UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias e Ingenierias

Electrodeposicion de quitosano y nano celulosa fibrilada oxidada

y nativa para futura aplicacion médica.

Maria José Alvarez Munoz

Ingenieria Quimica

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito para la obtencién del titulo

de Ingenieria Quimica

Quito, 20 de diciembre de 2021



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias e Ingenierias

HOJA DE CALIFICACION
DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA

Electrodeposicion de quitosano y nano celulosa fibrilada oxidada

y nativa para futura aplicacion médica.

Maria José Alvarez

Nombre del profesor, Titulo académico José Alvarez, PhD

Juan Fonseca, PhD

Quito, 20 de diciembre de 2021



© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales de la
Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad Intelectual USFQ, y
estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad intelectual del presente

trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacion de este trabajo

en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Organica de Educacion Superior del

Ecuador.

Nombres y apellidos: Maria José Alvarez
Codigo: 00201392

Cédula de identidad: 1719468488

Lugar y fecha: Quito, 20 de diciembre de 2021



ACLARACION PARA PUBLICACION

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser considerado como
una publicacion, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a través de un repositorio
institucional. Esta declaracion se alinea con las practicas y recomendaciones presentadas por
el Committee on Publication Ethics COPE descritas por Barbour et al. (2017) Discussion document

on best practice for issues around theses publishing, disponible en http://bit.ly/COPETheses.

UNPUBLISHED DOCUMENT

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de Quito USFQ
institutional repository. Nonetheless, this project — in whole or in part — should not be considered a
publication. This statement follows the recommendations presented by the Committee on Publication
Ethics COPE described by Barbour et al. (2017) Discussion document on best practice for issues

around theses publishing available on http://bit.ly/COPETheses.


http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses

Resumen

En el Ecuador los ingresos a hospitales por fracturas que requerirdn de una protesis son muy
altos. A pesar del avance en esta area, el porcentaje de rechazo de la protesis es alto. Dando
lugar a varias investigaciones para mejorar este procedimiento y el recubrimiento de este metal
ha tenido gran aguje. Este trabajo se centra en el estudio de variables en el proceso de
recubrimiento de superficies metalicas por electrodeposicion con una mezcla de quitosano y
nano-celulosa. Contrariamente de las investigaciones orientadas en este campo el uso de
polimeros como nano-celulosa y quitosano CH no se ha analizado en detalle por separado,
incluso peor una mezcla de ambos. Para evaluar el rango de las variables de los polimeros, se
realizaron analisis con FTIR Fourier-Transform Infrared Spectroscopy y SEM Scanning
Electron Microscope, las cuales detallaron la importancia de las composiciones en el
recubrimiento final. Se evalud la estabilidad de los recubrimientos mas prometedores con un
tejido similar al cuerpo. La propuesta realizada logro comprobar que la nano celulosa nativa es
mas estable a largo plazo y al electro depositar la sustancia mezclada con quitosano se observa
una estructura muy organizada. A menos de 3 horas de incubacién posterior al momento de la
electrodeposicion tanto la nano celulosa nativa como la nano celulosa oxidada (TOCNF) tiene
estabilidad muy parecida manteniendo el mismo comportamiento. Se demostré que los mejores
parametros para electro depositar nano celulosa nativa y TOCNF en quitosano son 2V por 40

min.



Abstract

In Ecuador the hospital admissions due to fractures that require a prosthesis are very high.
Despite the huge advance of this area, the amount of prosthesis that are reject from the people
are even more high. Leading to a camp of investigation in which the objective is to improve this
procedure and an ingenious technique of coating the prosthesis are booming. This work is
devoted to study the variables of electrodeposition in the coating of a metal surface with nano-
cellulose and chitosan. Aversely of the many investigations oriented in this field, the use of
polymers like nano-cellulose and chitosan CH have not been analyze in detail separately, even
worse together. To evaluate the range of variables of the polymer, it has been used an analysis
in the FTIR and SEM, which give a great importance of the compositions in the final coating. It
was also evaluated the stability of the coatings more promising with a similar tissue of the
human body. The proposal proves that the native nano cellulose is more stable in long-term
achieving a mora organized structure. In short term, less than 3 hours the electrodeposition of
either nano cellulose native or rusty (TOCNF) with chitosan have similar stability because it
maintains similar behavior. It probes that the best parameters for electroplating the native nano

cellulose and TOCNF with chitosan are 2V for 40min.
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1. Introduccion

En 2015 en Ecuador se registraron 40343 personas egresadas de hospitales por fracturas (anexo
1), de las cuales 40131 fueron egresados vivos y 212 fueron fallecidos(1). Esta estadistica
muestra una tasa de letalidad muy baja, pero es sorprendente la gran frecuencia de ingresos. De
todos los ingresos segun el INEC se estima que en mas de la mitad se realizo el inserto de una
protesis. Las protesis se usan desde el ambito odontologico hasta el traumatoldégico. La
osteointegracion es una conexion funcional y estructural directa entre el hueso vivo y la
superficie de un implante enddseo funcional, produciendo una unién mecanica directa y
estable(2). En la implantologia tiene como premisa lograr una rehabilitacion protesticas exitosa,
por lo cual el estudio del proceso de osteointegracion contribuye al estado de éxito(2). El
Ti6Al4V se ha convertido en uno de los materiales mas usados para la construccion de protesis
debido a sus propiedades mecdanicas, baja densidad, excelente resistencia a la corrosion y
biocompatibilidad (3,4). Las limitaciones del Ti6Al4V se han identificado con mayor
frecuencia en los implantes dentales ya que un 52,5% de los implantes fallaron por infecciones
bacterianas (colonizacién microbiana)(4,5). El Ti6Al4V tiene una baja bioactividad, como es un

material altamente reactivo forma oxido de titanio al tener contacto con altas temperaturas(4).

La administracion local de agentes antimicrobianos representa una estrategia inteligente para
impedir la adhesion y proliferacion bacteriana, razén por la cual, el recubrimiento del implante
se ha disefiado como una solucién para estas limitaciones ya que desempefian el papel de
prevenir infecciones(5). Los recubrimientos comunes son el fosfato de calcio en especial la
hidroxiapatita HA, que al ser un andlogo del componente mineral 6seo genera una gran
biocompatibilidad y estabilidad in vivo(6,7). Los recubrimientos con HA aumentan el contacto
con el hueso y mejoran el crecimiento 6seo después de un largo desempeiio, con lo que
concluyeron varios casos clinicos los recubrimientos podrian liberarse con el tiempo y provocar
un de laminado del implante que produzca inflamacioén local, reabsorcion del hueso e incluso
falla del implante(6). Existen casos de inflamaciones post cirugia que provoca el uso de
antibioticos constantes que causan complicaciones renales y hepaticas(4). Para mitigar las
inseguridades de los recubrimientos ceramicos o HA han tomado gran interés los
recubrimientos poliméricos con caracteristicas antibacteriales. Los biopolimeros tienen
caracteristicas de degradacion enzimatica, poca encapsulacion fibrosa, angiogénesis acelerada,
capacidad de crecimiento y mejora celular(8). Entre los biopolimeros se encuentra pectina,
quitina, celulosa y quitosano(9). El quitosano CH (polisacarido natural) ha demostrado tener la
propiedad de reducir la presencia de patdogenos en el hueso postcirugia, la proliferacion de

fenotipos de células, buena estabilidad quimica, biocompatibilidad y biodegradabilidad(4,7).

La nano celulosa fibrilada se presenta como una promesa de recubrimiento o films no solo por

su bajo peso, mas bien por sus beneficios de renovabilidad, reciclabilidad, procesabilidad y
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compatibilidad(10). No se encuentra literatura previa de nano celulosa en recubrimientos

metalicos, pero si para films biodegradables(10).

Se han realizado estos recubrimientos poliméricos de protesis por medio de varias técnicas
basadas en adsorcion y electroforética. Dentro de la electroforética se encuentra varias técnicas
que se han estudiado con gran interés ultimamente como es la electrodeposicion. El principio
basico de la electrodeposicion es la electrolisis y tiene la interesante capacidad de formar
peliculas o revestimientos. Generalmente se usa electrodeposicién para recubrir superficies
metalicas para aplicaciones protectoras o decorativas(11), pero también incluye desde la
deposicion de materiales solidos como metales y aleaciones hasta semiconductores en nano
escala o meso escala(12). El proceso consiste en simular una celda galvanica donde, tenemos el
anodo que es un electrodo de platino, el catodo que es el objeto que deseamos recubrir en este
caso Ti6Al4V, una fuente de poder, y una sustancia de quitosano con nano celulosa nativa o
nano celulosa oxidada. Lo que ocurre es una electrodeposicion de quitosano por un diferencial
de carga, ya que al disolver el quitosano en acido queda protonada y el Ti6Al4V es negativo
formando un recubrimiento. Al simular la celda galvanica ocurren dos reacciones en el proceso:
primero la reaccion de reduccion que ocurre en el catodo y la reaccion de oxidacion que ocurre
en el anodo. La reaccion redox forma un material firme y robusto en el catodo(11). La
electrodeposicion ha tomado gran auge en las investigaciones para films o recubrimientos
porque se trabaja a bajas temperaturas, donde se tiene mejor control del grosor y composicion
del recubrimiento, genera una gran adherencia y se lo puede realizar con cualquier material
como los biopolimeros. Otras técnicas como la adsorcion se han descartado por la cinética poco
eficiente, dependencia de temperatura y concentracion, tiempos largos de recubrimiento, baja

adherencia y carencia de homogeneidad.

En la literatura se ha podido encontrar varios articulos con recubrimientos de quitosano en
metales como Ti que describen gran potencial(13). El quitosano mejora la osteointegracion,
incluso se ha estudiado la encapsulacion de sustancia bioactivas que contribuya a la eficiencia
del recubrimiento. La nano celulosa es prometedora para los recubrimientos por sus propiedades
y estructura rigida que ayuda al crecimiento celular. La nano celulosa no esta reportada en
literatura en estudios de electrodeposicion, en especial de una mezcla de quitosano y nano
celulosa. Planteando una estrategia de aprovechar las interacciones entre los compuestos para

inducir la deposicion de nano celulosa.

El presente trabajo busca estudiar los efectos de las variables voltaje y composicion polimérica
en el proceso de recubrimiento de superficies metalicas a través del método de

electrodeposicion de una mezcla de quitosano y nano-celulosa.
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Para lo cual, se establece un rango de trabajo de las variables: composicion y voltaje. Con los
rangos establecidos se evalta el efecto de distintas variables sobre los recubrimientos. Por
ultimo, se definié las condiciones de proceso que resulten en recubrimientos estables en

condiciones fisiologicas.

2. Metodologia

2.1 Materiales

Quitosano de peso molecular medio, quitina des acetilada y poli(D-glucosamina) obtenidos por
Aldrich.

Celulosa nano fibrilada sin modificar de concentracion 1.74 0.02% p/v y celulosa nano fibrilada

oxidada (TOCN) de concentracion 1.7+0.02% p/v.
Acido acético 1M e hidroxido de sodio 10M.
Cilindros de Ti6Al4V.

2.1.1 Preparacion de quitosano
Una solucién 0.5% p/v se prepard disolviendo el quitosano de peso molecular medio en acido
acético IM. El pH final de la solucién de quitosano se ajustd a 5.5, lo cual, es importante para

tener una correcta electrodeposicion.

2.1.2 Preparacion de la superficie discos de Ti6Al4V
Las muestras de Ti6Al4V fueron cortadas en discos cilindricos en iguales proporciones con un
diametro de 1.6cm y un ancho de 0.3cm. Para un posterior proceso de pulido con 4 lijas de 120,

240, 360, 600. La superficie se esterilizo con alcohol etilico al 80%.

2.1.3 Analisis FTIR

Se tomaron los espectros FTIR de las muestras utilizando un espectrometro Car 630 FTIR.
Antes de ingresar las muestras al FTIR se liofilizaron en el liofilizador BK-FD 10 BIOBASE
(18) y se congelaron hasta la medicion. Posterior a la obtencion de resultados del FTIR se
realizd un ajuste de la linea base utilizando la aplicacion Origin 8 pro que es un software de
analisis de datos y graficos, con automatizacion de datos o parametros para crear varios trabajos

en una plantilla (19).

2.1.4 Analisis del SEM

Las estructuras y propiedades morfoldgicas de muestras liofilizadas se visualizaron mediante el
uso de un microscopio electronico de barrido SEM JEOL IT300 InTouch Scope. El SEM tiene
una observacion de alta calidad de imagen, un sistema de vacio y sistema de procesamiento de

sefiales que puede operar con un alto rendimiento(20).
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2.1.5 Analisis de estabilidad.

El analisis de estabilidad se lo realizo de dos composiciones: 30ml de quitosano con 0.5g de
nano celulosa nativa y 30 ml de quitosano con 0.5g de TOCNF. Se replico 3 veces cada
composicion para aumentar el nivel de confianza del analisis. Las muestras se sumergieron en
buffer fosfato salino PBS y se pesaron a seis tiempos: cero, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 24 horas y
48 horas. En el lapso de cada pesaje se colocaron las muestras en una incubadora a 37°C. A
cada set de pesos se calculo el porcentaje de hinchamiento de cada tiempo como se muestras en

el anexo 3.

. La formula para obtener el porcentaje de hinchamiento es:

%hinchamiento = x 100

Pf—Pi
Pi

3. Resultados y discusiones

El estudio se enfoco en determinar las mejores composiciones y parametros de
electrodeposicion de quitosano con nano celulosa nativa y TOCNF mediante las micrografias
electronicas de barrido y la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier FTIR.
Adicionalmente, se estudi6 el comportamiento de la nano celulosa con el quitosano mediante

los espectros infrarrojos por la transformada de Fourier.

3.1 Rango de trabajo de variables: composicion y voltaje

La nano celulosa se oxido usando un radical 2,2,6,6 tetrametilpiridina 1 oxil (TEMPO) que se
ha popularizado como una reacciéon prometedora para convertir los grupos hidroxiles primarios
en carboxilos o como pretratamiento para produccion de nano celulosa(14,15). Oxidando
celulosa nano fibrilada seguida de varios procesos mecanicos se incrementan los grupos
carboxilos y aldehidos obteniendo nano celulosa oxidada (TOCNF). Se los considera favorables
para recubrimientos por sus propiedades biodegradables, estabilidad bioldgica, hidrofébica, e
hidrofilica. Su estructura permite el incremento de grupos carboxilicos y aldehidos en la
superficie sin deterioras propiedades mecanicas dando lugar a una estable adsorcion de
quitosano(14). La adicion del TOCNF mejora la biocompatibilidad ya que la estructura rigida

sirve como plataforma para crecimiento y proliferacion de células(16).
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Figura 1. Representacion de enlaces de hidrogeno e interacciones electroestaticas de CH y TOCNF.

La combinacién de los polimeros de quitosano y nano celulosa oxidada TEMPO tiene una gran
fuerza impulsora entre los enlaces de hidrogeno y la atraccion electroestatica de los grupos
carboxilatos cargados negativos (-COO) y el grupo positivo amino (-NH3) del quitosano(16).

Los enlaces fuertes proporcionan una gran compatibilidad de ambos biopolimeros(16).

3.1.1 Analisis de composiciones FTIR
Para comenzar el estudio se realizo el analisis de las interacciones entre la nano celulosa nativa

y TOCNF mediante la espectroscopia infrarrojos por transformada de Fourier (figura 2).
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Figura 2. Espectroscopia infrarrojos por transformada de Fourier de muestras con: A) TOCNF y B)

nano celulosa nativa.

Los espectros de la figura 2 proporcionan las diferencias entre ambas nano celulosas, lo cual,
nos permite especular del comportamiento de cada uno al juntarse con el quitosano o al ser

electrodepositadas. La figura 2 indica que la banda espectral dominante estd cerca de 3500
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correspondiente a las vibraciones de los grupos OH y CO. En el rango de 1600-1700 sobresale
un pico dada por el OH de agua absorbida en la formulacién de nano celulosa(21,22). La
reduccion de la intensidad espectral indica la eliminaciéon de fracciones de hemicelulosa y
lignina(22). El espectro de la sustancia con TOCNF mantiene un pico prominente cercano a
1600 correspondiente a grupos carbonilo(22). Los picos observados cercanos a 1400 se debe al
movimiento del CH2 en la celulosa y cercano al 1000 corresponde a la vibracion de
estiramiento del anillo COC en la celulosa(22). También se observa el mismo pico, pero con
mas intensidad en el TOCNF cerca del 800 relacionado con la mejora de enlaces glicosidicos
celuldsicos. Los espectros de nano celulosa muestran a las dos nano celulosas como
prometedoras para tener interacciones con quitosano que ayuden a mejorar los recubrimientos
poliméricos. Para comprobar las interacciones entre las dos nano celulosas y quitosano se
realizaron seis mezclas variando la composicion de nano celulosa en quitosano con cada tipo de

nano celulosa.

En el caso de nano celulosa nativa, para cada muestra se mezclé 0.5 ul de quitosano y las
distintas composiciones de nano celulosa que fueron 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5g; tomando en cuenta

que se realiz6 una muestra base de solo nano celulosa nativa.
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Figura 3. Espectroscopia infrarrojos por transformada de Fourier demuestras con: A) unicamente nano
celulosa nativa, B) 0.5ul de quitosano con 0.5g nano celulosa nativa, C) 0.5ul de quitosano con 0.4g
nano celulosa nativa, D) 0.5ul de quitosano con 0.3g nano celulosa nativa E) 0.5ul de quitosano con 0.2g

nano celulosa nativa, F) 0.5ul de quitosano con 0.1g nano celulosa nativa

En la figura 3 el pico alrededor de 3500 se atribuye al estiramiento de enlaces OH con enlaces
de hidrogeno. La baja similitud entre ellas se debe a decrecimientos en la intensidad del espectro,

pero si se visualizan las mismas curvaturas. La reduccion de intensidad del espectro al aumentar
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la concentracion de nano celulosa se observa en los picos entre 1600 y 1700 que se debe a las
interacciones entre el quitosano y nano celulosa(23,24). Incluso las interacciones entre ambos
compuestos se observan antes de 3500 donde aumenta los picos en 0.1g de nano celulosa, al
contrario al tener concentraciones de 0.5g de nano celulosa los picos se reducen(23,25). En
literatura se encuentra que los espectros de nano celulosa y quitosano no muestra gran diferencia
en FTIR por la similitud quimica entre quitosano y nano celulosa(25). El aumento drastico
alrededor de 1000 atribuidas a enlaces CO, CC vy aiiillos corroborando la reticulacion entre
quitosano y nano celulosa. Una banda antes de 3000 se debe al estiramiento de NH3 y cerca de

1400 se asigna al enlace de CH y CH2 del glutaraldehido(24).

De la misma manera (figura 4) se realizaron seis espectros con diferentes composiciones de
quitosano y nano celulosa, sin embargo, en este caso se realizaron las muestras con nano
celulosa oxidada TEMPO (TOCNF) en quitosano en aumentos de 0.1g cada muestra. Es decir,

que se disolvi6 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5g de TOCNF en 0.55ul de quitosano.
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Figura 4. Espectroscopia infrarrojos por transformada de Fourier de muestras con: A) unicamente
TOCNF, B) 0.5ul de quitosano con 0.5g TOCNF, C) 0.5ul de quitosano con 0.4g TOCNF, D) 0.5ul de
quitosano con 0.3g¢ TOCNF, E) 0.5ul de quitosano con 0.2g TOCNF y F) 0.5ul de quitosano con 0.1g

TOCNF.

Estos espectros muestran lo mencionado previamente respecto a la nano celulosa oxidada
TEMPO (TOCNF) evidenciadas como prometedoras a las interacciones del compuesto. La
figura 4 mostro dos bandas que se destacan, entre 3250-3500 y antes de 3000 que corresponden
a vibraciones de OH y CH(26). La presencia de picos alrededor de 3500 desaparece por
interacciones electroestaticas entre grupos carboxilos y aminos del quitosano(27). Como se
menciond previamente el TOCNF tiene grupos carboxilos y carbonilos que fomentan la

interaccion electroestatica entre carbonilos que pierden un hidrogeno y queda COO negativo y
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aminas protonadas NH3, los cuales se comprueban con la eliminacién de los picos cercanos a
3500. La banda en 1600 se atribuye a la flexion del grupo OH de agua absorbida y la banda
cercana a 1500 es de flexion de CH2(28,29). Las bandas entre 1300 y 1350 surgen del balance
de OH, vibraciones de CH y CO de los afillos polisacaridos y deformacion de CH(27). Las
curvaturas entre 1000 y 1250 corresponden a los estiramientos de CO y CH de las vibraciones
del aiiillo piranosa(28). Se observa en a figura 4 aumento de intensidad curvas que confirma la
incorporacion exitosa entre nano celulosa y quitosano. Se visualizan més estas interacciones al
aumento de nano celulosa lo cual, se ejemplifica en el pico entre 3250 y 3400 donde el aumento

de nano celulosa indica la formacion de enlaces de hidrogeno entre quitosano y nano celulosa.

3.1.2 Evaluacion morfologica de composicion prometedora

Al comprobar la prometedora interaccion entre nano celulosa y quitosano dada por los FTIR
anteriores, se comenzo la experimentacion para establecer los parametros Optimos para trabajar
con 0.5g de nano celulosa nativa y TOCNF con 30ml de quitosano. La condicion inicial usada
fue una corriente 4V en un tiempo de 20 min. Condiciones a las cuales se ha comprobado en
proyectos de la Universidad San Francisco previos de Doménica Alvarez en los cuales, genero

un mejor recubrimiento de quitosano a estas condiciones (30).

Figura 5. Micrografia electronica de barrido de recubrimientos en Ti6AI4V por electrodeposicion a 4V-
20min de A) 0.5g Nano celulosa nativa en 30ml de quitosano a una magnificacion de X 200 (calibracion
100um) B)0.5g de nano celulosa oxidada TOCNF en 30ml de quitosano a una magnificacion de X 200
(calibracion 100um).

Sin embargo, al usar los parametros antes mencionados se visualizd en el SEM que los
recubrimientos generaron burbujas como agujeros (figura 5), independientemente del uso de
nano celulosa nativa o0 TOCNF. La aparicion de burbujas se tiene que evitar puesto que el
objetivo es producir un recubrimiento uniforme. El obtener un recubrimiento no homogéneo
influye en la estabilidad del recubrimiento y puede afectar la osteointegracion homogénea por
toda la superficie (31). Los cuadrados rojos de la figura 5 indican los lugares donde se observan
las burbujas formadas que son perjudiciales en el recubrimiento, mientas que los alrededores se
presenta aglomeracion de la sustancia electrodepositada. Para mejorar la deposicion y tener el

recubrimiento deseado (uniforme), se modifico el parametro de voltaje en la electrodeposicion
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disminuyendo el voltaje de 4V a 2V. Es decir, que se realizaron las muestran con parametros de

voltaje 2V y un tiempo de 20min con 30 ml y 0.5g de nano celulosa nativa y TOCNF,

respectivamente.

Figura 6. Micrografia electronica de barrido de 30ml de quitosano y 0.5g de Nano celulosa oxidada
TOCNF 2V - 20 min con magnificacion de A) X50 (calibracion 500um), B) X200 (calibracion 100um), C)
X 500 (calibracion 50um), D) x 1000 (calibracion 10um)

Figura 7. Micrografia electrénica de barrido de 30ml de quitosano 2V — 20min min con magnificacion
de A) x50 (calibracion 500um), B) X200 (calibracion 100um), C) X 500 (calibracion 50um), D) x 700
(calibracion 20um)

En la figura 6 y 7 se observa una muy ligera capa de deposicion, sin embargo, desaparecieron
las burbujas lo que confirma el parametro de voltaje. Mientras mas se acerca a la estructura
desde la figura A hasta la D se permite visualizar de mejor la superficie del metal y la capa

electrodepositada. Esta diferencia de capa se debe a la finura de la capa depositada. Se realiza la
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comparaciéon con los mismos parametros, usando solo quitosano (figura 7) y quitosano con
TOCNEF (figura 6) en donde se observan las estructuras de la deposicion claramente. A pesar de
usar los mismos pardmetros las estructuras son muy diferente. En la figura 6 se observan como
rupturas en la superficie que viene a ser las partes que no contienen recubrimiento. El quitosano
solo genera una estructura que se visualiza claramente en la figura 7, presenta lineas depositadas
y lineas vacias. Se atribuye esta estructura al poco tiempo de deposicion provocando una capa
muy fina representada en lineas como se mencion6 anteriormente. Como vimos en la figura 6 y
7 los recubrimientos fueron no uniformes por sus capas delgadas, lo que indica la necesidad de
modificar los parametros. Para lo cual, se realizd la electrodeposicion manteniendo las

composiciones y voltaje, pero aumentando el tiempo de deposicion a 40min.

Las estructuras en la figura 8, 9, 10 muestran estructuras mas complejas, se visualiza un
recubrimiento completo. En dichas figuras se observa aglomeraciones en ciertas partes

formando estructuras que atraen gran interés para ser analizadas.

Figura 8. Micrografia electronica de barrido de Quitosano 2V-40min con magnificacion de A) X50
(calibracion 500um), B) X200 (calibracién 100um), C) x 500 (calibracion 50um), D) X 1000

(calibracion 10um)

La figura 8 contiene una deposicion Unicamente de quitosano que se empleé como punto de
referencia para las demas muestras porque se puede visualizar una diferencia si se efectud el
recubrimiento sobre la superficie de nano celulosa y TOCNF. En la figura 8B se observa una
estructura porosa parecida aun hidrogel que coincide con lo reportado por Doménica Alvarez y
Matheo Hernandez, ya que el tiempo y voltaje son muy importantes para el grosor y morfologia
del recubrimiento al usar la técnica de electrodeposicion(30,32). En las figuras A y B parece
existir zonas no electrodepositadas al aumentar la definicion a las figuras C y D, se observa

peliculas electrodepositadas en la parte inferior, lo que quiere decir, que el total de la superficie
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se encuentra recubierto con quitosano. El éxito de este recubrimiento comprueba que los
pardmetros utilizados son adecuados y se prosigue con el uso de los mismos parametros para las

composiciones restantes con nano celulosa y TOCNF.

Figura 9. Micrografia electronica de barrido de Quitosano y Nano celulosa 2V-40min con magnificacion
de A) x50 (calibracion 500um), B) X200 (calibracion 100um), C) X 500 (calibracion 50um), D) x 1000
(calibracion 10um)

La figura 9 muestra una estructura parecida a cadenas de anillos enlazadas tipo panal abeja y
mientras se aumenta la definicion se ven aglomeraciones de la sustancia depositada. Al analizar
en especifico estas aglomeraciones y sus alrededores figura 9 D, la nano celulosa nativa genera
una estructura mas organizada en donde al parecer las estructuras de celulosa nano fibrilada se
alinean con los poros de quitosano. En la figura 9 B se ven particulas también solas en medio de
las estructuras externas. En medio de los anillos se visualiza otra estructura de la parte inferior,

estructuras sobre estructuras recubriendo por completo toda la superficie.
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Figura 10. Micrografia electronica de barrido de Quitosano y Nano celulosa oxidada TOCNF 2V-40min
con magnificacion de 4) x50 (calibracion 500um), B) X200 (calibracion /00um), C) X 500 (calibracion
50um), D) x 1000 (calibracion 10um)

En la figura 10 A se visualiza una gran cantidad de aglomeraciones de la sustancia depositada
en ciertas zonas de la superficie donde cada una se acerca a la otra, pero no llegan a juntarse por
completo entre ellas. Sin embargo, al aumentar la definicién a ciertas zonas (figura 10 D)
podemos observar unas peliculas parecidas a telarafias, las cuales conectaban las
aglomeraciones entre ellas. Se puede ver que las aglomeraciones se distinguen unas divisiones
en la superficie de Ti6Al4V que indican una estructura muy desorganizada. Se pude especular
que los cumulos observados en la figura 10 indican una interaccion entre el TOCNF y el
quitosano en el paso previo a la electrodeposicion, es decir, cuando se mezclan ambas sustancias.
Esta especulacion se reafirma con los FTIR de la figura 4 que proporcionan evidencia de las
fuertes interacciones de las sustancias al mezclarse. En donde se observa una mayor interaccion
por la desaparicion de varios picos explicados anteriormente. La desorganizacion y
acumulacion de las sustancias depositadas se atribuyen a la estructura de la nano celulosa pues
tienen una region amorfa y otra cristalina en forma de tubos o cilindros, que son los que se

observan con mayor claridad en las imagenes 10D (16).

Dado que las figuras del SEM 9 y 10 comprueban la hipdtesis del uso de nano celulosa para
obtener un recubrimiento mas uniforme y homogéneo. Para lo cual, se realizo en el FTIR las
muestras ya electrodepositadas de 0.5g TOCNF en 30 ml de quitosano, 0.5g de nano celulosa

nativa en 30 ml de quitosano, y 0,5g de solo quitosano bajo los parametros de 2V y 40min.
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Figura 11. Espectroscopia infrarrojos por transformada de Fourier de muestras electrodepositadas de A)

Quitosano solo, B) Nano celulosa nativa con quitosano, y C) TOCNF con quitosano a 2V y 40min.

Las muestras con la composicion y morfologia mas prometedora se observaron bajo el FTIR
para analizar sus espectros (figura 11). Los espectros sefialan las mismas desapariciones que se
visualizaron en el FTIR de la figura 3 y 4. No obstante, se observo la desaparicion del pico
alrededor de 3250 con la TOCNF vy la aparicion de un pico entre 2000 y 2500 con ambas nano
celulosas. Los picos mencionados se deben a la interaccion del quitosano con nano celulosa
nativa y NOCNF(23), brevemente mencionada en los FTIR de la imagen 3 y 4. A pesar de que
se visualiza una gran similitud entre ellas y las figuras 3 y 4 la variacion de intensidad de los

picos es muy notoria, pero no siempre genera gran confianza.

3.2 Evaluacion de estabilidad del recubrimiento

Con la confirmacion de los pardmetros, composiciones y morfologia de los recubrimientos
mayormente favorables. Se realizo las pruebas de estabilidad para las ultimas muestras
estudiadas, donde se visualizd una electrodeposicion en discos de Ti6Al4V sin pulir y

unicamente con quitosano a 2V y 40min.
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Figura 5. Micrografia electronica de barrido de muestra sin pulir Quitosano 2V-40min con
magnificacion de 4) X50 (calibracion 500um), B) X200 (calibracién 100um), C) x 500 (calibracion
50um), D) X 1000 (calibracion 10um)

La electrodeposicion en discos de TI6AI4V sin pulir (figura 12) como se menciond en el
trabajo de Doménica Alvarez no es la mejor, pero si se visualiza una deposicion no uniforme
con aglomeraciones en ciertas partes del disco(30). Incluso en la figura 12 A se observa partes

donde no hay recubrimiento y se ve el corte del disco.

A pesar de que la deposicion no es la mas adecuada el estudio de estabilidad se realizod en
muestras sin pulir. Se evalud la composicion mas prometedora de 0.5g de nano celulosa nativa
en 30ml de quitosano y 0.5g de TOCNF en 30ml de quitosano. Para el estudio de estabilidad se
realizaron 3 réplicas de la electrodeposicion de cada composicion y con los parametros
establecidos en la primera parte del estudio de 2V y 40min. Los promedios de hinchamiento
(anexo 3) se graficaron con respecto a los tiempos, incluyendo sus respectivas desviaciones

estandar como se puede ver en la figura 13.
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Figura 13. Cinética Hinchamiento de recubrimientos electrodepositados de quitosano con nano celulosa

nativa y TOCNF.

La figura 13 nos indica que la nano celulosa nativa y TOCFN son extremadamente similares en
la primera hora de incubacion. Lo cual, queria decir que no importa cual nano celulosa escojas
para trabajar ya que deberias tener un comportamiento similar, si no es el mismo. Sin embargo,
la TOCFN muestra que al sobrepasar la primera hora una ligera diferencia comienza a aparecer.
Como se puede ver en la figura 13 la desviacion estindar deja una menor diferencia entre las
nano celulosas. Esta pequefia modificacion indica una tendencia del TOCFN a ser menos estable
que la nativa. Esta observacion comprueba la discusion tanto de la organizacién como estructura
de los resultados del SEM y FTIR (figuras 4 y 10, respectivamente) con TOCNF. Ambas figuras
proponian una menor estabilidad debido a que la nano celulosa y el quitosano interactian previo

la electrodeposicion, dejando ya grumos que se electro depositan enteros.
4. Conclusiones

Los parametros se modifican al electro depositar nano celulosa nativa y TOCNF al quitosano,
razon por la cual, se definio6 la electrodeposicion a 2V por 40 min. Estas condiciones fueron las
propicias para tener un recubrimiento homogéneo por medio de electrodeposicion. La adicion
de nano celulosa nativa y TOCNF al quitosano para generar por electrodeposicion un
recubrimiento continuo fue exitoso. Se demostrd que existe gran interaccion entre la nano
celulosa (nativa y TOCNF) con el quitosano provocando una estructura muy interesante
visualizadas en el SEM. No existe gran diferencia entre usar nano celulosa nativa o TOCNF
porque en la primera hora de incubacion el porcentaje de hinchamiento es muy similar y ambos
generan aglomeraciones de nano celulosa. Sin embargo, al pasar de la primera hora de
deposicién comienzan a existir ligeros cambios en el porcentaje de hinchamiento que indican

una mayor estabilidad de la nano celulosa nativa. La estabilidad de la nano celulosa nativa
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genera una estructura mas ordenada, mientras que la TOCNF genera interacciones previo la
electrodeposicion dejando aglomeraciones desordenadas que indican baja estabilidad. Los
recubrimientos de nano celulosa nativa y quitosano tienen gran potencial para una futura

aplicacion en el area biomédica para uso en protesis metalicas.
5. Recomendaciones

Para futuros trabajos se recomienda los parametros de 2V y 40 min para la electrodeposicion de
nano celulosa nativa y TOCNF en quitosano. Se espera una ligera mejora en los recubrimientos
al usar nano celulosa nativa con los mismos parametros anteriores. Esta composicion se
recomienda para una futura aplicacion al encapsular antibidticos y usarlos en recubrimientos de

protesis metalicas.

De la misma manera, se recomienda realizar un estudio variando la composicion o parametros
para compararlos con los resultados dados en la presente investigacion para contribuir a una

futura aplicacion medica.
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Anexos

1. Egresos hospitales:

www.ecuadorencifias.gob.ec

Cuadro No. 3.1.9
Egresos hospitalarios por condicién al egreso y sexo, tasa de letalidad hospitalaria, segtn grupos de causa de morbilidad
Lista de Agrupamiento de 298 causas - Cie - 10

743 3.3 3.508| 153] = 39 2.10|

;;;;;

293/1/Tssa de letalivac hospits aria: Tots! de fallecicos pars el totsl de egresos por 100
204
205

Figura 14. Estadisticas de egresos de hospitales por fracturas (seleccionada con amarillo fracturas de

fémur) proporcionado por INEC
2. Modificacion de datos para ingreso en origin 8 pro:

Para graficar los espectros de transmitancia vs longitud de onda con los datos proporcionados

por el equipo FTIR, se interpolo para obtener la columna de longitud de onda.

(ultimo dato de espectro — ultimo dato del espectro)

iteracion = -
cantidad de datos

Formula 1. Calculo iteracion

Tabla 1. Iteracion para calcular longitud de onda

cantidad de datos 451
primer dato del espectro 4003,16084
ultimo dato de espectro 648,556784

iteracion 7,43814646

3. Calculos de estabilidad

Se realizaron los analisis de estabilidad para los tiempos 1, 2, 3, 24 y 48 horas con muestras
electrodepositadas de la mezcla de nano celulosa nativa 0 TOCNF en quitosano. Para el estudio
de estabilidad se mantiene a las muestras en una incubadora hasta poder pesarlos a las horas

establecidas previamente.

Tabla 2. Pesos de 3 muestras electrodepositadas de nano celulosa nativa con quitosano a 1, 2, 3,

24,y 48 horas

Tiempos

Nativa 2V-40min
0 horas 1 hora 2 horas 3 horas 24 horas 48 horas
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1,6713 1,6853 1,6902 1,6935 1,6864 1,6887
1,6493 1,6659 1,6634 1,6646 1,6632 1,6673
1,6459 1,6973 1,6570 1,6675 1,6659 1,6650

Tabla 3. Pesos de 3 muestras electrodepositadas de TOCNF con quitosano a 1, 2, 3. 24. v 48

horas
Tiempos
0 horas 1 hora 2 horas 3 horas 24 horas 48 horas
TOCNEF 2V-
_ 1,6442 1,6622 1,6587 1,6618 1,6590 1,6579
40min
1,6461 1,6820 1,6570 1,6626 1,6559 1,6556
1,6461 1,6770 1,6635 1,6651 1,6583 1,6602

Tabla 4. Porcentaje de hinchamiento para las 3 muestras electrodepositadas de nano celulosa

nativa con quitosano a 1, 2. 3. 24. v 48 horas

Nativa 2V-

40min

Tiempos

1 hora 2 horas 3 horas 24 horas 48 horas

1 0,83767127 | 1,13085622 | 1,32830731| 0,9034883| 1,04110573

2 1,0064876 | 0,85490814 | 0,92766628 | 0,84278179| 1,0913721

3 3,12291148 | 0,67440306 | 1,3123519| 1,21514065 | 1,16045932

Promedio | 1,65569012 0,88672247| 1,18944183 | 0,98713691 | 1,09764572
Des.

Estandar | 1,27345146| 0,22988363 | 0,2268446 | 0,19977637 | 0,05992361

Tabla 5. Porcentaje de hinchamiento para las 3 muestras electrodepositadas de TOCNF con
quitosano a 1, 2, 3. 24, v 48 horas

TOCNF 2V-

40min

Tiempos
1 hora 2 horas 3 horas 24 horas 48 horas
1 1,09475733 | 0,88188785| 1,07042939| 0,9001338 | 0,83323197
2 2,18091246 | 0,66217119| 1,00236924 | 0,59534658 | 0,57712168
3 1,87716421 | 1,05704392 | 1,15424336| 0,74114574 | 0,85657007
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Promedio 1,71761133] 0,86703432 | 1,07568066 | 0,74554204 | 0,75564124
Des.
Estandar 0,5603803 | 0,19785497| 0,07607312 | 0,15244117 | 0,15504223
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