temperatura de la separacion de la fase y la incorporacion de nanotubos de carbono de pared multiple (MWNTC).
Se encontr6 que las propiedades mecanicas del soporte se incrementan considerablemente con la adicion de bajos
porcentajes de MWNTC. La caracterizacion de los materiales se obtuvo por microscopia electronica de barrido
(SEM), analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia infrarroja (FTIR), asi como sus propiedades mecanicas y
su velocidad de degradacion hidrolitica.

Palabras clave: composito, quitosana, MWNTC, separacion de fases inducida térmicamente.

Abstract

In regenerative medicine and tissue engineering, scaffolds with high interconnected porosity are necessary because
they can be potentially tailored to mimic the natural extracellular matrix (ECM) in terms of the structure, chemical
composition, and mechanical properties. In this work the preparation of Chitosan, a natural biocompatible polymer
was used as scaffolds and was prepared by thermal induced phase separation in order to acquired an appropriate
characteristics, the influence of several parameters as polymer concentration, quenching temperature and the
incorporation of multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) was investigated where it was found that the mechanical
properties of the scaffolds increase considerably with the addition of small percentage of MWCNT. The Materials
characterization was made by Scanning Electronic Microscopy, Thermal Mechanical Analysis, Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy and hydrolytic degradation rate.

Keywords: composite, chitosan, MWCNT, thermal induced phase separation.

1. Introduccion

En los ultimos afios, se han realizado diversas
investigaciones en las cuales se estudian
biomateriales basados en polimeros que conduzcan a
la  construccién, regeneracion, crecimiento y
mantenimiento de células y tejidos. Estos materiales
no deben provocar una respuesta inflamatoria ni
mostrar respuesta inmune o de citotoxicidad, deben
ser biocompatible y biodegradable. Ademas, las

propiedades mecanicas de los biomateriales deben
ser las adecuadas para la aplicacion deseada y deben
tener una porosidad interconectada controlable para
dirigir el crecimiento celular en la forma deseada y
para sostener la vascularizacion del tejido en
crecimiento (Mylene Gravela y col., 2006). La
quitosana (CH) es un polimero natural que ha
generado un enorme interés debido a sus diversas
ventajas como son bajo costo, facil disponibilidad
(por desacetilacion de la quitina, por ser el segundo
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polimero natural mas abundante), carga positiva,
biocompatibilidad, actividad antimicrobiana y su
naturaleza hidrofilica que facilita la adhesion;
proliferacion y diferenciacion celular. Es insoluble
en acidos débiles (pH < 6.3) y puede ser procesado
facilmente en peliculas y soportes porosos. Sin
embargo, la poca flexibilidad en la regulacion de
propiedades mecanicas y los limites de degradacion
limitan su uso. No obstante, Chien-Yang y col.
(2005), Shao-Feng y col. (2005) han reportado la
fabricacion de sistemas hibridos y compositos
basados en quitosana con el propdsito de mejorar sus
propiedades mecanicas. Desde el descubrimiento de
los nanotubos de carbono(NTC) por Lijima (1991),
estos han despertado un gran interés debido a sus
excepcionales propiedades fisicas: modulo elastico
comparable al del diamante (> 1 TPa), tamafio
pequeilo, alta resistencia y excelentes propiedades
térmicas y electronicas (Popov, 2004). Bokobza
(2007) y Hsiao-Fen y col. (2007) han realizado
diversas investigaciones, con el propésito de mejorar
las propiedades mecénicas, incorporando nanotubos
de carbono a matrices poliméricas con relativamente
buenos resultados; se han estudiado compositos CH-
NTC para aplicaciones en biosensores (Luo y col.;
2005, Xuecai; 2005); también los NTC han sido
cubiertos con quitosana por Liu y col. (2005);
ademas un articulo reporta la preparacion de
MWNTC con un pequefio porcentaje de CH para su
aplicacion en ingenieria tisular (Ander Abarrategi y
col., 2008). Por todo ello, el objetivo de esta
investigacion es el desarrollo y caracterizaciéon de
materiales compuestos de CH-MWCNT por la
técnica de separacion de fases inducida
térmicamente.

2. Métodos
2.1 Materiales

Quitosana (minimo 85% de desacetilacion), acido
nitrico (HNOs), fosfato acido de sodio (Na,HPO,) y
fosfato diacido de potasio (KH,PO,) fueron
obtenidos de SIGMA (Monterrey, México); acido
acético, hidroxido de sodio (NaOH) y cloruro de
potasio (KCl) adquiridos de Fisher-Scientific
(Monterrey, México). Los nanotubos de carbono de
pared multiple (con longitud de 210 pm y un
diametro entre 70-110 nm) fueron obtenidos por
pirdlisis de una mezcla de ferroceno/benceno dentro
de un tubo de cuarzo en el centro de estudios de
materiales avanzados ,CIMAV (Chihuahua, México)
por Aguilar y col. (2006).

2.2 Preparacion del composito

Los nanotubos de carbono fueron purificados en una
solucion 4M de HNO; con reflujo por 2 horas a
100°C. A continuacion se agitaron a 300 rpm a
temperatura ambiente. Para eliminar impurezas y el
HNO;, la mezcla se lava con agua destilada hasta

obtener un pH de 7.0. El producto fue secado en un
horno a 100°C durante dos horas.

Se colocaron diversas proporciones en peso
de nanotubos de carbono a 62 mL de una solucion de
acido acético 1M, a continuacion se dispersaron por
medio de ultrasonido (10 minutos) a temperatura
ambiente. Una vez dispersados se agregd 2 g de
quitosana, la mezcla fue agitada a 1700 rpm para
obtener la homogeneidad. La mezcla fue congelada a
-78°C y después el solvente fue extraido por un
sistema de liofilizaciéon durante 48 horas. Los
compositos fueron neutralizados en una solucion
acuosa de NaOH-CH;CH,OH (se disolvié NaOH en
una solucion acuosa de 80% etanol con 0.5 % en
peso de NaOH) a -20°C por 12 horas, fueron
sumergidos en etanol por 12 horas, lavados con agua
destilada hasta la neutralizacion y finalmente fueron
liofilizados.

2.3 Caracterizacion del composito

Para el analisis térmico se utilizdO un equipo
simultaneo TGA-DTA TA Instruments modelo SDT-
Q600, se utilizaron muestras pequefias y se
calentaron con un fluyjo de 10°C/min bajo una
atmosfera de nitrogeno, desde temperatura ambiente
hasta 750°C. El espectro infrarrojo de la quitosana y
de los compositos se adquirid6 con un espectro
infrarrojo marca Perkin Elmer modelo Spectrum GX,
utilizando la técnica de ATR (Reflectancia total
atenuada) en un sistema SMITHS, modelo
Durasample IRII, que tiene una ventana de diamante
de 2mm de didmetro. Todas las muestras fueron
escaneadas en un rango de 550 — 4000 cm™. Fue
utilizado un microscopio electrénico de barrido de
emision de campo Joel JSM7000F para observar la
estructura y porosidad de las muestras. Se utilizé un
instrumento RSA TIT (Rheometrics System Analyzes)
TA. En un rango de frecuencia de 1X10° a 80 Hz. y
una deformacion aplicada de 0.1% se realizaron
pruebas de esfuerzo-deformacion a 40°C a una
velocidad de deformacion de 0.001mm/s.

2.4 Degradacion hidrolitica

Se pes6 la muestra y se coloco en un tubo de ensayo,
se le agregd 5 mL de solucion buffer salina de
fosfato con un pH de 7.4 y 0.02% de nitruro de sodio
para prevenir crecimiento bacterial. Se colocod la
muestra en bafio maria a 37°C a diferentes periodos
de tiempo con agitacion constante, a continuacion se
secO la muestra al vacid a 40°C por 10 dias, después
de pesar la muestra se calcula el porciento de la
pérdida de peso, la cual se calculd de acuerdo a la
Ec. (1).

(%) Pérdida de peso = [u}oo (1)

seco
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Fig. 1. Imagenes del SEM de la quitosana con MWNTC a) 0.5 % en peso , b) magnificacion de la imagen del a), ¢)

1 % en peso de MWNTC y d) 2% en peso de MWNTC.
2.5 Andlisis de regresion lineal

Se realiz6 un Analisis de regresion lineal simple y
correlacion, utilizando un analisis de varianza con la
estadistica F, con el modulo de analisis incluido en
Microsoft Office Excel 2007.
Se probo la hipotesis de:

H,: p=0

H1: ﬁ #0
donde la hipotesis nula sefiala que el modelo es
Ly=0. Es decir, la variacién en Y resulta del azar o
de las fluctuaciones aleatorias que son
independientes de los valores de x (Walpole y
Myers, 1999).

2.6 Porosidad

La Porosidad fue determinada de acuerdo al
siguiente método. Primero todas las muestras fueron
cortadas en piezas pequefias cuadradas de lcm de
altura (h), 1 cm de largo (I) y 1 cm de ancho. Todas
las piezas fueron medidas con un vernier, para
calcular los volimenes de las muestras ignorando la
porosidad (V;). Enseguida las muestras fueron
pesadas en una balanza analitica (w,) y colocadas en
un vaso de precipitado de 10ml, para ser cubiertas

por etanol (con densidad, p.) y colocadas en un
congelador a —6°C por 40 minutos. A continuacion
se saco la muestra humedecida y se peso (W,).
Finalmente se calcularon el volumen del esqueleto de
la muestra (V;), el volumen de los poros (V,), el
volumen del etanol en la muestra (V,) y porosidad.

V, =hx I x ancho 2)
V.=V, + (u) -

Pe
V.=V, +V, )
pe=W/V (5)
V, =V, (6)
% porosidad = (Vc\;vs Jmo (7

3. Resultados y discusion

Se obtuvo una porosidad mayor del 90% en todos los
compositos. Por otro lado la Fig. 1 muestra imagenes
del SEM de los compositos conteniendo 0.5, 1y 2%
en peso de MWNTC, se puede apreciar una
morfologia altamente porosa, el tamafio del poro se
encuentra entre 100 y 300 pm. En la Fig. 1b se puede
apreciar como los MWNTC estan dispersos de mane-
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Tabla. 1. Tiyicial, Trinal temperatura de maxima degradacion (Tp,) y % de peso residual a 450°C de la CH
y los compositos CH/MWNTC.

Segundo paso de la degradacion

Muestra Tiniciat CC) Tinal CC) Tax (°C) (%) peso residual a 450°C
CH/10%MWCNT 222.39 392.12 280.21 46
CH/5%MWCNT 195.50 392.12 280.01 45
CH/2%MWCNT 192.51 391.19 277.60 41
CH/1%MWCNT 190.86 390.26 276.82 38
CH/0.5%MWCNT 193.64 386.55 275.06 37
CH/0.25%MWCNT 192.71 387.48 277.58 37
CH 181.58 386.55 27691 32

120
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% perdida de peso
L
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B-- CHA5%MWNTC
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Fig. 2. TGA de la quitosana y los compositos CH/MWNTC a 10°C/min.

ra homogénea y distribuidos de forma aleatoria en la
matriz polimérica, confirmando que los MWNTC se
encuentran cubiertos por la matriz de la quitosana
formando una estructura porosa. Esto sugiere una
buena adhesion (aunque no fue corroborado
directamente). Resultados similares fueron obtenidos
para  compositos de  polipropileno/MWNTC
(Assouline, 2003). Las Figs. 1c y 1d muestran las
imagenes del SEM de los compositos de quitosana
conteniendo 1% y 2% de MWNTC, la morfologia
permanece semejante lo que indica que la
incorporacion de diferentes porcentajes de MWNTC
no afecta la morfologia del composito.

La estabilidad térmica de la quitosana y los
compositos CH/MWNTC fue evaluada con un
analisis termogravimétrico bajo una atmoésfera de
nitrogeno (Fig. 2 y Tabla 1). La degradacion térmica
de la quitosana y los compositos ocurre en dos pasos,
el primero debido a la eliminacion de humedad
contenida en el material, con una pérdida de peso
entre 6.5 y 10%. El segundo paso ocurre en un rango
de temperatura entre 181.58°C y 392.12°C con una
maxima pérdida de peso entre 276.91°C y 280.21 °C.
La temperatura inicial (Toe) Y final (Tenq) de esta
etapa indican menos estabilidad térmica en la
quitosana con respecto a los compositos, es decir, se
retarda el inicio de la segunda ectapa de la
degradacion de la quitosana entre 10 y 40°C.
Reportandose una tendencia similar de fibras de
polibutileno tereftalato reforzadas con MWNTC
(Mathew y col., 2005). Finalmente, el porcentaje en
peso residual a 450°C son 46, 45, 41, 38, 37, 37, and
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32 para los compositos CH/10%MWCNT, CH/5%
MWCNT, CH/2%MWCNT, CH/1%MWCNT, CH/
0.5%MWCNT, CH/0.25%MWCNT, y CH respecti-
vamente. Pudiendo ser atribuido la diferencia en los
residuos a los MWNTC afadidos.

Por otro lado, en el andlisis de regresion se
obtuvo una R?=0.8458, en la cual sélo el 84.58 % de
la variacion del valor de la Tia s explicada por
una relacion lineal con el porcentaje de nanotubos de
carbonos en el composito (Fig. 6b). Por lo cual se
verifico la calidad de la linea de regresion estimada,
realizando un analisis de varianza, utilizando la
prueba F. Para un nivel de confianza del 95 %,
fy(1,n-2)=6.61, que fue menor que la F calculada, por
lo que se rechazo la hipdtesis nula y se pudo aceptar
que hay una cantidad significativa de variacion en la
respuesta explicada por el modelo que se postuld. Es
decir, hay una relacion lineal entre el porcentaje de
nanotubos de carbono y la temperatura de
degradacién inicial obtenida. Estos resultados
muestran que la incorporacion de MWNTC afecta la
estabilidad térmica de la quitosana, ya que la
degradacion del polimero es desplazada, sin embargo
no afecta el niimero de pasos en los cuales ocurre la

degradacion.
El espectro infrarrojo de los compositos
CH/MWNTC (Fig. 3) muestra una banda

caracteristica de la quitosana a los 3300 cm
asociada a estiramientos de los grupos N-H y O-H.
Los picos alrededor de los 1643 cm™ y 1551 cm™ son
asignados a la amida I y la amida II. Los picos a los
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Fig. 3. Espectro infrarrojo de la quitosana y los
compositos conteniendo 0.25%, 2%, y 10% de

MWNTC.
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Fig. 4. Curvas de esfuerzo-deformacion de la
quitosana y los compositos CH/MWNTC.

1403 y 1072 corresponden a estiramientos de las
bandas de los grupos —-COOH y C-O,
respectivamente. Sin embargo no se observan los
estiramientos correspondientes a los modos activos
A2u 'y Elu que deben aparecer alrededor de 850 cm™
y 1590 cm™ en todo espectro infrarrojo de nanotubos
de carbono, independientemente de la simetria de los
diametros. Observandose claramente que los
espectros  infrarrojos de  los  compositos
quitosana/MWNTC son casi idénticos al espectro
infrarrojo de la quitosana. Ademas de la pequena
cantidad de MWNTC, lo anterior puede deberse a
que estos picos pueden estar traslapados con la sefal
de las vibraciones de la amida II o al hecho de que
los MWNTC estan cubiertos por la matriz de la
quitosana. Corroborando lo obtenido por Lu y col.
(2006) en cuyo trabajo los espectros de los
compositos de polidifenilamina/c-MWNT  eran
idénticos al del espectro infrarrojo de la
polidifenilamina.

Los resultados de las propiedades mecanicas a
la compresion de la quitosana y los compositos se
muestra en la Fig. 4. Estos resultados exhiben un
aumento significativo en el esfuerzo a la
deformacion de los compositos conforme se
incrementaba el contenido de MWNTC en el
composito, siendo el composito con un 10% de
MWNTC el que obtuvo mejores propiedades
mecanicas, este obtuvo el mayor esfuerzo en una

—— CH

—®— CHO23%MWHTC

—*— CHI.5WMWHTC
CHI%MWHNTC
CHR2YMWNTC

6 /
4 s

W —— CHISYMWNTC
2 —s— CHIO¥MWHTC
0 T T T
1] 2 4 B g

Degradacién (semanas)

S

Pérdida de peso (%)

Fig. 5. Pérdida de peso con la degradacion hidrolitica
de la quitosana y compositos CH/MWNTC.

menor deformacion (mayor modulo de Young's),
seguido por los compositos CH/5%MWNTC,
CH2%MWNTC, CH/1%MWNTC, CH/0.5%
MWNTC vy finalmente el composito CH/0.25%
MWNTC. Estos resultados, como lo verifican las
imagenes del SEM son la consecuencia de una
dispersion homogénea de los MWNTC dentro de la
matriz polimérica. Por otro lado, el aumento en el
modulo de Young fue menor a lo esperado y quiza se
deba a que el diametro de los MWNTC se
encontraba entre 70-110 nm. Ya que segin la
literatura se ha encontrado que entre menor sea el
diametro de los MWNTC mayor es su modulo de
Young (Xiao y Gillespie, 2006) y por lo tanto se
esperaria que al reforzar la matriz polimérica con los
NTC se obtenga un mayor modulo de Young.

Por otro lado, se realizO un Analisis de
regresion lineal simple y correlacion, Fig. 6a. Como
R?=0.9006, se puede decir que el 90.06 % de la
variacion del valor del Modulo de Young es
explicada por una relacion lineal con el porcentaje de
nanotubos de carbonos en el composito. Con la
finalidad de verificar la calidad de la linea de
regresion estimada se realizo un analisis de varianza,
utilizando la prueba F. Para un nivel de confianza del
95 %, fu(1,n-2)=7.71, que es menor que la F
calculada, por lo que se rechaza la hipétesis nula y se
puede aceptar que haya una cantidad significativa de
variacion en la respuesta explicada por el modelo
que se postulo. Es decir, hay una relacion lineal entre
el porcentaje de nanotubos de carbono y el Modulo
de Young obtenido. Estos resultados demuestran la
potencialidad de los NTC como relleno en el
refuerzo de materiales poliméricos y como las
propiedades mecanicas pueden ser moduladas
variando la concentraciéon de MWNTC.

La degradacion hidrolitica de la quitosana y los
compositos CH/MWNTC fue investigada por el
monitoreo del cambio en la pérdida de peso durante
la degradacion en la solucion buffer de fosfato (Fig.
5). La mayor pérdida de peso se observa en la
quitosana, la cual exhibi6 una pérdida cercana al
10% durante el periodo de estudio. Por otro lado al
final del periodo los compositos CH/0.25%MWCNT,
CH/0.5%MWCNT, CH/1%MWCNT, CH/2%
MWCNT, CH/5%MWCNT y CH/10%MWCNT aun
mantiene su estructura, perdiendo 8.63%, 8.32%,
8.13%, 7.69%, 7.5% y 6.81% de sus masas
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Fig. 6. Regresion lineal simple de: a) Modulo de young, b) Tiicia, de la segunda etapa de la degradacion y c) % de
pérdida de peso de la sexta semana de la degradacion hidrolitica de los compositos conteniendo 0.25%, 0.5%, 1%,

2%, 5%y 10% de MWNTC.

respectivamente. La pérdida de peso fue mayor
durante la primera semana para la quitosana y los
compositos, posteriormente se torno mas lenta,
mostrando un comportamiento casi lineal. Durante
las 6 semanas el composito que mostrd una pérdida
de peso menor fue el composito Chi/10%MWCNT.
Lo anterior fue corroborado con el analisis de
regresion lineal en el cual se obtuvo que R*=0.6719
(Fig. 6¢), por lo cual se puede decir que solo el 67.19
% de la variacion del valor de la degradaciéon a la
sexta semana es explicada por una relacion lineal con
el porcentaje de nanotubos de carbonos en el
composito. Con la finalidad de verificar la calidad de
la linea de regresion estimada se realizo un analisis
de varianza, utilizando la prueba F. Para un nivel de
confianza del 95 %, f,(1,n-2) = 6.61, que es menor
que la F calculada, por lo que se rechaza la hipétesis
nula y se puede aceptar que haya una cantidad
significativa de variacion en la respuesta explicada
por el modelo que se postuld. Es decir, hay una
relacion lineal entre el porcentaje de nanotubos de
carbono y la temperatura de degradacion inicial
obtenida. Aunque los valores obtenidos para la
prueba F de este andlisis permiten rechazar la
hipotesis nula, la validez predictiva del modelo, se
considera insuficiente para objetivos de nuestra
investigacion. Se pueden proponer otros modelos,
con una mayor validez, de acuerdo con la dispersion
de los datos, como un modelo polinomial de orden
dos, cuya validez estadistica no fue confirmada,
salvo por la linea de tendencia de manera grafica.
Por lo que estos resultados muestran que los

MWNTC no tienen influencia en la degradacion
hidrolitica de los compositos.

Conclusiones

En este trabajo se demostrd que es posible preparar
un composito de CH/MWNTC por la técnica de
separacion de fases inducida térmicamente sin
afectar la morfologia y degradacion hidrolitica del
material. Las propiedades mecéanicas del composito
se incrementan de forma lineal con la cantidad de
MWNTC lo que da lugar a que las propiedades
mecénicas puedan ser moduladas. Este composito
pudiera ser utilizado como soporte en aplicaciones
biomédicas.
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