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PROLOGO

El Instituto Politécnico Nacional IPN, es una institucion publica rectora de la
investigacién y educacion tecnoldgica de México, fundada en 1936. Cuenta con
una matricula activa de 178,492 estudiantes, con un ingreso de 40,204 y un egreso
de 30,327 estudiantes en los niveles medio superior con 51 programas acadé-
micos, superior con 61 programas académicos y posgrado con 150 programas
académicos en cada ciclo escolar. El IPN tiene presencia en Ciudad de México,
Estado de México, Guanajuato, Hidalgo y Zacatecas para el nivel medio supetior
con una matricula de 60,962 estudiantes, para el nivel superior con una matricula
de 110,544 estudiantes y para nivel posgrado con una matricula de 5,080 estu-
diantes. Tiene también presencia en entidades como Baja california(CITEDI,
CICIMAR), Ciudad de México (CIC, CICATA, CIDETEC, CMP+L, CITEC,
CIEMAD, CIECAS) Durango (CIIDIR), Michoacan (CIIDIR), Morelos (CE-
PROBI), Oaxaca (CIIDIR), Querétaro (CICATA), Sinaloa (CIIDIR), Tabasco
(CRP+L), Tamaulipas (CICATA Altamira, CBG) y Tlaxcala(CIBA), a través de
centros de investigacion cientifica y tecnoldgica con programas de posgrado con
una matricula de 6,986 estudiantes y 1,145 profesores investigadores miembros
del sistema nacional de investigadores SNI del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia CONACyT.

Cada una de estas escuelas o unidades de investigacion cuenta con grupos
de investigacién pequefios que han tomado como retos de investigacion areas
que tienen como fin ultimo impactar con sus aportes al desarrollo de las nuevas
tecnologfas. El IPN a través de la Secretaria de Investigacién y Posgrado SIP ha
organizado el quehacer de estos grupos como nodos de las redes de investigacion
y posgrado. A la fecha la SIP del IPN cuenta con nueve redes: Biotecnologia,



Medioambiente, Nanociencias Micro y Nanotecnologias, Computacion, Energfa,
Desarrollo Econémico, Salud, Robética y Mecatronica, y Telecomunicaciones.

La Red de Investigacién en Nanociencias, Micro y Nanotecnologias RNMNT,
fue creada en 2009. La membrecia de la red a diciembre de 2017 es de 93 inves-
tigadores activos, adscritos a escuelas y centros de investigaciéon antes mencio-
nados, 79 de estos profesores pertenecen al Sistema Nacional de Investigadores
SNI, cuenta con un programa de Doctorado en Red en Nanociencias, Micro y
Nanotecnologias y cuenta con un Centro de Servicios en Nanociencias Micro y
Nanotecnologias CNMN con un par de laboratorios nacionales CONACyT uno
especializado en caracterizacion de materiales y el otro especializado en micro y
nanofabricacién de dispositivos micro-electro-mecanicos MEMS. A su interior
la RNMNT se ha organizado en cinco grupos de aplicacioén de las Nanociencias,
Micro y nanotecnologfas alineadas al Programa Especial de Ciencia, Tecnologia
e Innovaciéon PECITI del CONACYT: Salud, Energia, Alimentos, Medioambiente y
Seguridad. Se puede considerar que la RNMNT del IPN reune los requisitos sufi-
cientes en cuanto a calidad y pertinencia para ser una red de investigacion y edu-
cacion de posgrado de gran impacto en la construcciéon de un México mas com-
petitivo y que en el mediano plazo alcanzara el perfil de una red de innovacion.

AVANCES DE INVESTIGACION EN: Nanociencias, Micro y Nanotec-
nologfas, plasma en cinco capitulos la actividad de grupos multidisciplinarios de
investigacion de la RNMNT quienes proponen y esbozan soluciones a algunos
retos de la problematica nacional. En el Capitulo 1: Salud, el Dr. Eduardo San
Martin y colegas, presentan avances de estudios de la efectividad de nanotrans-
portadores de farmacos anticancerigenos, en cancer de mama. Para poder dirigir
estas nanoparticulas hacia las células tumorales se propone la funcionalizacién
con una molécula afin a las células neoplasicas, la aglutinina de soya (SBA), con
la cual se realiza la unién de tipo ligando/receptor con los aztcates que forman
parte de los receptores de la superficie de las células cancerigenas de este estu-
dio, incluida la de cancer de mama. en el Capitulo 2: Alimentos, Grise/ A. Flores
Miranda y colegas, presentan avances en el desarrollo de técnicas para encapsular
componentes bioactivos en particulas nanométricas para la elaboracion de na-
noemulsiones y su caracterizaciéon fisicoquimica, el estudio tiene potencial de
ayuda a la industria de alimentos y bebidas para el disefio de estos con liberacion
controlada de componentes bioactivos lipofilicos, en el Capitulo 3: Energia,
Martha Leticia Herndndez y colegas presentan avances en la preparacion, sinte-
sis y caracterizacion de materiales nanoestructurados (BixSey) para aplicaciones



termoeléctricas, a partir de Cloruro de Bismuto (BiCl,) y tetra Cloruro de Sele-
nio (SeCl), Marco A Ramirez y colegas presentan un estudio para el modelado
de los fenémenos fisicos conocidos como efecto Peltier, Zibect, y Thomson y
simulacién multifisica mediante la técnica de elemento finito para dispositivos
termoeléctricos a base de Telurio de Bismuto (Bi,Te,), el mismo modelo se eva-
l4a para ser empleado en nuevos materiales. En el Capitulo 4: Medioambiente,
M. Sudrez Quezada y colegas, presentan avances en el desarrollo de fotocataliza-
dores integrando Cerio como separador de cargas en estructuras de hidroxidos
dobles laminares (ZnAl) para el tratamiento eficiente de agua contaminada con
compuestos organicos, por adsorcion y fotodegradacion por luz UV, Sarai Cruz
Leal y colegas presentan avances en la valorizaciéon de nano residuos de Oxido
de Tungsteno WO, provenientes de un proceso HFCVD por sus siglas en inglés
Hot Filament Chemical Vapor Deposition para su recuperacion y aprovechamiento
como materiales adsorbentes de gases, catalizadores o fotodegradores de materia
organica, finalmente en el Capitulo 5: Seguridad, Ivin Cortes Pliego y colegas,
presentan avances del estudio de los compédsitos nano y micro estructurados de
Aloe Vera y nanoparticulas de TiO,, dando resultados preliminares un sistema
seguro para el manejo de nanoparticulas de diéxido de titanio al contacto con la
piel en posible uso para bloqueador solar del gel de .A/e Vera.

AVANCES DE INVESTIGACION EN: Nanociencias, Micro y Nanotec-
nologias. Es el manuscrito de los avances en la investigaciéon que los autores van
desarrollando dia con difa en sus laboratorios y que en este corte, ha dado como
resultado un libro util para investigadores, académicos y estudiantes.

Dr. Marco A. Ramirez Salinas
Coordinador 2015-2017
RNMNT del IPN






CAPITULO SALUD

EVALUACION EN MODELOS IN
VIVO DE LA EFECTIVIDAD DE
NANOTRANSPORTADORES DE
FARMACOS ANTICANCERIGENOS
EN EL TRATAMIENTO DE
CANCER DE MAMA

Eduardo San Martin Martinez', Rocio Casafias Pimentel'?,
Marco A. Ramirez Salinas®, Exsal M. Albores Méndez!

ICICATA-IPN.

*CONACYT - Instituto Politécnico Nacional, Centro de Investigacion en Cien-
cia Aplicada y Tecnologia Avanzada.

*Centro de Investigacién en Computacion del IPN.

esanmartin@ipn.mx, rgcasanaspi@conacyt.mx, mars@cic.ipn.mx,
albores_09@hotmail.com

https://doi.org/10.3926/0oms.401.1

San Martin Martinez, E., Casafias Pimentel, R., Ramirez Salinas, M. A. & Al-
bores Méndez E. M. (2020). Evaluaciéon en modelos 7 vivo de la efectividad
de nanotransportadores de farmacos anticancerigenos en el tratamiento de
cancer de mama. En E. San Martin Martinez, M. A. Ramirez Salinas (Eds.).
Avances de investigacion en Nanociencias, Micro y Nanotecnologias. Barcelona, Espania:
OmmniaS cience. 11-43.




12 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS

Resumen

El cancer de mama es la primera causa de muerte en las mujeres de todo el
mundo y las cifras van en aumento. L.a medicina esta evolucionando atacando
los tejidos cancerosos sin comprometer tejidos sanos a través de la terapia diri-
gida, un tratamiento de mayor eficacia, ya que el farmaco actaa directamente en
las células tumorales. Con ayuda de la nanomedicina se han realizado estudios
que reportan efectividad citotéxica de nanoparticulas que contienen farmacos
antineoplasicos en lineas celulares de cancer y en células normales. Para poder
dirigir estas nanoparticulas es necesario vectorizarlas con una molécula que sea
afin a las células neoplasicas de tejidos mamarios. La aglutinina de soya (SBA)
es una proteina del frijol de soya que realiza unién de tipo ligando/receptor con
azucares que forman parte de los receptores de la superficie de las células de
algunos tipos de cancer, incluyendo al de mama. Fue realizada la bioconjugacion
de nanoparticulas cargadas de farmacos anticancerosos con aglutinina de soya, de
manera efectiva por 8 h a 4 °C. La bioconjugacién del nanotransportador con la
SBA permiti6 reducir los valores de IC, | para las lineas celulares MDA-MB-231
y MCF7. Fue desarrollado exitosamente un modelo murino de cancer de mama
con epitopes similares al cancer de mama humano, triple negativo. Con los na-
notransportadores funcionalizados cargados con farmacos que tienen el menor
IC, se realizarin los ensayos en modelos i vivo a los cuales se les ha inducido el
cancer de mama, evaluando el efecto en las zonas tumorales a través de imageno-
logia con un sistema de andlisis 6ptico de bioluminiscencia, fluorescencia y rayos
X (IVIS Serie III). Para confirmar el efecto de los nanotransportadores con los
farmacos se realizaran estudios histopatolégicos de las zonas tumorales.

Palabras clave: Aglutinina de soya; Nanotransportadores; Cancer de Mama;
Nanomedicina; Nanoparticulas de plata.
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1. Introduccion

Cancer, es un término empleado para designar a un conjunto de enfermeda-
des que se pueden presentar en diversas partes del organismo, cuyas caracteristi-
cas basicas son: el crecimiento celular descontrolado y la acumulaciéon de mualti-
ples alteraciones genéticas. El cancer constituye una de las principales causas de
muerte. En el 2012, en el mundo se presentaron 14.1 millones de casos nuevos de
cancer y 8.2 millones de muertes derivadas de esta patologifa. Los tipos de cancer
que causan mas muertes al afio incluyen a los canceres de pulmoén, estomago,
higado, colon, préstata y mama [1].

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en la mujer, a nivel mun-
dial [1]. En México, es un problema de salud publica de gran importancia, y es el
cancer ginecologico el que causa mayor numero de muertes [2].

Existe una amplia gama de farmacos quimioterapéuticos que son activos en el
cancer de mama; para el tratamiento de primera linea se utilizan siempre los mas
potentes y seguros: los antraciclinicos (adriamicina y epirubicina) y los taxanos
(paclitaxel y docetaxel). Desafortunadamente, la baja concentracion del farmaco
que alcanza los sitios tumorales, su rapida eliminacién y su amplia distribucion,
hacen que las dosis terapéuticas de la terapia tradicional sean muy altas [3], lo que
produce un envenenamiento sistémico, con efectos colaterales nocivos [2] que se
manifiestan con nauseas y vomitos, anorexia, debilidad, cansancio, estomatitis,
alopecia y fiebre, entre otros sintomas. Por otro lado, nuestro organismo es capaz
de desarrollar resistencia a multiples farmacos, lo que limita la efectividad del
tratamiento. Finalmente, la mayoria de los farmacos antineoplasicos en la practica
clinica son de naturaleza apolar, por lo que su administracién requiere del uso de
solventes organicos, nocivos para el organismo. Debido a estas razones, diversos
grupos de investigacion a nivel internacional se encargan de desarrollar nuevos
agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer de mama [3].

La nanomedicina ha demostrado un potencial invaluable en el tratamiento
del cancer. Este conjunto de herramientas ha permitido disminuir los efectos
adversos de la quimioterapia e incrementar la acumulacion del farmaco en la
vasculatura tumoral. Diversas nanoparticulas han sido disefladas en su tamafo
optimo y sus caracteristicas superficiales para incrementar el tiempo de circula-
cién en el torrente sanguineo. Estas son capaces de transportar a los farmacos
hacia las células de cancer mediante transporte pasivo, utilizando las caracteris-
ticas del microambiente tumoral, como el efecto de permeabilidad y retencion
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incrementadas (EPR) [4], el cual se presenta debido a que los vasos sanguineos
en los tumores presentan una serie de modificaciones morfoldgicas y funcionales,
dentro de las que destaca la falta de continuidad del epitelio vascular, dando lugar
al paso de particulas con tamafios menores a los 600 nm; por otro lado, los vasos
linfaticos se encuentran atrofiados, por lo que no les es posible drenar de manera
adecuada el sitio tumoral [5]. Ademas del direccionamiento pasivo, actualmente
se desarrollan estrategias de direccionamiento activo a través de ligandos o anti-
cuerpos dirigidos a marcadores tumorales especificos, mejorando la especificidad
de estas nanoparticulas terapéuticas. Se sabe que las particulas biocompatibles
con tamafio menor a 200 nm pasan desapercibidas por el sistema reticulo-endo-
telial (RES), prolongando su tiempo de circulacion [4].

En afios recientes, se han desarrollado algunos nanotransportadores para el
tratamiento del cancer de mama. El paclitaxel fue nanoparticulado y direccionado
con albumina, adquiriendo el nombre comercial de Abraxane. Este medicamento
esta indicado para el tratamiento de cancer de mama metastasico. La Doxorubici-
na fue encapsulada en liposomas, bajo el nombre comercial de Myocet, y esta in-
dicada para el cancer de mama recurrente, y la misma Doxorubicina, encapsulada
en liposomas PEGilados, se encuentra a la venta con el nombre de Doxil/Caelyx,
también indicada para el cancer de mama recurrente. Existen diversas moléculas
que pueden ser empleadas para el direccionamiento activo de las nanoparticulas
poliméricas transportadoras de farmacos para el tratamiento del cancer de mama.
Dos importantes, que han sido explotadas con eficacia, son 1) la albumina, que
basa su funcién en la acumulacién del farmaco en el sitio tumoral a través de la
accion endocitica de la caveolina, y 2) el trastuzumayv, anticuerpo monoclonal hu-
manizado que se une de manera especifica al receptor de HER2 [3]; sin embargo,
no son los unicos medios para direccionar el efecto farmacolégico al cancer de
mama. La aglutinina de soya (SBA, soybean agglutinin) es un candidato potencial
para este trabajo.

LLa SBA es una glicoproteina tetramérica que reconoce de manera especifica
a la N-acetilgalactosamina y a la B-D-galactosa; aunque también se une a Ca**
y a Mn**, en menor medida. Su punto isoeléctrico es cercano a 6.0. El didme-
tro hidrodinamico de la SBA es funcién, entre otras cosas, de la temperatura,
la concentracién y el pH. A pH cercano a 1, la SBA se desnaturaliza, mientras
que entre 2y 2.5 se encuentra en forma de monémero, con un diametro hidro-
dindamico de 3 nm, pero que mas alla de 2.5, la estructura tridimensional de la

proteina es tetramérica, con un diametro hidrodinamico cercano a los 4 nm,



EVALUACION EN MODELOS IN VIVO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOTRANSPORTADORES 15
DE FARMACOS ANTICANCERIGENQS EN EL TRATAMIENTO DE CANCER DE MAMA

cuando se emplea una solucién de 0.8 mg/ ml de buffer AGH10 (10 mM ace-
tato/10 mM glicina/10 mM HEPES con 15 mM Ca®’Mn*" y 154 mM NaCl)
at 25°C [6].

La SBA ha mostrado tener un valor prondstico en el cancer de mama, ya que
entre mayor es su afinidad por el tejido, el paciente tiene un peor prondstico. Su
interaccion es, por tanto, un indicio de la malignidad tumoral, lo cual se debe a
que el patréon de expresion de azicares en la superficie de las células se ve afectado
conforme aumenta el potencial metastasico de las mismas, ya que la interaccion
de la célula con la matriz extracelular esta mediada fuertemente por las moléculas
de superficie de membrana [7]. En un estudio realizado con 130 cortes histol6-
gicos de carcinoma mamario, se encontr6 que solo el 5 % fueron completamen-
te negativos a la interacciéon con SBA tefiida con fluoresceina, mientras que las
células madre hematopoyéticas (un tejido comprometido en la mayoria de los
tratamientos quimioterapéuticos) fueron completamente negativas. El grupo de-
mostré que la SBA se une a la superficie de las células MDA-MB-231 y las células
MCF7, dos importantes lineas celulares de carcinoma mamario [8].

En los dltimos afios, varios grupos de investigacion han sugerido el uso de
las nanoparticulas de plata para el tratamiento de cancer. AshaRani ¢f a/. [9], eva-
luaron la toxicidad de nanoparticulas de plata cubiertas con almidon en la linea
celular de fibroblastos de pulmén humano (IMR-90) y en células de glioblastoma
humano (U251), observando que las nanoparticulas de plata redujeron el conte-
nido celular de ATP, causando dafio mitocondrial e incrementando la produccion
de ROS, ambos de manera dosis-dependiente, siendo el dafio al ADN, mas pro-
minente en las células de cancer. El tratamiento con nanoparticulas causé paro
del ciclo celular en la fase G(2)/M. Asimismo, Wu e/ al. [10] reportaron que las
nanoparticulas de plata con diametro promedio de 6 nm, suprimen eficazmente
la proliferacion de células de leucemia humana (K562) en funcion de la dosis y el
tiempo; sugiriendo su posible uso en la terapéutica del cancer [10]. Por otro lado,
Carlson ez al. [11] evaluaron la interaccion de nanoparticulas de plata de 15, 30 y
55 nm en macroéfagos alveolares, encontrando acumulacion intracelular signifi-
cativa a las 24 h de exposicion con dosis altas de nanoparticulas y disminucion
en la viabilidad al incrementar la dosis de nanoparticulas de 15 y 30 nm (10-75
ug/mL). Los autores sugirieron que la toxicidad de las nanoparticulas de plata es
mediada por estrés oxidativo. Hsin e 2/ [12] reportaron que las nanoparticulas de
plata inducen apoptosis en fibroblastos NIH3T3 por la liberacién del citocromo
c en el citosol y la translocacion de Bax (proteina perteneciente a la familia de
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Bcl-2, reguladores de la apoptosis y del ciclo celular) a la mitocondria. La induc-
cién de apoptosis se encontré asociada a la generaciéon de ROS vy la activacion
de JNK (Jun N-terminal kinase). En las células resistentes a las nanoparticulas
de plata HCT116, encontraron sobreexpresion de las proteinas antiapoptoticas;
estos autores concluyeron que las nanoparticulas de plata inducen apoptosis por
la via mitocondrial. Diversos agentes antineoplasicos fundamentan su accioén
via apoptosis activada por la generaciéon de ROS, entre ellos: la vinblastina, el
cisplatino, la mitomicina C, la doxorrubicina, la camptotecina, la inostamicina y
la neocarzinostatina [13].

Por lo anterior, el estudio de la factibilidad terapéutica de las nanoparticulas de
plata deberfa continuarse bajo condiciones de toxicidad dirigida al sitio de accion
deseado, ya que la toxicidad de las nanoparticulas de plata no es especifica para
las células de cancer.

Existen multiples métodos que permiten la sintesis de nanoparticulas de
plata, entre ellos se pueden mencionar: la reduccién quimica de sales de plata,
la reduccion asistida por radiacion, la reduccion térmica o fotoénica, la descom-
posicion termal de compuestos de plata, la ruta verde y el método del poliol,
entre otros [14]. El método del poliol consiste en la utilizaciéon del PEG y
otros dioles para reducir la plata y dar lugar a la formacién de nanoparticulas.
El PEG puede actuar como un agente reductor y estabilizante, en funcién de
su peso molecular, entre mayor es éste, mayor es su actividad. Las particulas
sintetizadas por este método son estables a temperatura ambiente por meses.
Para la sintesis de nanoparticulas de plata por este método, el incremento en la
concentracion del AgNO, favorece la cristalinidad y el aumento de tamafio de
las nanoparticulas de plata [15].

2. Materiales y métodos

2.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Se llevé a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata por el método del poliol
con algunas modificaciones al método reportado por Luo e al. [15]. Para ello, se
adiciono a un matraz bola la cantidad de polietilenglicol (PEG) (Sigma-Aldrich)
indicada en cada experimento, se llevo a la temperatura deseada y se adicion¢ la
cantidad de AgNO, (Sigma-Aldrich) indicada en cada experimento. La reaccion
se mantuvo en agitacion magnética el tiempo indicado.
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Las nanoparticulas de plata fueron disueltas en diclorometano, los espec-
tros de absorcién optica de las soluciones de nanoparticulas de plata fueron
obtenidos en un intervalo de longitud de onda de 300-800nm, empleando un
espectrofotometro UV-Vis Cary de Varian. El tamafno de las nanoparticulas
de plata fue determinado por microscopia electronica de transmision (TEM,
JEM-1010 JEOL Japan) sobre rejillas de cobre de malla 200 con recubrimiento
de carbono.

2.2 Sintesis y caracterizacion de los nanotransportadores de nano-
particulas de plata

La sintesis de los nanotransportadores fue desarrollada por autoensamble;
para ello, diferentes concentraciones del PEG con las nanoparticulas de plata
se adicionaron a una solucién acuosa al pH indicado para cada experimento.
Posteriormente se homogeneizaron con vortex por 30 s y se sometieron a bafio
ultrasénico durante 10 min. Las particulas se mantuvieron en maduracién a
temperatura ambiente durante el tiempo indicado en cada experimento. Los
agregados grandes fueron eliminadas por filtraciéon a 0.22 um. En todos los
casos, excepto en las pruebas iz vitro, se ajust6 el pH de la solucién obtenida a
fin de darle estabilidad a la solucién. Las muestras fueron caracterizadas me-
diante TEM y dispersion de luz dinamica a 25 °C (DLS, Zetasizer, Malvern
Instruments).

2.3 Bioconjugacion del nanotransportador con Ia SBA comercial

LLa bioconjugacion del nanotransportador y la SBA se realizé ajustando el pH
de la soluciéon de nanotransportadores a 5.8 y se adicionaron las cantidades de
SBA disuelta en PBS pH 7.4 (1 mg/ml) indicadas para cada experimento, la reac-
cién de conjugacion se desarroll6 a 4 °C durante 24 h. Los nanotransportadores
conjugados fueron analizados mediante DLS y TEM.

2.4 Ensayos de citotoxicidad

Se emplearon para el estudio: las lineas celulares de adenocarcinoma ma-
mario MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) y MCF7 (ATCC® HTB-22™), asi
como la linea celular no tumorigénica MCF 10A (ATCC® CRL-10317™). Las
lineas celulares MDA-MB-231 y MCE7 se cultivaron en medio Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium (DMEM, GIBCO), suplementado con 5 % de suero fetal
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bovino (FBS, Invitrogen) a pH 7.0, mientras que la linea celular MCF 10A fue
cultivada en medio DMEM-F12 suplementado con 10 % de FBS, factor de cre-
cimiento epidérmico (EGF, 100 mg/ml, Sigma), insulina (100 mg/ml, Sigma)
e hidrocortisona (1 mg/ml, Sigma). Los cultivos se mantuvieron en incubacién a
37 °C en atmosfera controlada al 5 % de CO.,,

Para los estudios de toxicidad de los nanotransportadores no conjugados se
pesé la cantidad necesaria de PEG con nanoparticulas de plata requerida para
cada experimento y se disolvié en medio de cultivo, el autoensamble y la homo-
geneizacion de las particulas se realizaron mediante vortexeo por 30 s y el pase de
la solucién en una jeringa de insulina 10 veces; la solucion obtenida fue filtrada en
esterilidad con filtro de 0.22 um y aplicada a las células previamente sembradas en
placas de 96 pozos, como se indica mas adelante. Se probaron en las tres lineas
celulares, cuatro dosis de nanotransportadores de nanoparticulas de plata (0.0008
g/ml; 0.0040 g/ml; 0.0200 g/ml; y 0.1000 g/ml). En la Tabla 1 se indica la con-
centracion de plata y de PEG para cada tratamiento; para realizar estos estudios
se emplearon como controles: PEG 8000 Da, paclitaxel 0.293 uM (control +) y
células sin tratamiento (control -).

Tabla 1. Composicién de las muestras de PEG y PEG con nanoparticulas de plata empleadas para

determinar la toxicidad de las nanoparticulas de plata.

Concentracion de PEG Concentracion de PEG y plata

Dosis (#M PEG) Dosis (#M PEG) (MM Ag)

C1 99.68 D1 99.68 23.54

C13 219.17 D1.3 219.17 51.79

C15 298.84 D1.5 298.84 70.62

C1.75 398.42 D1.75 398.42 94.16

C2 498.41 D2 498.41 117.70

C3 2492.06 D3 2492.06 588.00

C4 12460.30 D4 12460.30 2943.40

Los nanotransportadores autoensamblados y conjugados fueron disueltos a
diferentes concentraciones en el medio de cultivo y filtrados con membranas
estériles con tamafio de poro de 0.22 um. Se emplearon los siguientes controles:
1) vehiculo, muestras de PEG disuelto en medio a las mismas concentraciones
que las empleadas para los nanotransportadores; 2) el medio de cultivo solo, y 3)
medio de cultivo con paclitaxel 0.293 pM. Adicionalmente, se prepard una solu-
ci6én de SBA comercial (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) en PBS pH 7.4; esta solucién
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fue filtrada en esterilidad y empleada en los ensayos de toxicidad a diferentes
concentraciones (0.5-2.0 uM); para estos estudios se emplearon los volumenes de
PBS correspondientes a cada muestra como controles.

La toxicidad inducida por las muestras fue determinada por la técnica colorimé-
trica MTT. Para realizar el estudio, se sembraron en placas de 96 pozos de fondo
plano, 7 000 células por pozo para los ensayos con MDA-MB-231 y 10 000 células
por pozo para los ensayos con MCEF7 y MCF 10A, adicionando 100 ul de medio
de cultivo por pozo. Las células se mantuvieron en incubacién durante 24 h a fin
de permitir la adherencia de las células a la superficie de la placa. Posteriormente, se
retir6 el medio de cultivo y se adicionaron los diferentes tratamientos (segin se indi-
que en cada experimento). Se mantuvo el tratamiento en incubacion durante 24 h. A
continuacion, se adicionaron a cada pozo 0.1 mg de MTT y se incubaron las placas
durante 2 h a 37 °C, en oscuridad. Una vez completado el tiempo de incubacion se
retir6 el medio y se adicionaron 100 pl de DMSO. Las muestras fueron analizadas
por espectroscopia UV-Vis en un lector de ELISA (Labsystem Multiskan Ms) a 570
nm. Los diferentes tratamientos fueron comparados con el control negativo que em-
pled unicamente medio; a partir de éste, se calculé el porcentaje de viabilidad celular.

2.5 Purificacion de Ia aglutinina de soya

2.5.1 Obtencion del material vegetal

Las semillas de soya (Glyine max) fueron obtenidas, para el aislamiento y pu-
rificacién de la lectina, en el mercado Argentina, Delegacion Miguel Hidalgo,
Ciudad de México.

2.5.2 Molienda

Las semillas de soya fueron pesadas y molidas en un molino de discos (The
Bauer Bros. Co, Springfield Ohio — Brantford, Ontario) la distancia entre los dis-
cos fue de 20 um, seguidamente la muestra se pasé por molino de martillo con
malla (Raymond, Laboratory Mill) para separar los granos triturados de mayor
tamafio y volver a pasarlos por el molino de discos con las mismas condiciones
iniciales. El producto de molienda se dejoé enfriar y secar.

2.5.3 Tamizado

La harina obtenida de las semillas de soya molidas fue procesada en una co-
lumna de tamices (Montiel Inoxidables México, MONTINOX). Se utilizaron 5
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tamafios de abertura descritos en la Tabla 2. Se seleccion la harina retenida por
la malla N°. 80, de 177 pm de abertura.

Tabla 2. Tamafio de abertura de los tamices utilizados.

Abertura (um) Pulgadas de Apertura Nuamero U.S.
420 0,1650 40
250 0,0098 60
177 0,0070 80
149 0,0059 100
125 0,0019 120
2.5.4 Desgrasado

Una vez realizada la clasificacién granulométrica, se selecciono la harina que
quedo6 retenida en la malla nimero 80. Se pesaron 12 = 1 g de muestra en un
cartucho de papel filtro para ser desgrasada en un equipo de Soxhlet durante seis

horas, utilizando hexano como solvente.
2.5.5 Extraccion de Proteinas (Globulinas)

Para la extraccion de proteinas, se sigui6 el protocolo establecido por Larsson
& Mattiasson [16] con algunas variantes. Una mezcla de una parte de harina de
soya desgrasada (g) y cinco partes de NaCl 0,15 M (ml) se puso en agitacion por
3 h a temperatura ambiente y 1 h a 4°C. Se centrifugé (13921 x g, +8°C, 10 mi-
nutos), resultando en un sobrenadante claro.

2.5.6 Precipitacion de Proteinas por “Salting Out”

Se adicion6 al sobrenadante (NH,),SO, al 40 % de saturacion y se llevo a cabo
la precipitaciéon por 1 hora a 4°C. La muestra se centrifugé a 13921 x g (Marca
Sigma 2-16; rotor 12141), 8°C, 10 minutos. Se recuper6 el sobrenadante y se le
adiciono sulfato de amonio por encima del 80 % de saturacion, la mezcla se agité
por 2 h a 4°C, y posteriormente fue centrifugada a 13921 x g, 8°C, 10 minutos. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue disuelto en dos veces su volumen en
una solucién de NaCl 0,15 M. El pellet solubilizado se dializé durante la noche
en contra de una soluciéon de NaCl 0,15 M, empleando una membrana de 12-14
kD de MWCO (Spectra/Por Dialysis Tubing, Spectrumlabs). La fraccion final
dializada obtenida se utilizé para la cromatografia de afinidad, algunos detalles de

la obtencién de proteinas estan indicados en la Figura 1.
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Agitacion 3 h, temperaturaambientey 1 h a +42C.
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de precipitacién de Proteinas.
2.5.7 Cuantificacion de Proteinas Totales

Se realiz6 la determinacién cuantitativa de la concentracién de proteinas to-
tales siguiendo el Método descrito por Lowry [17]; utilizando una solucién de
albumina bovina (Img/ml) para construir la curva tipo y determinar la concen-
tracion de las proteinas. La absorbancia se midié en un espectrofotometro UV-
VIS (Thermo Scientific™ Multiskan FC microplate photometer) a una longitud
de onda de 750 nm, como indica el método.

2.5.8 Cromatografia de afinidad

2.5.8.1 Preparacion de la matriz de afinidad

El método elegido para la preparaciéon de adsorbentes para cromatografia de
afinidad, consiste en la adicién de bisoxiranos (1,4-butanodiol diglicidil éter) para
la introduccién de grupos reactivos de oxiranos en la agarosa y para simultanea-
mente estabilizar el gel por entrecruzamiento. La activacién de la matriz polimé-
rica (P—OH) se lleva a cabo como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Reaccién de activacion de matriz de agarosa con 1,4-butanodiol-diglicidil-éter.
Modificado de [18].

El grupo amino conteniendo en los componentes R-NH, es acoplado de
acuerdo con la reaccion descrita en la Figura 3:

W H By H Hy H Hy oW
P=0—-C -C—C _0_{CH:}4_O_[' —f\—(),('H: T H1\_R_> pP=0—C -C—C '0_{(\1'13}4_0_(‘ ——C -HN—R

OH OH OH

Figura 3. Reaccion de acoplamiento del ligando a la de matriz de agarosa. Modificado de [18].

Se trabajé con 5 g de Sefarosa CL-4B prehidratada (Sigma-Aldrich, USA), a la
cual se le retiré el exceso de liquido mediante centrifugaciéon a 4779 x g durante

5 minutos.

A continuacion se activé la matriz por incubaciéon (Incu-Shaker® 10LR, Ben-
chmark), a 180 rpm, 25°C, durante toda la noche, con 5 ml de NaOH (0,6 M)
conteniendo 10 mg de NaBH, (Sigma-Aldrich, USA) y 2,5 ml de 1,4-butano-
diol-diglicidil-éter (Sigma-Aldrich, USA).

Para el acoplamiento del ligando de afinidad se sigui6 el protocolo descrito
por Vretblad [18], con modificaciones menores. Después de su activacion, el
gel fue lavado exhaustivamente con NaOH (0,1 M) y posteriormente fue mez-
clado con 150 mg de D-N-Acetil-Galactosamina (Sigma-Aldrich, USA) y 5 ml
de NaOH (0,1 M). El acoplamiento se llevé a cabo por 48 h en una incubadora
(Incu-Shaker® 10LR, Benchmark), en agitacion a 100 rpm y 45°C.

La matriz se lavé con buffer Tris-HCI (0.1M, pH=7.5), y se mantuvo en el
buffer a 4°C por 1 h, antes de ser lavada con agua destilada, Tris-HCI 0.05M (pH
8.0), buffer citrato 0.05M (pH 4.0) y finalmente con solucién de NaCl 0.15 M.

El gel se almacend en una solucion de etanol al 20 % en refrigeracion a 4-8°C.
El gel se caracteriz6é por FTIR antes de ser activado, después de ser activado y
después de su acoplamiento con el ligando.
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El gel de afinidad, en un volumen de 4 ml, se empaco en una columna de
borosilicato y se llevé al equilibrio con una solucién salina de NaCl 0.15 M a una
velocidad de flujo de 2.5 ml/min.

2.5.8.2 Procedimientos de la Cromatografia de Afinidad

Se inyectaron a la columna 5 ml de la muestra de proteinas purificadas del frijol
de soya, a la misma velocidad de flujo (2.5 ml/min) empleada para la inyeccién
de la fase moévil. A partir de entonces, la solucion salina se bombe6 a través de la
columna, hasta que la absorbancia del eluato alcanzé un valor de cero a 280 nm.
La elucién de las proteinas adsorbidas se realizé mediante el intercambio de la solu-
cién salina con una solucién de galactosa (25 mg/ml en solucién de NaCl 0.15 M).

2.5.9 Espectroscopia FTIR

La sepharosa CI.-4B, el producto activado con el grupo epoxi y el producto
conjugado con la N-acetil galactosamina, fueron evaluados mediante espectros-
copia FTIR (Cary 630, Agilent Technologies), con el fin de corroborar que las

reacciones se llevaron a cabo de manera satisfactoria.
2.5.10 Electroforesis

La masa molecular de las subunidades de las lectinas fue estimada por elec-
troforesis SDS-PAGE (10 %). Las muestras de cada etapa de purificacion de la
proteina fueron mezcladas con buffer de muestra y cargadas a los pocillos del gel.
Una vez corroborada la presencia de SBA en las muestras dializadas del salting
out, se procedio a realizar la cromatografia de afinidad y recolectar las fracciones
en las que el detector a 280 nm presentaba picos de absorbancia.

Los canales electroforéticos fueron cargados con un control negativo (mues-
tra de albumina bovina), un control positivo (muestra SBA, de Sigma-Aldrich,
USA), marcadores de peso molecular, los productos dializados del salting out y
las fracciones de la cromatografia de afinidad en donde el detector UV-Vis pre-
sent6 picos de absorbancia (Fraccion 3 y Fraccion 7) (Tabla 3).

La corrida electroforética se trabajé en las siguientes condiciones: 80 V, 30 mA,
2 W, 2 h. Después de la corrida, se retiraron los geles y se lavaron con abundante
agua destilada. Los geles se tifieron con Blue Brilliant (Sigma-Aldrich,USA) para
hacer visibles las bandas. Luego se dejaron en agitacién a 50 rpm en agua destilada,
en una incubadora (Incu-Shaker® 10LR, Benchmark), para ser destefiidos.



24 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS

Tabla 3. Muestras y controles cargados en los canales electroforéticos.

Pcfjiollo Muestra Descripcion
1 MW Marcador de Peso M(?lecular (Si.gmaMarkerTM, mol wt
36,000-200,000 Da, Sigma-Aldrich)

2 D1 Muestra dializada después del salting out.

3 D2 Muestra dializada después del salting out. Réplica 1.
4 D3 Muestra dializada después del salting out. Réplica 2.
5 D4 Muestra dializada después del salting out. Réplica 3.
6 D5 Muestra dializada después del salting out. Réplica 4.
7 T1 Fraccion 7, cromatografia de afinidad.

8 T2 Fracciéon 3, cromatogratia de afinidad.

9 Control (+) | SBA (Sigma-Aldrich, USA)

10 Control (-) | Albumina de Suero Bovino (Merck Millipore,)
2.6 Bioconjugacion

2.6.1 Caracterizacion de SBA y muestra purificada

Se evalu6 el potencial Z de la SBA comercial y la muestra purificada en un ran-
go de pH de 4 a 8 mediante dispersion de luz dinamica a 25 °C (Nano Zetasizer
7S, Malvern Instruments).

2.6.2 Proceso de bioconjugacion

Se tom6 un volumen de nanotransportadores y un volumen de soluciéon de SBA
(Img/ml) en una proporcién de 9.24:5.47, con base en la IC,  de los nanotranspor-
tadores de AgNPs en la linea celular MDA-MB-231 obtenida en los estudios ante-
riormente descritos (seccion 2.4). La muestra se mantuvo en agitacion (Incu-Sha-
ker® 10LR, Benchmark) a 150 rpm por 8 h, a una temperatura de 9°C, pH 5.8.

2.7 Establecimiento del modelo murino de cancer de mama

La linea celular de cancer de mama de ratén 4T1 fue adquirida de la ATCC
(CRL-2539); de acuerdo con el proveedor, el modelo animal del tumor representa
al cancer de mama humano en estadio clinico IV. Las células fueron cultivadas
en medio RPMI-1640 (ATCC) suplementado con FBS al 10 %, en atmodsfera
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himeda a 37 °C, 5 % CO,. Se prepard una suspensién con 2500 células/pl.. Se
tomaron 20 pL. de la suspension celular y se inyectaron en la cuarta almohadilla
mamaria de ratones hembra BALB/c de 6 semanas de edad, n=6. Los animales

se mantuvieron en observacion en el bioterio del Centro Militar de Ciencias de
la Salud.

Se obtuvo tejido tumoral mediante autopsia al ratén tipo BALB/c de 12 se-
manas de edad, con un mes de evolucion tras la inoculacion via subdérmica con
células tumorales de 4T1. Se realiz6 estudio histopatolégico mediante tincion H
y E y el estudio inmunohistoquimico para receptores hormonales (estrégenos y
progesterona), Cerb-B2, p53, ki-67 y CD-34.

3. Resultados y discusion
3.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Se realiz6 un primer estudio para la sintesis de nanoparticulas de plata, em-
pleando PEG de 4600 Da (resultados no mostrados), en donde evalué el efecto
de la temperatura (70-90 °C), de la cantidad de AgNO, (0.5-2.5 % peso) y del
tiempo de reaccion (30-90 min), encontrando que la mejor temperatura de sinte-
sis es 70 °C, debido a que el plasmén superficial de las muestras fue mas definido
y estrecho. Por su parte, se encontrd que la cantidad adecuada de AgNO, a em-
plearse en la sintesis es de 0.5 % peso, debido a que no es posible disolver por
completo cantidades superiores de la sal en el PEG. Por su parte, el incremento
en el tiempo de sintesis de 30 a 90 min indujo un incremento en el ancho de pico
del plasmon, indicando un aumento en la dispersiéon de tamano de las particulas.

A continuacion, se procedié con una comparacion de la respuesta de sintesis
con PEG de 4600 Da y PEG de 8000 Da con 0.5 % peso de AgNO,, 70 °C a
30, 60, 90, 120 y 150 min de reaccién, encontrando que para el PEG de 4600
Da (Figura 4A), el aumento en el tiempo de reaccion favorece el crecimiento de
las nanoparticulas de plata, observado por el ancho de banda y el sitio de origen
de la deflexion de la grafica; ademas, se muestra un corrimiento del A_hacia la
derecha. Por otro lado, se observé que el PEG de 8000 Da (Figura 4B), favorece
la sintesis de las nanoparticulas de plata con un plasmoén superficial bien definido
a partir de los 60 min, la intensidad de la sefial aumento6 con el tiempo, indicando
la formacién de mas nanoparticulas de plata, pero no el crecimiento de éstas, ya
que se mantuvo el ancho de banda y el sitio de origen de la deflexion de la grafica
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hasta los 120 min de reaccién. A 150 min se observé un cambio brusco en el
comportamiento de la grafica que sugiere el aumento del tamafio de las nano-
particulas. Se decidi6 trabajar con PEG de 8000 Da ya que su espectro sugiere
la formacién de nanoparticulas de plata homogéneas y de tamafios menores, el
tiempo de sintesis seleccionado fue de 120 min para maximizar la conversion de
la mayor cantidad de sal de plata a nanoparticulas, sin afectar de forma importan-

te el tamafio (véanse las Figuras 4C y 4D).

A) B)

Figura 4. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de plata con A) PEG de 4600 Da y B)

8000 Da, en C) y D) se muestran ambos pesos moleculares, donde D) es un acercamiento de C).

Se eligieron las condiciones de sintesis de nanoparticulas de plata para éste
método con PEG de 8000 Da, a 120 min, 70 °C y 0.5 % peso de AgNO,. Hsta
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muestra fue caracterizada por MET de alta resolucién. La caracterizaciéon micros-
copica de las nanoparticulas se realizé diluyendo a las nanoparticulas de plata em-
bebidas en el PEG en cloroformo. El diametro medio obtenido fue de 7.3+ 3.2 nm

(véanse las Figuras 5A y 5B).
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Figura 5. Tamafios de las nanoparticulas de plata A) micrografia electrénica de transmision de
alta resolucion y B) histograma de frecuencias del didmetro de particula.

3.2 Sintesis y caracterizacion de los nanotransportadores de nano-
particulas de plata

Se realiz6 un estudio de mezclas para conocer las condiciones de formacioén
de nanotransportadores con tamafio homogéneo menor a 200 nm; para ello, se
propuso la sintesis de muestras en agua desionizada, agregando del 0.1 al 10 % peso
de nanoparticulas de plata con PEG (peso total=10 g), de acuerdo con el disefio
experimental (Tabla 5); con posterior vortexeo 30 s y ultrasonido a 25 kHz. Los
nanotransportadores se dejaron madurar durante 72 h y se realiz6 centrifugacion
a 4000 rpm durante 30 min, se recuper6 el sobrenadante y se dejé madurar du-
rante 48 h.

Se realizaron estudios de tamafio de particula, filtrando a 0.45 pm previo al
analisis de dispersion de luz dinamica y potencial zeta. Sélo la corrida 1 fue esta-
ble a corto plazo, con diametro de particula de 100 nm, homogéneo y un poten-
cial zeta de -17.76 mV, lo cual indica que la suspension no es estable a largo plazo,
ya que no supera los 230 mV, pero da lugar a la reacciéon con el grupo amino de
la proteina de funcionalizacion.
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Tabla 5. Diseflo experimental para la sintesis de nanotransportadores

de nanoparticulas de plata por autoensamble.

Std Run PEG-nanoAg [ Agua %
% peso peso
6.00 1.00 1.48 98.52
4.00 2.00 2.84 97.16
1.00 3.00 0.10 99.90
9.00 4.00 3.94 96.06
11.00 5.00 0.10 99.90
10.00 6.00 10.00 90.00
3.00 7.00 7.26 92.74
7.00 8.00 8.61 91.39
2.00 9.00 10.00 90.00
12.00 10.00 10.00 90.00
14.00 11.00 7.26 92.74
8.00 12.00 6.11 93.89
5.00 13.00 5.01 94.99
13.00 14.00 0.10 99.90
Masa total 10.0 g

Por lo anterior, se realizé una nueva corrida con 1.48 % peso de nanoparti-
culas de plata en PEG, con el fin de mejorar tanto el tamafio de particula como
el potencial zeta, para ello se varié el pH de la muestra después de la sintesis.
El punto isoeléctrico de la aglutinina de soya es cercano a 6, por lo que para su
conjugacion se requiere que ésta se encuentre con carga positiva, mientras que
el nanotransportador tendra que presentar un potencial zeta negativo para que
de esta manera se genere una atraccion que permita la bioconjugacién del nano-
transportador con la aglutinina. Debido a que el pH de la muestra, después de la
sintesis fue de 5.2 y de acuerdo con la teoria, el potencial debera reducir su valor
conforme la muestra aumenta su pH, los nuevos valores de pH a probar, después
de la sintesis del nanotransportadort, fueron: 6.0£0.2, 7.0£0.2, 8.0£0.2 y 9.0£0.2.

Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 6; como se puede
observar, el tamafio del nanotransportador no varié de manera considerable
con el cambio de pH; en la tabla se indica el diametro hidrodinamico, el va-
lor promedio maximo en la campana de distribucion del grafico de intensidad
correspondiente a cada experimento, las lecturas se hicieron por triplicado; los
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valores para el Pdl, en todos los casos, indicaron que las muestras presentaron
significancia estadistica (p<<0.05) y que no hay efecto del pH en la dispersion de
tamafios de nanotransportadores. Sin embargo, el valor del potencial zeta si se
vio afectado con el cambio de pH, debido a que éste es el factor mas importante
en la determinaciéon del valor del potencial zeta de una muestra. La muestra sin-
tetizada a pH de 9.0£0.2 teéricamente presenta estabilidad a largo plazo a 25°C.
Esta muestra (en seco) fue caracterizada por TEM, encontrando que son estruc-
turas esféricas con diametro cercano a los 100 nm. La imagen permite observar
la diferencia de densidad electronica entre el PEG y la plata. Se observa una dis-

posicion aleatoria de la plata en el interior de la red polimérica (véase la Figura 6).

Tabla 6. Diametro y potencial zeta de los nanotransportadores sintetizados por el método del poliol.

Corrida, pH Diametro (nm) Pdl Potencial Z (mV)
1,5.0+0.2 158.761+2.51 0.25£0.00 -17.76£3.76
1,6.0+0.2 131.10£1.90 0.20£0.00 -17.90£2.30
1,7.0+0.2 145.50%3.30 0.20£0.01 -17.10£0.70
1,8.0+0.2 154.60£3.00 0.24£0.00 -24.00£0.10
1,9.0£0.2 143.50£2.30 0.24£0.01 -36.20£4.30

Figura 6. TEM de los nanotransportadores de nanoparticulas de plata

sintetizados por autoensamble.
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3.3 Ensayos de citotoxicidad de los nanotransportadores de nano-
particulas de plata

En la linea celular MDA-MB-231 (véase la Figura 7A), el control negativo mos-
tré un valor de 100 % de viabilidad, ya que estas muestras corresponden a células
sin tratamiento. Es a partir de estos valores que se determina la toxicidad de los
otros tratamientos; el control positivo (paclitaxel 0.293 uM) al ser un agente anti-
neoplasico indujo una disminucioén en la viabilidad celular del 20 % a las 24 h de
tratamiento. Cuando se compard la toxicidad del PEG contra estos dos controles,
se observé que la dosis C1 (99.68 uM PEG), la dosis C2 (498.41 uM PEG) y la
dosis C3 (2492.06 uM PEG) no mostraron un efecto toxico significativo, mientras
que la dosis C4 (12460.30 uM PEG) mostr6 una toxicidad importante a las 24 h
de tratamiento, alcanzando una disminucion del 50 % de viabilidad. No se busca
que el PEG sea el agente que cause toxicidad a las células; en el sistema que se
propone para la encapsulacion y direccionamiento de la actividad citotdxica de las
nanoparticulas de plata, el PEG tiene como fin ultimo el servir como vehiculo. Sin
embargo, al comparar el efecto del PEG solo con aquel en que fueron sintetizadas
las nanoparticulas de plata, se observaron cambios notables en la toxicidad del
sistema, encontrando que la dosis D1 (23.54uM Ag + 99.68uM PEG) causé una
disminucién de la viabilidad celular del 20 %, mientras que las dosis D2, D3 y D4
(117.70 uM Ag + 498.41 uM PEG; 588.60 uM Ag + 2492.06 uM PEG; 2943.40
uM Ag + 12460.30 uM PEG, respectivamente) mostraron 0 % de viabilidad celular.
Al comparar la dosis D2 con la dosis C2 se encontrd que las nanoparticulas de plata
tienen un efecto toxico importante en las células desde las 24 h, efecto que no es
atribuible al PEG, sino unicamente a la plata, porque a las 24 h de tratamiento el
PEG solo (C2) no indujo disminucién de la viabilidad celular, mientras que el PEG
con plata (D2) indujo muerte del 100 % de las células, lo que indica que a la dosis
efectiva de los nanotransportadores poliméricos de nanoparticulas de plata, en que
se elimina al 100 % de las células, el PEG no es toxico para esta linea celular. Se
estudiaron las dosis D1.5 y D1.75 con sus respectivos controles con el fin de tener
mas datos para la determinacion del IC, , encontrando que se requiere un valor de
37.4 uM Ag para inducir toxicidad al 50 % de las células.

En los estudios realizados en la linea celular MCF7 (Figura 7B), se encontré que
para las 24 h de tratamiento, el paclitaxel indujo un 25 % de disminucion en la viabi-
lidad celular, valor ligeramente mayor que lo encontrad o en MDA-MB-231. La evi-
dencia sugiere que las células MCF7 son mas sensibles al tratamiento con paclitaxel
bajo las condiciones experimentales empleadas en este trabajo; partiendo de este
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Figura 7. Efecto en la viabilidad celular del PEG y el PEG con nanoparticulas de plata en las
lineas celulares A) MDA-MB-231, B) MCF7 y D) MCF10A.

dato, se observa que a 24 h, las dosis C1, C2 y C3, (99.68 uM PEG; 498.41 uM
PEG y 2492.06 uM PEG, respectivamente) no mostraron diferencia estadistica
significativa con el control negativo, indicando que no hay un efecto significativo
del PEG en la viabilidad celular a esas concentraciones; por su parte, la dosis
C4 (12460.30 uM PEG) redujo en un 10 % la viabilidad celular. Por otro lado,
la dosis D1 (23.54 uM Ag + 99.68 uM PEG) redujo la viabilidad celular a 95 %;
sin embargo, las dosis D2, D3 y D4 (117.70 uM Ag 498.41 uM PEG; 588.60 uM
Ag 2492.06 uM PEG; 2943.40 uM Ag + 12460.30 uM PEG, respectivamente)
al igual que en las células MDA-MB-231, indujeron una muerte del 100 % de las
células, al comparar C2 con D2 a las 24 h (viabilidad del 100 % contra el 0 %),
se hace evidente que el efecto del nanotransportador se debe a las nanoparticulas
de plata y no al PEG; aunque si bien, éste podria aportar toxicidad al sistema,
como lo demostré en los ensayos en que se empled solo, las nanoparticulas de
plata alcanzan este efecto por si mismas. Se evaluaron las dosis 1.3, 1.5 y 1.75
para identificar el valor de la IC_, encontrando que se requiere una dosis de 75.74
uM Ag para inducir toxicidad al 50 % de las células; este valor es el doble que la
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dosis requerida para obtener el mismo efecto en la linea celular MDA-MB-231,
lo que indica que estas ultimas son mas sensibles a la toxicidad inducida por las
nanoparticulas de plata.

Los estudios en la linea celular MCF 10A, por su parte, permitieron obser-
var que a 24 h esta linea celular es mas sensible al efecto del paclitaxel (véase la
Figura 7C), respecto a las dos lineas celulares reportadas anteriormente, con un
porcentaje de viabilidad cercano al 70 %. Por su parte, el PEG a las dosis C1-C4,
no indujo efectos estadisticamente significativos en la viabilidad de la linea celular.
Por su parte, la dosis D1 (23.54 uM Ag + 99.68 uM PEG) del nanotransportador
no mostr6 un efecto estadisticamente significativo en la viabilidad de esta linea
celular, mientras que la dosis D2 (117.70 uM Ag 498.41 uM PEG) redujo su via-
bilidad hasta un 80 %; por su parte las dosis D3 y D4 (588.60 uM Ag + 2492.06
uM PEG y 2943.40 uM Ag + 12460.30 uM PEG, respectivamente) indujeron
toxicidad en todas las células, mostrando un 0 % de viabilidad; si se compara
D3 con C3 es posible notar que no hubo un efecto del PEG en la viabilidad
estadisticamente significativo, mientras que el nanotransportador indujo dafio en
todas las células, por lo que el efecto en la viabilidad se puede atribuir a las na-
noparticulas de plata. Se determiné la IC, | del nanotransportador polimérico de
nanoparticulas de plata para esta linea celular, encontrando que a una dosis de
362.04 uM Ag, el 50 % de las células presentaron dafo a las 24 h de tratamiento,
si este valor se compara con las dos lineas celulares reportadas anteriormente
encontramos que las células MDA-MB-231 son las mas sensibles al tratamiento
(IC,,= 37.4 uM Ag), seguida por MCF7 (IC_ = 75.74 uM Ag, mientras que las
células MCF 10A mostraron mayor resistencia (IC, = 362.044 uM Ag), debido
a que las dos primeras lineas son derivadas de cancer y la ultima no lo es, estos
resultados permiten afirmar que el tratamiento, sin evaluar el direccionamiento
farmacolégico del nanotransportador, presenta por s mismo una diferencia de
toxicidad entre células de cancer y células normales, observando que en los en-
sayos realizados en esta investigacion la linea MCF 10A requirié de una dosis de
9.6 veces la dosis empleada en MDA-MB-231 para alcanzar el mismo efecto a
las 24 h de tratamiento, mientras que la dosis requerida para alcanzar el 50 % de
viabilidad en MCF 10A a 24 h de tratamiento fue de 4.78 veces la requerida para
alcanzar el mismo efecto en las células MCF 7.

La dosis de paclitaxel efectiva para inducir dafio en las tres lineas celulares
presenta valores cercanos en magnitud (uM) a los obtenidos mediante el uso de
los nanotransportadores poliméricos de nanoparticulas de plata. Como se pudo
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observar, los nanotransportadores poliméricos de nanoparticulas de plata han
demostrado ser una alternativa para el estudio y desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento de cancer de mama, ya que mostraron

resultados prometedores.

Por otro lado, se desarrolld un estudio de la toxicidad de la SBA en los tres
cultivos celulares; para ello, la lectina fue disuelta en una concentraciéon de 2000
pug SBA/ ml PBS pH 7.2; 1a solucion fue filtrada en esterilidad con filtros de 0.22
um. A partir del stock se realizaron ensayos en los que se evaluaron diferentes
dosis de la SBA en las tres lineas celulares (0.5-2.0 uM), empleando como control
negativo células sin tratamiento, como control positivo células tratadas con pa-
clitaxel (0.293 uM) y células tratadas con PBS en el volumen en que se adicion6
para dar lugar a las concentraciones de SBA para cada tratamiento, el PBS no
causo efectos en la viabilidad celular a las 24 h de tratamiento para ninguna de las
cuatro dosis evaluadas. Al comparar estos resultados con los obtenidos para SBA,
no se observan cambios estadisticamente significativos, por lo que se concluyo
que la SBA no es toxica para las lineas celulares estudiadas, bajo las condiciones
de tratamiento.

3.4 Bioconjugacion del nanotransportador con Ia SBA

Para realizar la conjugaciéon de los nanotransportadores poliméricos de nano-
particulas de plata con la SBA se consideraron los valores de /2*1C, 1C_ y 2¥IC_
a 24 h para cada linea celular; para ello, a partir de la corrida 1 con pH ajustado
a 9.012.0, se midi6 el volumen necesario para obtener la dosis de Ag requerida
para cada tratamiento. A partir de esta solucion se llevé a cabo la conjugacion,
agregando 218.88 nug SBA a cada experimento, a fin de obtener en los ensayos
celulares, una dosis total de 2.0 uM SBA. El pH de conjugacién fue de 5.8, ésta
se mantuvo durante 8 h a 4 °C. Una vez concluido el tiempo de conjugacion las
muestras fueron liofilizadas. Se emplearon como controles, muestras sin SBA.

Las micrografias electronicas de la Figura 8 muestran, por una lado, A) la
estructura en nanoesfera del nanotransportador; B) la estructura de la SBA con
didmetro aproximado de entre 5 y 8 nm, y C) la conjugacién de estos dos en es-
tructuras esféricas con diametros de entre 100 y 200 nm. El nanotransportador
es una nanoesfera con nanoparticulas de plata dispuestas al azar en el entramado
polimérico; una vez conjugada esta nanoparticula, es posible observar la disposi-

cion de la SBA en su superficie, a manera de glébulos, es probable que no todo el
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PEG haya reaccionado en la sintesis de nanoparticulas de plata y esta nanoparti-
cula se encuentre rodeada por moléculas de PEG que le confieran estabilidad; sin
embargo, para conocer esta informacién es necesario desarrollar analisis futuros.

Figura 8. TEM de A) los nanotransportadores de nanoparticulas; B) la SBA, y C) los nanotrans-
portadores conjugados con la SBA (valor de la barra=100 nm). Modificada de [19].

Se evalu6 la toxicidad del nanotransportador simple y conjugado en la linea
celular MDA-MB-231 a 24 h de tratamiento empleando, como controles, células
sin tratamiento (control -) y células tratadas con paclitaxel (0.293 uM). Para ello,
los nanotransportadores conjugados y no conjugados fueron resuspendidos en
medio de cultivo homogeneizados y filtrados en esterilidad con filtros de 0.22
um. Los resultados de toxicidad fueron revelados mediante el ensayo MTT. La
Figura 9A permite observar que con valores de /2*IC, el nanotransportador y
el conjugado mostraron un efecto téxico muy bajo, para los estudios realizados
con las dosis IC,  fue posible observar que el bioconjugado mostré un aumento
de la toxicidad del transportador, dando como resultado una viabilidad cercana al
20 %. Por su parte, los nanotransportadores mostraron cambios menores en su
toxicidad. Ambos tratamientos causaron la muerte de casi el 100 % de las células
cuando se emplearon concentraciones de 2*IC, .

Por otro lado, en la linea celular MCF7 (Figura 9B) se observé que el nano-
transportador sin conjugar se favorece su toxicidad con el proceso de sintesis, de
manera que se redujo la dosis necesaria para causar dafio al 50 % de las células,
alcanzandose este efecto con valores de /2*IC_, resultado similar al encontrado
con el bioconjugado.

Al comparar el comportamiento de los 3 tratamientos en ambas lineas celula-
res, MDA-MB-231 y MCF7, (ver Figura 9C), es posible observar que la sintesis
del nanotransportador fuera del medio de cultivo permite obtener valores de
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citotoxicidad mayores, comparados con las muestras sintetizadas en el medio de

cultivo (denominadas: nanoparticulas de plata), disminuyendo el valor de la IC,

2 34.69 y 35.70 uM Ag, para las células MDA-MB-231 y MCF7, respectivamente.
Mientras que la bioconjugaciéon reduce atin mas este valor, alcanzando el mismo
efecto con dosis de 24.92 y 31.38 uM Ag para las células MDA-MB-231 y MCF7,

respectivamente.
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Figura 9. Efecto en la viabilidad celular de A) MDA-MB-231; B) MCF7 inducido por los trata-

mientos con nanotransportadores de nanoparticulas de plata sin conjugar y bioconjugados con
la aglutinina de soya (SBA), y C) comparacién de los valores de IC_ de los tres tratamientos en

las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7.
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3.5 Purificacion y caracterizacion de la proteina de soya

Se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales de cada etapa del proceso de

purificacion de la lectina de soya (Glyeine max) por el Método de Lowry, obtenién-

dose los resultados mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Contenido de Proteinas totales por el Método de Lowry, en las diferentes etapas del

proceso de purificacion.

Extracto Contenido de Proteinas [mg/ml]
Sobrenadante-Extracto salino 7.37
Sobrenadante, 40 % (NH,),SO, 5.05
Sobrenadante, 80 % (NH,) SO, 0.09
Pellet disuelto dializado, 80 % (NH,) SO, | 2.54
Cromatografia de afinidad 2.72

Se tomaron muestras de cada extracto y se analizaron en un gel de electrofo-
resis SDS-PAGE (10 %), las cuales se corrieron junto a controles de SBA pura
para comparar las bandas de corrida y poder certificar la presencia de aglutinina

de soya en las muestras.

MW D1 D2 D3 T T2 cully) culf)

G7 000 Dy w—

84000 D8 s—

e —— ‘-—"I*
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Figura 10. Gel de electroforesis. MW= marcador de peso molecualar; D1, D2, D3, D4, D5=
muestras de dializados después del salting out; T'1, T2= fracciones 7 y 3, respectivamente, de
la cromatografia de afinidad; Ctrl(+)= SBA pura (Sigma-Aldrich); Ctrl(-)= Albimina de Suero

Bovino; Da= Daltons.
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Ha sido previamente definido que las subunidades de la SBA de Gheine max
migran a una distancia equivalente a 30,300 * 400 Da [20]. Confirmacién que se
hace por comparacién con el marcador de peso molecular y el control positivo.

El gel de electroforesis nos muestra la separacion electroforética de las pro-
tefnas presentes en las muestras de los extractos obtenidos durante el proceso de
purificacion (Figura 10). Los dializados contienen un pool de proteinas con pesos
moleculares menores a los 90 kDa, y en cada uno de ellos se puede observar la
banda de la SBA, en un tamafio aproximado de 30 kDa. En la muestra T1, que es
la fraccion 7 de la cromatografia de afinidad, no se puede percibir la presencia de
alguna proteina. La muestra T2, fraccién 3,. evidencia la presencia de la proteina
de interes junto con algunas otras proteinas que poseen menor intensidad de las
bandas en comparacién de los dializados (antes de la cromatografia).

3.6 Bioconjugacion

Para desarrollar la bioconjugaciéon por atracciéon de cargas, se evalud la in-
fluencia del pH sobre el potencial Z de la aglutinina de soya (SBA) y de la protei-
na purificada parcialmente (T2). Debido a que el bioconjugado se debe trabajar
a pH cercanos al fisiolégico, se estudio la variacion del potencial Z en un rango
de pH de 4 a 8. En la Tabla 8 vemos los resultados obtenidos para la aglutinina
de soya, en donde el potencial Z se ve afectado proporcionalmente al pH (Figura
11). En la SBA comercial predominan las cargas negativas en todo el rango es-
tudiado. Cabe mencionar que esta proteina fue resuspendida en PBS y, por este
motivo, al realizar las mediciones vemos que la conductividad de la muestra es
muy alta. Para estudios futuros se sugiere probar otros medios de disolucién para
la bioconjugacion.

Tabla 8. Potencial Z de la Aglutinina de Soya (SBA) disuelta en PBS (pH 7.4)

a diferentes condiciones de pH.

pH ZP[mV] [Cr;l)g;l:;tllwdad
4,185 -1,53 18,1
4,819 2,7 17,3
6,124 -3,04 19,3
7,089 -3,33 21,7
7,819 -4,1 20,4
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Figura 11. Grafico del Potencial Z en funcién del pH, para la para la aglutinina de Soya.

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos para la muestra purificada (T2),
en donde el potencial Z se ve afectado proporcionalmente al pH (Figura 12). La
SBA purificada parcialmente presenta cargas positivas predominantes cuando el
pH es menor, aproximadamente, a 4.5. Las cargas negativas son supetiores en
cuando tenemos pH mayor a 4.5. Esta muestra fue, también, resuspendida en
PBS, y es por esta razon que también posee muy alta conductividad.

Tabla 9. Potencial Z de la muestra purificada (T2) disuelta
en PBS (pH 7.4) a diferentes condiciones de pH.

ZP Conductividad
pH [mV] [mS/cm]
4,063 3,03 18,6
4,950 -5,11 19,1
6,022 -7,56 19,1
7,088 -8,76 19,2
8,098 9,2 19,1

Los nanotransportadores estudiados para su almacenamiento, presentan una
estabilidad mejorada a pH 9; sin embargo, se cambi6 este pH al momento de ser
funcionalizados debido a que las proteinas tienen cargas positivas predominantes
a mas bajo pH, para que puedan unirse por atracciéon de cargas.

Se realizé exitosamente la bioconjugacion de las proteinas con el nanotrans-
portador; sin embargo, se debe trabajar mas en la purificacién de la lectina para
disminuir los costos del material a emplear en las pruebas en animales.
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Figura 12. Grafico del Potencial Z en funcién del pH, para la muestra T2.

3.7 Descripcion macroscopica e histologica del tumor desarrollado
en el modelo murino

Después de la induccion de tumor en ratones hembra Balb/c, con la linea ce-
lular 4T1 (Figura 13), que de acuerdo con el proveedor corresponde a un modelo
de cancer de mama humano en estadio clinico IV, se realiz6 el estudio histopato-
logico (Figura 14). El tumor ubicado en regién pélvica anterior, midié 3x3x2 cm.,
macroscopicamente se observé de color café claro, con areas de necrosis central,
ulcerada en la porcidn externa y central con costra hematica, fijo a planos pro-
fundos. Desde el punto de vista histopatolégico corresponde a carcinoma ductal
infiltrante poco diferenciado (70 %), con patrén sélido de tipo sarcomatoide y
necrosis en el 50 % del volumen total, el tumor presenta areas moderadamente
diferenciadas (30 %) con formacién de escasos ductos, algunos de ellos parecen
artificio ya que se organizan alrededor de adipocitos, las células tumorales son de
tamafio variable, con citoplasma amplio y nucleos con pleomorfismo, hipercro-
masia y nucléolos prominentes, se identificaron de 7 a 10 mitosis en 10 campos
a seco fuerte (40X), en sus bordes se identificd invasion a la dermis profunda,
reticular y papilar, incluso con invasién a la epidermis y ulceracion, no se observo
invasion a vejiga, ni metastasis a corazon, bazo, higado, rifiones, pero se identifi-
caron numerosos nodulos tumorales metastasicos en pulmones (en parénquima
y pleura) y a ganglios linfaticos mediastinales y del hilio pulmonar. L.a inmunohis-
toquimica permitié observar que el tejido es negativo a receptor hormonal, nega-
tivo a Cerb-B2, positivo a p53 y ki-67, y negativo a CD-34. Todos los anticuerpos
con controles positivos, satisfactorios. En conclusion, el tumor expresa epitopes
similares a los del Tumor humano de cancer de mama.
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Figura 13. Ratones hembra Balb/c inducidos a cancer de mama a través de células 4T1, extirpa-

do del tumor para su analisis histopatolégico.
4. Conclusiones e impacto de la investigacion

Se obtuvieron nanoparticulas de plata con diametro homogéneo de 7.3% 3.2 nm
por el método del poliol a partir de la reduccion de AgNO, con PEG de 8000 Da,
a 120 min, 70 °Cy 0.5 % peso de AgNO..

Los nanotransportadores poliméricos de nanoparticulas de plata mostraron
tamafios de particula cercanos a los 100 nm, en seco, con estructuras de nanoes-
fera polimérica con nanoparticulas de plata embebidas en su interior.

La linea celular MDA-MB-231 mostré ser mas sensible al tratamiento con los
nanotransportadores poliméricos de nanoparticulas de plata sintetizados por au-
toensamble (IC, = 37.4 uM Ag), seguida por MCF7 (IC_ = 75.74 uM Ag); mientras
que las células MCF 10A mostraron mayor resistencia (IC, = 362.044 uM Ag), de-
bido a que las dos primeras lineas son derivadas de cancer y la dltima no lo es. Es-
tos resultados permiten afirmar que el tratamiento, sin evaluar el direccionamien-
to farmacolégico del nanotransportador, presenta por si mismo una diferencia
de toxicidad entre células de cancer y células normales, observando que en los
ensayos realizados en esta investigacion la linea MCF 10A requiri6é de una dosis
de 9.6 veces la dosis empleada en MDA-MB-231 para alcanzar el mismo efecto a
las 24 h de tratamiento, mientras que la dosis requerida para alcanzar el 50 % de



EVALUACION EN MODELOS IN VIVO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOTRANSPORTADORES 41
DE FARMACOS ANTICANCERIGENQS EN EL TRATAMIENTO DE CANCER DE MAMA

viabilidad en MCF 10A a 24 h de tratamiento fue de 4.78 veces la requerida para
alcanzar el mismo efecto en las células MCF 7.

La bioconjugacion del nanotransportador con la SBA se realizé de manera
efectiva por 8 h a 4 °C. La bioconjugacion del nanotransportador con la SBA
permiti6 reducir los valores de IC_| para las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF7, resultados prometedores para un avance del estudio a sistemas 7 vivo; sin
embargo, su efecto real en el direccionamiento farmacologico tendra que ser eva-
luado en ensayos futuros en modelos animales que no sélo presentan las barreras
naturales que el nanotransportador debe atravesar para ser efectivo, sino que
ademas presentan las condiciones propias de los tumores solidos que favorecen
la capacidad de direccionamiento de la SBA hacia el sito tumoral.

Se desarroll6 exitosamente un modelo murino de cancer de mama con epito-
pes similares al cancer de mama humano, negativo a receptores hormonales y a

Her-2-neu, que es la punta de lanza para la investigacion 7z vivo.

Los datos que se tienen hasta el momento son prometedores. Mas alla de
estos buenos resultados obtenidos en este trabajo, queda por comprobar que
el sistema presente direccionamiento activo y pasivo en estudios 7z vive, por
lo que queda un gran camino por recorrer en esta investigacion; sin embargo,
el sistema ha probado ser una herramienta potencial en el tratamiento de este
conjunto de neoplasias. Sobre todo mediante el uso de la SBA, que en general
mostr6 inducir mejoras en la toxicidad del nanotransportador 7z vitro, pero
cuyo verdadero valor sera conocido en estudios animales, en donde el ambien-
te tumoral es natural y permitira una mejor accion de la SBA como agente de

direccionamiento farmacologico.

El impacto que se tendra a futuro sobre la reduccion de cancer de mama con
la aplicacién de la tecnologfa de nanotransportadores de farmacos funcionaliza-
dos, sera muy importante para la sociedad mexicana.
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Resumen

Las nanoemulsiones, los liposomas, las microemulsiones, las nanoparticulas
lipidicas solidas y las particulas poliméricas son nanoestructuras que podrian me-
jorar la estabilidad y la biodisponibilidad de muchos compuestos bioactivos. La
metodologia de superficie de respuesta (RSM) se utilizé para investigar la funcién
de las diferentes condiciones de procesamiento que afectan el tamafio de parti-
cula de las nanoemulsiones de 4cido estearico preparadas mediante el método de
emulsificacién por ultrasonido. Se estudiaron los efectos de la concentracion de
lipidos (4-7 %), 1a concentracion de surfactante (0.1-2.0 %) y el tiempo de soni-
cacion (15-30 min) en el tamano de particula. Los datos experimentales podrian
ajustarse adecuadamente en una ecuaciéon polinomial de segundo orden con un
coeficiente de regresion (R?) de 0.882. El tiempo de sonicacion constituy6 el
factor principal que influye en la variable de respuesta. Aumento del tiempo de
sonicacion incrementa el tamafio de particula y el indice de polidispersidad. La
concentracion de emulsificante se observo estar inversamente relacionada con
el tamafio de particula. Las condiciones 6ptimas con el fin de obtener el menor
tamafio de particula en la preparacion de nanoemulsiones de acido estearico, se
estimoé a: 4,08 % para la concentracion de lipidos y 1,22 % para el contenido de
surfactante, empleando un tiempo de sonicaciéon de 19,18 min, obteniendo un
tamafio de particula de 198,46 nm. Se observé que la morfologia de las gotitas
de nanoemulsiones tenfa la forma casi esférica, observado mediante microscopia
electrénica de transmision (Cryo - TEM).

Palabras claves: Metodologia de Superficie de Respuesta; Nanoemulsiones
de aceite en agua; Acido estérico; Método ultrasénico; Nano Zetasizer.
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1. Introduccion

Las nanoemulsiones son dispersiones que tipicamente presentan diametros
en el rango de 50 a 1000 nm y con frecuencia se conocen como mini emulsiones,
emulsiones finamente dispersas o emulsiones submicrométricas [1]. Las nanoe-
mulsiones consisten en una fase lipidica dispersa en una fase acuosa continua,
con cada gota de aceite rodeada por una delgada capa interfacial que consiste en
moléculas emulsificantes [2-4]. Por lo general, las nanoemulsiones son altamente
estables a la separacion gravitacional debido al tamafio de particula relativamente
pequeno, lo que significa que los efectos del movimiento browniano dominan
las fuerzas gravitacionales y previenen la formacién del cremado o sedimenta-
ci6n durante un tiempo prolongado de almacenamiento [5]. También tienen una
buena estabilidad contra la agregacion de las gotitas debido a que el rango de
fuerzas atractivas que actuan entre las emulsiones disminuye con la disminuciéon
del tamafio de particula, también el intervalo de repulsion estérica es menos de-
pendiente [6]. Estas ventajas potenciales de las nanoemulsiones sobre las emul-
siones convencionales las convierten en sistemas atractivos para su aplicacion
en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, una vez que pueden actuar
como sistemas de transporte o suministro de compuestos lipofilicos, como nu-
tracéuticos, farmacos, sabores, antioxidantes y agentes antimicrobianos [7, 12].

En la actualidad, ha aumentado el interés de incorporar lipidos en nanoemul-
siones de agua, debido a las ventajas de estos materiales lipidicos en comparacion
con otros, por su biocompatibilidad y biodegradacion [13]. Ademas, se ha consi-
derado como una estrategia para evitar la auto oxidacion de lipidos, que general-
mente implica una transicion de fase [14, 15]. El acido estearico es un acido graso
saturado endégeno de cadena larga y un componente principal de las grasas tanto
de origen animal como vegetal, proporcionando una mejor biocompatibilidad y
menor toxicidad que las contrapartes sintetizadas [16]. El acido estearico tiene un
punto de fusiéon mas alto que la temperatura corporal (p.f. 69.6 °C), y es biocom-
patible con los tejidos humanos y neutral con respecto a los fluidos fisiolégicos.
El acido estearico, lipido utilizado en este estudio, se considera no téxico y esta
clasificado como ‘Generalmente Reconocido como Seguro’ (GRAS) por la Ad-
ministraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) [13].

Se han desarrollado varios métodos para preparar emulsiones en la escala na-
nométrica, que se clasifican como métodos de alta energia o de baja energfa [17]. La
emulsificacion ultrasénica es un método de alta energfa en la preparacion de gotas
emulsionadas a escala nanométrica [18]. Este método esta documentado como una
técnica rapida y eficiente para formular nanoemulsiones estables con un diametro
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de gota muy pequefio y un indice de polidispersidad bajo [19]. Utiliza ondas de so-
nido con una frecuencia superior a 20 kHz utilizando un sonotrodo para provocar
vibraciones mecanicas seguidas de la formacion de la cavitaciéon acustica. El co-
lapso de estas cavidades genera potentes ondas de choque que rompen las gotas
gruesas en el rango nanométrico [20]. Hoy en dfa, estudios que sugieren que en
el proceso de emulsificacion, la cavitacion asistida por ultrasonido parece ser mas
competitiva o incluso superior en términos de tamafio de particula y eficiencia
energética, en comparacion con otros homogeneizadores rotacionales tipicos,
ademas de ser mas rentable y practica en términos del costo de produccion a
escala, la facilidad de mantenimiento y el procesamiento aséptico comparado con
un microfluidizador [4, 21, 22]. El tamafio de particula de la nanoemulsién pue-
de controlarse optimizando los parametros del proceso, como el contenido de
aceite, la concentracion de emulsionante, el tiempo de emulsificacion y la energfa

proporcionada [23, 24].

En estas situaciones, cuando varios factores e interacciones de los factores
afectan los resultados, I.a Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) es una
herramienta efectiva para optimizar el proceso; es una colisiéon de técnicas es-
tadisticas y matematicas que resultan del ajuste de los modelos empiricos a los
datos obtenidos de los experimentos y se utiliza para la mejora y la optimizacion
del proceso [25, 26]. Al usar esto herramienta estadistica, podemos optimizar
simultaneamente los niveles de variables independientes para la formulacién del
producto y la optimizacién del proceso; y la principal ventaja de RSM es reducir
el nimero de ensayos experimentales necesarios para evaluar multiples variables
y sus interacciones. Por lo tanto, es menos laborioso y lleva menos tiempo que

otras técnicas necesarias para optimizar un proceso [27-29].

Esta técnica se ha utilizado para diferentes procesos de optimizacioén en siste-

mas de nanoemulsiones alimentarias y farmacéuticas [25, 26, 30, 31].

El objetivo principal de este trabajo, utilizando RSM, fue formular una nueva
nanoemulsiéon de acido estearico con ingredientes GRAS para evaluar simulta-
neamente los efectos principales y los efectos de interaccion entre los factores
que incluyen el contenido de lipidos y surfactantes y el tiempo de sonicacién en
las propiedades fisicoquimicas de las nanoemulsiones de acido estearico. El estu-
dio sera util en la industria de alimentos y bebidas para disefiar un sistema coloi-

dal estable para la entrega de componentes bioactivos lipofilicos en los alimentos.
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2. Materiales y métodos

2.1 Reactivos quimicos

El 4cido estearico se us6 como nucleo lipidico (C, ;H, O,; PM = 284,5; p.f. =
09 ° C) y se adquiri6 en Sigma-Aldrich, EE. UU. El agente tensoactivo de calidad
alimentaria fue Tween® 80 (C_H,
tan, no i6nico; HLB = 15,0), se adquiri6 en Sigma-Aldrich, EE. UU. Se us6 agua
ultrapura de un sistema Milli-Q) en la preparacién de todos los experimentos a lo

O, ; polioxietilen (20) monooleato de sorbi-

largo del estudio.

2.2 Disefio compuesto central

Se utiliz6 un Disefio Central Compuesto (CCD) para determinar los efec-
tos de variables independientes: concentracion de acido estearico (4.0-7.0 %,
X1), concentracion de Tween 80 (0.1-2.0 %, X)) y tiempo de sonicacion (15-30
min, X3), asi como sus interacciones en el tamafo de particula (Y) de las na-
noemulsiones de acido estearico. Por lo tanto, se generaron un total de 20 co-
rridas experimentales basadas en el CCD, determinados por el uso del software
Design-Expert version 7.1.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE. UU.). Con tres
variables independientes en cinco niveles para cada variable que implica 8 puntos
factoriales, 6 puntos axiales y 6 réplicas de puntos centrales. Los experimentos se
llevaron a cabo en orden aleatorio para minimizar los efectos de la variabilidad
inexplicada en las respuestas reales debido a factores extrafios [32]. Las variables
independientes, sus niveles codificados y el esquema de CCD se enumeran en la
Tabla 1y 2, respectivamente.

Se utiliz6 una ecuacioén polindmica de segundo orden para expresar el tamafio
de particula (Y) de las nanoemulsiones en funcién de las variables independientes
de la siguiente manera.

O
Y: §0+Zk:B1 Xi+ZkBii X12+Zk:Bl] Xi X|+8
i=1 i=1

BE

Donde Y representa la funcién de respuesta, B0 es la media general, 3, .y
Bii son los coeficientes de los términos lineales, cuadraticos e interactivos, res-
pectivamente. En consecuencia, X; y X, representan las variables independientes
codificadas, mientras que ¢ es el error. El método de minimos cuadrados (MLS)
se empled para analizar y ajustar todos los datos experimentales en la ecuacion
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Tabla 1. Niveles de variables establecidas independientes basadas en un disefio compuesto
central (CCD).

Variables Unidades Niveles Codificados
Independientes -1 0  +1 Axial () Axial (+a)
Acido Estearico X)) % p/p 4.0 55 7.0 2.98 8.02
Tween 80 (X)) % p/p 0.1 1.05 20 0.54 2.65
Tiempo de min 15 225 30 9.89 35.11
sonicacion(X)

Tabla 2. Esquema de un disefio compuesto central (CCD): independiente (Xi) y variable de

respuesta (Y]).
Variables Tamafo de particula (nm) Indice de

polidispersidad
Formulacién | X, | X, | X, expl?jr?(:ziales p:/zi(i)cr;is
F1 7.00 10.10[ 15.00 | | 356.30 £ 1.35¢ | 384.61 0.125 £ 0.04"
F2 4.00 [2.00]15.00 | | 270.10 £ 5.21 & [ 298.41 0.131 £ 0.02"
F3 7.00 10.10{30.00 | [ 372.47 £ 4.02% | 388.30 0.195 + 0.03¢"
F4 2.98 [1.05]22.50 | | 238.13 + 45.04" [ 206.91 0.603 + 0.05"
F5 4.00 [2.00]30.00 | | 354.90 £17.25¢ | 370.73 0.678 £ 0.08*
F6 5.50 |1.05]35.11 | | 497.53 £ 85.88"> | 481.15 0.597 £ 0.02"
E7 8.02 1.05[22.50 | | 469.73 + 54.59¢ | 438.51 0.581 + 0.12"
F8 7.00 2.00[15.00 | [277.07 £ 37.36""| 305.38 0.502 + 0.05<
F9 5.50 [1.05| 9.89 32527 £ 451 [ 279.21 0.297 £ 0.03 %
F10 4.00 [0.10]30.00 | | 775.47 £18.97* | 791.30 0.441 £ 0.06*
F11 5.50 10.55[22.50 | [ 555.30 = 75.39> | 356.16 0.750 + 0.06*
F12 7.00 12.00(30.00 | [ 244.23 + 4.36¢" | 260.06 0.366 + 0.02¢
F13 4.00 10.10]15.00 [ | 313.37 £ 32.02<% | 341.68 0.365 £ 0.02¢
F14 5.50 12.65]22.50 | | 432.87 £ 17.29< | 401.65 0.440 £ 0.07 %
*F15 5.50 [1.05[22.50 | [ 321.31 £ 52.46<" | 323.10 0.429 + 0.15%

X: concentracién de acido estearico, X,: concentracion de Tween 80, X.: tiempo de sonicacion.
Los datos de la variable de respuesta representan el promedio & desviacién estandar para cada
muestra. Diferentes letras de superindice en la misma columna indican significacion estadistica
(p < 0.05) segtn la prueba diferente menos significativa de Duncan. * Promedio de seis réplicas

en el punto central.
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polinomial de segundo orden. Se obtuvo un modelo reducido al eliminar los térmi-
nos no significativos (p < 0,05) del modelo inicial. Superficies de respuesta en 3D se
generaron a través de las ecuaciones polinémicas de regresion ajustadas para visuali-
zar mejor el efecto de interaccion de las variables independientes en la respuesta. Se
realizé una optimizacién numérica para obtener condiciones éptimas y predecir valo-
res para los objetivos de respuesta deseables utilizando un optimizador de respuesta.

2.3 Preparacion de nanoemulsiones de 4cido estedrico por cavita-
cion ultrasonica

Las nanoemulsiones se prepararon usando acido estearico como fase oleosa
dispersa y agua Milli Q como fase acuosa continua. El lipido se fundié primero
aproximadamente a 70 °C, la fase oleosa resultante se anadié luego a una fase
acuosa que contenfa Tween 80 como emulsionante para formar emulsiones, y
posteriormente se llevé a cabo un proceso de homogeneizacién usando un Ul-
tra-Turrax T-25 (IKA, Alemania) a 10.000 rpm durante 2 min. Las emulsiones
gruesas premezcladas se sometieron a continuaciéon a una segunda etapa de trata-
miento con ultrasonido mediante el procesador ultrasénico GEX500 (Sonics &
Materials Inc., EE. UU.). Al principio, la punta de la sonda con un diametro de 13
mm se sumergio en el centro de la emulsion gruesa y las vibraciones ultrasonicas
mecanicas en el sonotrodo se ajustaron a un 40 % de amplitud operativa para
iniciar el proceso de emulsificacion, diferentes tiempos de emulsificacion se rea-
lizaron de acuerdo a la Tabla 2, y todas las emulsiones formadas fueron del tipo
de aceite en agua. La sonda Sonicator, generé fuerzas disruptivas que redujeron
el diametro de la gota convirtiendo la emulsién gruesa en nanoemulsion. El calor,
que se genera durante el proceso de emulsificacién mediante un método de alta
energia como la emulsion ultrasonica, se reduce al colocar el recipiente en bafio

con hielo. Finalmente, se caracterizaron las nanoemulsiones formuladas.

2.4 Caracterizacion fisicoquimica de la nanoemulsion

2.4.1 Medzcion de pH. y conductividad

Los valores de pH de las dispersiones recién preparadas se midieron usando
un medidor de pH (510 pH Oakton, Malasia). LLa conductividad se midi6 utili-
zando el mismo equipo con un electrodo de plastico conductor calibrado con
solucion de KC1 0,01 M siendo la conductividad especifica (K) de 1413 uv cm’
a25*1°C
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2.4.2 Indice de blancura

El color de las nanoemulsiones se midié con un colorimetro Minolta CR-10
(Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japon) a temperatura ambiente. Se deter-
minaron los valores CIE L *, a * y b *, y se calcul6 el indice de blancura (IB) con
Eq. 2 [33].

IB =100 — (100 - L)* + (2> + b?)"* )

2.5 Medida del tamafio de particulas y del indice de polidispersidad (PDI)

El tamafio medio de particula (Z-average) y el Indice de Poli Dispersividad
(PDI) de las nanoemulsiones generadas se analizaron mediante Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) a una longitud de onda de 633 nm y un
angulo de dispersion de 173° a 25 °C. El valor del diametro promedio, se conoce
como el diametro hidrodinamico promedio ponderado de intensidad armonica
de las emulsiones y se consideré como tamafio de particula medio, mediante
dispersion de luz dinamica (DLS), que mide el movimiento browniano de las
particulas. El movimiento browniano depende del tamafio de particula y la vis-
cosidad del agente dispersante. Las muestras se prepararon diluyendo todas las
nanoemulsiones generadas con agua Milli-Q. La dilucién de las emulsiones se
realiza para purgar el efecto de viscosidad que surge debido a los ingredientes
(surfactante) y minimizar los maltiples efectos de dispersion. Todas las medicio-
nes se realizaron por triplicado. E1 PDI fue una medida adimensional de la distri-
bucién de tamafio calculado a partir del analisis acumulativo que va de 0 a 1. Un
pequeno valor de PDI indica una poblacién monodispersa mientras que un PDI
grande indica una distribucién mas amplia del tamafio de particula.

2.6 Potencial Zeta (ZP)

La carga eléctrica presente en la superficie de la particula es un parametro
util para predecir la estabilidad fisica de los sistemas coloidales y se midié utili-
zando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Las mues-
tras se diluyeron con agua Milli-Q antes de la mediciéon. Las muestras se inyec-
taron en una celda capilar plegada para la medicion de la carga. LLos valores de
ZP proporcionan informacion sobre las fuerzas de repulsion o atraccion entre

particulas en la emulsion.
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2.7 Crio - Microscopia Electronica de Transmision (Cryo-TEM)

Cryo-TEM se hizo con el fin de confirmar el tamafio de particula y caracterizar
la forma y estructura de las nanoemulsiones. Las muestras se congelaron con un
Cryoplunge 3 - Cp3 (Gatan, Inc. EE.UU.). La camara ambiental fue operada a 25
°Cy con un 73 % de humedad relativa. Las muestras se diluyeron en la propor-
cién de 10 pL de muestra y 990 pLL de agua destilada. Se aplico una gotita de la
nanoemulsiéon sobre una rejilla recubierta de carbéon Holey. Después de 30 s, la
suspension se seco durante 4,0 s con papel de filtro Whatman N° 1 utilizando el
instrumental, sensor de borrado e inmediatamente se sumergio en etano liquido
justo por encima de su punto de congelacion (-183 °C). Las muestras vitrificadas se
visualizaron a temperatura de nitrégeno liquido en un microscopio electronico de
transmision JEM-2100 (JEOL, EE. UU.) Operado a 80 kV, y para evitar la recris-
talizacion del hielo vitreo, la etapa frfa se mantuvo a menos de -170 °C durante la
observacion. Las micrografias adquirieron a una ampliacion nominal de 25,000x en
un desenfoque de -5760 nm y se capturaron con una camara UltraScan XP.

2.8 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando SAS (Statistical Analysis System
Version 9.0). Se aplicé el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para de-
terminar la importancia de las diferencias entre los ensayos. Se aplicé una prueba
de Duncan media comparativa (p < 0,05) para establecer la importancia de las
diferencias entre cada grupo.

3. Resultados y discusion
3.1 pH, conductividad eléctrica y tension superficial

La caracterizacion fisicoquimica incluy6é medidas de pH, conductividad y in-
dice de blancura de todas las nanoemulsiones formuladas (Tabla 3). Los resul-
tados mostraron que los valores de pH de las formulaciones recién preparadas
disminuyeron a medida que aumentaba la proporcién de acido estearico en las
formulaciones (grafico 3). El analisis de varianza muestra diferencias significati-
vas (p < 0.05) en todas las muestras de emulsion.

La conductividad eléctrica de las nanoemulsiones se midié para determinar el
sistema de fase (o/w o w/0). Las nanoemulsiones de aceite en agua son altamente



54 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS

conductoras porque el agua es la fase continua que permite una mayor libertad de
movilidad de los iones. Por otro lado, el agua en los sistemas de aceite, donde el
agua esta en la fase interna, es menos conductora [1, 34, 35, 36]. A partir de los
valores de conductividad del Grifico 3, las formulaciones de nanoemulsién se
detectaron como nanoemulsiones de aceite en agua, en consecuencia, este para-

metro se vio afectado de forma inversa por la concentracién de aceite.

Los datos del indice de blancura, indicados en la Tabla 3, presentaron valores
que van desde 68.13 a 73.71. Por ejemplo, la formulacion F13 mostré el valor
mas bajo y F14 el valor mas alto. Estos resultados también se observaron me-
diante examen visual que muestra todas las nanoemulsiones en un aspecto lecho-
so blanco como se puede ver en la Figura 1. Sin embargo, las mediciones de W1
son significativamente diferentes (p < 0,05) dependiendo de la concentraciéon de
lipidos y tensioactivos empleados en su preparacion. La apariencia de la emulsion
esta determinada principalmente por la presencia de concentraciéon de aceite y
tamafio de particula, por lo tanto, parametros tales como el indice de refraccion
de fase continua y dispersa influyen directamente en las propiedades opticas de la
emulsion [37, 38]. El aspecto 6ptico de las nanoemulsiones es un factor impor-
tante a tener en cuenta para el desarrollo de nuevos productos. De esta manera,
las nanoemulsiones de acido estearico podrian ser adecuadas para incorporar en

productos alimenticios lacteos.
3.2 Ajuste del modelo de supetrficie de respuesta

Los valores de tamafio de particula de las nanoemulsiones de acido estearico
obtenidas de todos los experimentos se muestran en la Tabla 2. Los datos expe-
rimentales se usaron para calcular los coeficientes de la ecuacién polinémica de
segundo orden (Ec 3), que se usaron para predecir los valores del tamafo de las
particulas. Los valores predichos por el modelo estuvieron de acuerdo con los
resultados experimentales obtenidos a partir del disefio de RSM (Tabla 2).

)
Y = 124.40116 - 105.47138X - 1388.04743.X, + 56.32726X + 377.35753X, X,
-10.29352X X, - 28.59719X) X + 23.27982X?+ 570.02228 X2+ 0.35878X ?+
3.83965X, X, X, -22.22928X?X - 93.68520X, X

Dénde: Y es el tamano de particula (nm); X1, X2, X3 son 4cido estearico y con-
centracion de Tween 80, respectivamente, y X3 es el tiempo de sonicacion.
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Figura 1. Aspecto 6ptico de las nanoemulsiones de acido estearico.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de nanoemulsiones de acido esteatico.

Formulacién | pH Conductividad Indice de blancura
eléctrica (uS/cm)

F1 518 £0.01 ¢ 34.13 £0.06 * 70.22 £ 0.06 ¢
F2 4.84 £0.02¢ 26.73 £0.31¢ 72.97 £0.01 ¢
I3 5.04 £0.03¢ 14.90 £ 0.10™ 69.26 = 0.06 "
F4 4.88+0.03° 28.70 £ 0.20 ¢ 72.98 £ 0.06 ¢
F5 419 £0.02* 23.40 £ 0.20" 72.30 £0.17¢
F6 4.24£0.02 19.37 £ 0.15* 7239 £0.17 ¢
F7 4.25£0.02 20.03 £0.25 72.85+0.10 ¢
I8 4.00 £ 0.01" 20.97 £ 0.15' 73.18 £0.06 ¢
9 4.85+0.02% 31.07 £ 0.15°¢ 71.97 £ 0.09 *
F10 511 £0.01¢ 18.40 + 0.10! 69.26 £ 0.06 "
F11 524 +0.02° 19.47 £ 0.15* 68.61 £0.05'
F12 4.41 £0.02 32.00 £ 0.17° 7336 £ 0.11°
F13 5.29 £ 0.02* 13.00 £ 0.16" 68.13 £ 0.05
F14 4.63 £ 0.02" 29.80 £ 0.10¢ 73.54 £0.05*
*F15 4.64 £ 0.03" 27.34 £ 0.44° 7328 £ 0.13 >

Los valores experimentales son la media * desviacion estindar de cada muestra (n=3). Medias

con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo a

la prueba de Duncan. *Promedio de las 6 repeticiones en el punto central.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré que el modelo polinémico cubico

resultante fue significativo, con una probabilidad de 0.03 % y representaba ade-

cuadamente los datos experimentales con un coeficiente de determinaciéon de

0.8820 (R?). El coeficiente de determinacién obtenido mostré que més del 88 %

de la variacion de respuesta en el tamano de particula podria describirse mediante

el modelo RSM como la funcién de las principales variables de preparacién de
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la nanoemulsion, y solo el 12 % de la variabilidad debe ser resultado de valores
atipicos no contabilizados (cambios en el comportamiento del sistema, error hu-
mano, error de instrumentacion, o simplemente a través de la desviacion natural
de una situacién estandar) [39]. Este modelo también mostr6 una falta de ajuste
estadisticamente no significativa (P = 0.4539) para el modelo final reducido. Esto
indica que el modelo de polinomio cubico obtenido fue adecuado para describir la
influencia de las variables independientes estudiadas sobre el tamafio de particula
de las nanoemulsiones de acido estearico. Los valores de la probabilidad a menudo
se utilizan para verificar el significado de cada uno de los coeficientes de regresion
de una ecuacién polinomial. Para cualquiera de los términos en el modelo, un gran
valor F y un pequeno valor P indicarfan un efecto mas significativo en la variable
de respuesta [40]. Por lo tanto, la variable con el mayor efecto sobre el tamafio de
particula de las nanoemulsiones de acido estearico fue el término lineal del tiempo
de sonicacion, seguido del término lineal de la concentracion de acido estearico.

3.3 Andilisis de superficie de respuesta

Para obtener una mejor comprension de los efectos de interaccion de las va-
riables sobre el tamafio de particula, se trazaron graficos de superficie tridimen-
sionales frente a dos variables independientes (acido estearico y concentracién de
Tween 80), mientras que otra variable (tiempo de sonicacién) se mantuvo en su
nivel (-1) inferior, (0) central y (+) superior. Los diagramas de contorno y supet-
ficie de la respuesta calculados (tamafio de particula) para las interacciones entre
las variables se presentan en la Figura 2A-C.

Como se ve en la Figura 2A, el aumento en el contenido de tensioactivo da
como resultado una reduccién del tamafo de particula de las nanoemulsiones.
De hecho, Mehmood [41] y Polychniatou y Tzia [42] sefialaron que con el aumen-
to de la concentracion de surfactante, el tamafo de particula disminuyé debido
a sus efectos sobre la tension interfacial de la mezcla aceite-agua. Rebolleda et
al. [43] también estudi6 el efecto del contenido de surfactante en el tamano de
particula. Afirmaron que un aumento del contenido de surfactante entre 1-7 % (p
/ p) da como resultado un tamafio de particula mas pequefio y podtia explicarse
por el papel del surfactante en la emulsion, ya que su concentraciéon determina
el area superficial total de la gotita, la velocidad de difusion y los fenémenos de
adsorcién en el surfactante sobre las gotitas recién formadas. Sin embargo, un
contenido excesivo de tensioactivo puede conducir a una menor velocidad de
difusién de los tensioactivos que puede dar lugar a un efecto opuesto, la coales-
cencia de las gotas de la emulsién [30].
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La Figura 2A-B demuestra que el tamano de particula aumenta con la concen-
tracion de acido estearico. Varios autores informaron el mismo comportamiento
para la investigacion de la fase oleosa sobre emulsificacion ultrasonica [26, 31].
Este efecto se debe probablemente a un aumento en la fase oleosa, el proceso de
disrupcion de las gotas se vuelve mas dificil debido a un aumento en la viscosidad
de la fase dispersa que conduce a un aumento en la resistencia al flujo y por lo
tanto la tasa de ruptura de gotitas es severamente restringido [22, 44].

El tiempo de ultrasonido es un parametro importante relacionado con el equi-
librio termodinamico en un sistema de nanoemulsion o / w y afecta la velocidad
de adsorcion de los surfactantes en la superficie de las gotitas y la distribucion del
tamafio de particula de las gotitas recién formadas. En el presente estudio, el tama-
fio de particula de las nanoemulsiones depende del tiempo de sonicacién ya que el
término lineal tiene un efecto principalmente significativo (p < 0.05). En tiempos
de sonicacion mas bajos (Figura 2A), el tamafio de particula permanece bajo, pero
a tiempos de sonicacién mas altos (Figura 2C) se observo un aumento significativo
en el tamafo de particula. En la mayorfa de los casos, el aumento de la amplitud
ultrasonica o el tiempo de irradiacion generalmente dieron como resultado una
reduccion en el tamafno medio de particula. En este caso, los resultados indican
claramente que al aumentar el tiempo de ultrasonido se produjo un aumento en
el tamafio de particula. Este comportamiento ha sido descrito en la literatura por
varios trabajos [30, 31, 43, 45, 46]. Esto podria atribuirse al efecto del procesamien-
to excesivo de la emulsificacién, que conduce a la coalescencia de las gotitas [18].
Otra explicacién posible se debe a un mayor tiempo de irradiaciéon ultrasonica,
se generan turbulencias locales intensas y un campo de flujo de cizalladura en las
proximidades de la sonda de micropunta y esta mayor fuerza turbulenta promueve
una mayor tasa de colision entre las gotitas. Por lo tanto, las gotas vecinas adyacen-
tes a la region de las fuerzas de radiacion acustica tienden a unirse y formar gotas de
emulsion mas grandes, lo que resulta en un aumento del tamafio de particula [31].

Las graficas de perturbacion muestran el efecto de cada uno de los factores en
un punto particular en el area del disefio de superficie de respuesta. En la Figura 3
se observa que los factores A (acido estearico) y C (tiempo de sonicacion) tienen
un efecto mas pronunciado que el factor B (Tween 80) sobre el tamafio de parti-
cula. Estudios previos ya han demostrado la influencia del tiempo de sonicacion
en el tamafio de particula [31, 43].

La funcién de conveniencia (desirability) del método es ampliamente usada
para la optimizacién de procesos con una o multiples respuestas. El software
Design Expert determina las condiciones que proporcionan la respuesta mas
conveniente dentro de los limites establecidos. Las selecciones de condiciones
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Figura 2. Graficas de curvas de nivel mostrando el efecto de la concentracion de acido estedrico
y Tween 80 sobre el tamafio de particula de las nanoemulsiones de dcido estedrico a diferentes
tiempos de sonicacion.

6ptimas se realizaron sobre la base de la funcién de deseabilidad. Los niveles de
ingredientes 6ptimos combinados para la respuesta con la deseabilidad maxima
(1.0) fueron 4.08 % para la concentraciéon de acido estearico, 1.22 % para Tween
80 y 19.18 minutos de tiempo de sonicacion. Sivakumar et al. [50] describen que
un valor de deseabilidad diferente de cero implica que todas las respuestas estan
simultaneamente dentro de un rango deseado, y para un valor de conveniencia
igual a 1 la combinacién de diferentes criterios es Optima. La respuesta (tamano
de particula) a este nivel fue de 198,46 nm (Figura 4).
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Figura 3. Grafica de perturbacién mostrando el efecto de las variables (4) concentracion de
acido estedrico, (B) concentracion de Tween 80 y (C) tiempo de sonicacion sobre el tamafio de

particula de nanoemulsiones de 4acido estearico.
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Figura 4. Graficas de conveniencia representando los valores predichos para obtener el tamafio
minimo de particula generada por el programa Design-Expert. Los contornos del verde a rojo
indican el minimo al maximo del valor de conveniencia y los contornos del verde al azul indican
el minimo al maximo del tamafio de particula de las nanoemulsiones de acido estearico. En el
recuadro se observan las concentraciones de proceso éptimas predichas para la concentracién
de 4cido estedtico (X)) y la concentracién de Tween 80 (X,).
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3.4 Indice de polidispersidad (PDI)
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El PDI es una medida adimensional de la amplitud de la distribucién del tama-
fio de particula y caracteriza la dispersion de los sistemas respecto a la desviacion
a partir del tamafo promedio, este puede variar entre 0 - 1. Los valores bajos
de PDI indican una distribucién monodispersa mientras que grandes valores de
PDI indican una amplia distribucién del tamafio de particula. Los valores de este
parametro deben ser lo mas bajos posible para lograr una mayor estabilidad de
las nanodispersiones a largo plazo [31].

Los valores de PDI obtenidos en este trabajo estuvieron entre 0.125 a 0.750
(Tabla 2). En este caso las muestras con valores de PDI mayores a 0.5 presentan
una distribucién amplia de tamafio de particula.

Sare Distnbution by Intensty
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B) 7.0% 4cido
estearico
0.1% Tween 80
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sonicacion
PDI: 0.195

C) 4.0% 4acido
estearico
0.1% Tween 80
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Figura 5. Graficas de distribucion de tamafio de particula expresadas en intensidad para las

nanoemulsiones de acido estearico seleccionadas.
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En la Figura 5 se presentan las graficas de distribuciéon de tamafio mostrando
el efecto de la concentracion de acido estearico y el tiempo de sonicacion, siendo
este ultimo el principal factor que afecta este parametro. Se observaron valores
bajos de PDI en tiempos de sonicacion bajos (Figuras 5A y B). El aumento del
tiempo de ultrasonido llevarfa a un aumento en PDI (Figuras 5C y D) porque
promueve una alta tasa de coalescencia que da como resultado un gran tamafio
de particula, este fenémeno contribuy6 a un alto indice de polidispersidad. No
existen suficientes estudios que reporten el efecto del proceso ultrasénico sobre
el PDI. Sin embargo, a manera de comparacion algunas investigaciones previas
empleando la emulsificacién a alta presion han reportado que un incremento en
la presién de homogeneizacion resulté en un aumento del PDI de las nanoemul-
siones preparadas [32, 47-49].
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Resumen

En la actualidad, la mayoria de las tecnologfas industriales para producir ener-
gia emplean procesos altamente ineficientes. Por ejemplo, el combustible de los
automoviles se transforma en energfa util empleando menos de un 30 % de su
poder calorifico, el resto se disipa como calor. Los materiales termoeléctricos son
capaces de aprovechar esas pérdidas para producir electricidad ya que cuando
éstos se calientan generan un voltaje eléctrico significativo. El principal problema
de estos materiales es que éstos deben ser muy buenos transmitiendo la electrici-
dad, pero no el calor. Por lo que en este proyecto se propuso el disefio de nuevos
nanomateriales que presenten tendencias hacia un elevado coeficiente Seebeck,
una alta conductividad eléctrica y una baja conductividad térmica.

En esta primera parte se disefi6 una serie de nanomateriales buscando optimi-
zar sus propiedades eléctricas. Se prepararon materiales de Bi Se_por diferentes
métodos de sintesis y a diferentes temperaturas. Los resultados mostraron que
el método hidrotérmico generd los materiales con mayor valor de conductividad
eléctrica. La caracterizacion fisicoquimica mostré un efecto de la morfologia en
las caracteristicas eléctricas de los mismos.

Palabras Clave: Nanomateriales termoeléctricos; Selenuros de Bismuto;
Conductividad Eléctrica.
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1. Introduccion

La mayoria de los procesos industriales para producir energia estan muy lejos
de ser eficientes, debido principalmente a que ésta se disipa en forma de calor.
Los moédulos termoeléctricos nos ofrecen la posibilidad de recuperar parte de esa
energifa para transformarla en electricidad, abriendo de esta forma una nueva for-
ma de conversion de energia que puede ayudar a resolver problemas energéticos
y medio ambientales existentes [1,2]. Los materiales termoeléctricos son capaces
de aprovechar esas pérdidas para producir electricidad, ya que éstos pueden con-
vertir directamente el calor en energfa eléctrica y viceversa [1].

El efecto termoeléctrico proviene del hecho de que los portadores de carga en
metales y semiconductores se pueden mover libremente por el cristal, transpor-
tando no solamente la carga sino también calor.

Al aplicarse un gradiente de temperatura a un material, los portadores de carga
en el extremo caliente, tienden a difundir hacia el extremo frio. La acumulacion de
portadores en el extremo frio, resulta en una carga neta (negativa para electrones
y positiva para huecos) en ese extremo de la muestra, generando asi una diferen-
cia de potencial (voltaje) entre ambos extremos como se representa esquemati-
camente en la Figura 1. De esta forma se alcanza un equilibrio entre el potencial
quimico para la difusion y la repulsion electrostatica debido a la acumulacion de
carga. Esta propiedad, conocida como efecto Seebeck, es la base para la genera-
cién de potencia en dispositivos termoeléctricos.

Extremo caliente

Figura 1. Representacion esquematica de la diferencia de potencial.
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Dispositivos termoeléctricos contienen un numero elevado de pares termoe-
léctricos (Figura 2, parte inferior) formados por materiales tipo n (conteniendo
electrones libres) y tipo p (conteniendo huecos) conectados eléctricamente en

serie y térmicamente en paralelo. (Figura 2, parte superior).

calor absorbido

substratos ‘

Figura 2. Representacion esquematica de un dispositivo termoeléctrico comercial.

Sin embargo, la eficiencia de este tipo de materiales es muy limitada. Los ma-
teriales termoeléctricos eficientes deben presentar una alta Figura termoeléctrica
de mérito (ZT) definida como

ST oS8T 1

zT:—pK :—K ;0':7

donde T, S, o y » son los valores de la temperatura absoluta, coeficiente de
Seebeck, resistividad eléctrica y la conductividad térmica, respectivamente. Como
se aprecia de esta relacion, un material con una elevada Figura de mérito 71" debe-
ra simultaineamente poseer una alta conductividad eléctrica y coeficiente Seebeck
y una baja conductividad térmica. Es por ello que la obtencién de materiales ter-
moeléctricos de alta ZT ha sido un desafio durante mucho tiempo porque estas

propiedades a menudo siguen tendencias desfavorablemente opuestas.
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Los termoeléctricos siempre fueron demasiado ineficientes como para ser ren-
tables en la mayoria de las aplicaciones [3]. Sin embargo, a mediados de 1990, hubo
un resurgimiento en el interés por estos materiales, cuando las predicciones tedricas
sugirieron que la eficiencia termoeléctrica podria mejorarse considerablemente a
través de una ingenieria nano-estructural. Estas predicciones tedricas incentivaron
esfuerzos experimentales dirigidos no solo a demostrar la prueba de principio sino
también a la obtencion de nuevos materiales con mayor eficiencia [3,4].

La mejora de ZT en materiales termoeléctricos nanoestructurados se ha ob-
tenido explotando la dispersion de limites de grano que induce una disminucién
de k y el alto coeficiente de Seebeck obtenido del efecto de confinamiento cuan-
tico o la filtracién de energia de baja energfa electrones en la interfase [3]. Entre
estos enfoques, los métodos fisicos para obtener materiales nanoestructurados
incluyen la precipitacion 7 situ de nanoparticulas en fase lenta y la nanostructuri-
zacion in situ mediante la deformacién de los bultos. Sin embargo, los costos de
los procesos siguen siendo un desafio para la fabricaciéon de materiales alto-ZT.

La reduccién en la conductividad térmica en superredes de pelicula delgada se
investigd en los afos 80 [3], pero sélo recientemente se ha aplicado en materiales
termoeléctricos mejorados. Trabajos realizados con peliculas de Bi,Te, - Sb,Te,
y PbTe-PbSe [3,4,5] y con nano alambres de Silicio [3,4] han demostrado como
la dispersion de fonones puede reducir la conductividad térmica de la red hasta
valores proximos a k. (0,2-0,5 %)

De forma similar se han reportado peliculas delgadas conteniendo puntos cuan-
ticos embebidos aleatoriamente, las cuales han mostrado conductividades térmicas
de la red excepcionalmente bajas [3,4]. En peliculas delgadas se han reportado valo-
res de zT muy altos (>2), sin embargo las dificultades de meditlas ha transformado
en un reto la reproducibilidad de estos materiales en diferentes laboratorios.

Es claro sin embargo que peliculas delgadas nano-estructuradas y nano alam-
bres exhiben valores de conductividad térmica préximos (o incluso por debajo)
de k. [3], 1o cual se traduciria en un incremento del ZT del material, sin embargo
se requieren mejoras en los contactos eléctricos y térmicos de esos materiales
para obtener de hecho esos valores de ZT en el dispositivo en cuestion.

El uso de materiales en bulto (mm?) fabricados en forma nano-estructurada
evitarfa las perjudiciales pérdidas eléctricas y térmicas al mismo tiempo que se
pueden utilizar para su produccion las rutas de fabricacion existentes.
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Sin embargo el reto para cualquier sistema de materiales en bulto fabricado en
forma nano-estructurada consiste sin lugar a dudas en la dispersion de electrones
en las interfaces entre granos orientados aleatoriamente lo cual conlleva a una
reduccion en la conductividad térmica y eléctrica simultineamente [3].

Asimismo, los aislantes topolégicos (T1T), que son aislantes que poseen estados
metalicos exoticos en su superficie, han atraido gran interés debido a sus nuevas
propiedades y aplicaciones prometedoras. Después del descubrimiento del com-
portamiento topoldgico en Bi Sb, _y materiales relacionados, el Bi,Se, ha surgido
como el mejor candidato para estudiar los estados superficiales topoldgicos debi-
do a su valor de Eg de aproximadamente 0.3 eV, equivalente a 3.600 K [3]. Este
valor de Eg es mucho mayor que la escala de energfa a temperatura ambiente,

Significa que el comportamiento como un TT se puede observar a temperatura
ambiente. Sin embargo, las propiedades topoldgicas del Bi Se, con una alta den-
sidad de portadores a menudo estan dominadas por sus tamafios de particula, y
por lo tanto es necesaria la disminuci6én de las dimensiones de Bi,Se, hacia la na-
noescala para mejorar los efectos de superficie para dispositivos potenciales. En
esta primera etapa del proyecto se prepararon materiales de Bi Se por diferentes
métodos de sintesis y a diferentes temperaturas, buscando modificar su nanoes-
tructura y estudiar su efecto sobre las propiedades eléctricas de los mismos.

2. Métodos y materiales

Preparaciin de los materiales nanoestructurados de Bi Se,

Los materiales de Bi Se_ se sintetizaron por los métodos de coprecipitacion y
el método hidrotérmico a partir de cloruro de bismuto (BiClL,, Aldrich, 98 %) y
tetracloruro de selenio (SeCl,, Aldrich).

e M:étodo de coprecipitacion

Se agregan las soluciones acuosas de BiCl,, SeCl,y EDTA y se agitan a tem-
peratura ambiente por 1h. Posteriormente se agregan las soluciones de NaOH y
NaBH, y se agita a 75 °C hasta la aparicién del precipitado.

e Método hidrotérmico

Se agregan las soluciones acuosas de BiCl,, SeCl,y EDTA y se agitan a tem-
peratura ambiente por 1h. Posteriormente se agregan las soluciones de NaOH y
NaBH, y se coloca la autoclave a la temperatura correspondiente por 9 h.
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Finalmente, los materiales sintetizados por ambos métodos se lavan y se secan
a 110 °C por 16 h.

Caracterizacion de los materiales

Los nanomateriales se caracterizaron por difraccion de rayos-X, espectrosco-
pia Raman, XPS y microscopia electrénica de barrido y de alta resolucion (SEM,
HRTEM y EDS).

3. Resultados

3.1 Sintesis

Se sintetizaron muestras de BiXSey por diferentes métodos, la muestra sinteti-
zada por el método de coprecipitacién se etiqueté como BiSe-COP, mientras que
la preparada por el método hidrotérmico se identificé como BiSe-HT.

3.2 Difraccién de Rayos X

La Figura 3 presenta los patrones de difraccion para ambas muestras. Se ob-
serva la presencia de varias fases de BiSe en ambos sistemas y se destaca que
solo en el caso de la muestra sintetizada por el método hidrotérmico se obtuvo la

fase romboédrica de Bi Se..

. —— BiSeHT
—— BiSeCOP
S
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P
w
=
2
=
T L) Ll T ] L
0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 3. Patrones de difraccion de las muestras BiSe-COP y BiSe-HT.
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3.3 Difraccion Rayos-X en muestras de polvos prensados (pastillas)

Las medidas fueron realizadas en un Difractometro Brucker D8 Advance en
la configuracién de polvos, en el intervalo 20° < 26 < 80° utilizando un paso de
0.03 grados. Los resultados de estas medidas se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Difractogramas de las muestras (a) primera serie (b) segunda serie. En el caso de la
primera serie las pastillas tienen un espesor de 0.3mm. En el caso de la segunda serie, el espesor

fue de 3 mm. Por esta razon las intensidades de la segunda serie son mucho mayores.

El tiempo total de medida fue de 30 min. Los polvos fueron prensados a una
presion de 10 Ton para formar una muestra en forma de pastillas de 15 mm de
diametro y 1-3 mm de espesor.

3.4 Microscopia Electrénica de Barrido

La diferencia de fases observada mediante DRX, también se ve reflejada en
la morfologfa de las muestras estudiada por SEM. Las Figuras 2 y 3 muestran las
imagenes tipicas de estas muestras. Se observa que para el caso de las muestras
sintetizadas por el método de coprecipitacion (BiSe-COP) se obtiene una morfo-
logia en forma de placas, similares a pétalos de flores, mientras que para la muestra
sintetizada por el método hidrotérmico (BiSe-HT) se observan las tipicas orillas de
las nanoestructuras y destaca principalmente el crecimiento de otras estructuras en
forma de cubos. Lo anterior indica que se generan mecanismos diferentes de cre-
cimiento de las especies de Bi Se_empleando estos métodos de sintesis. L.as mor-
fologias y fases que se forman generan diferentes propiedades eléctricas en estos
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sistemas, siendo la muestra BiSe-HT la que presenté mayor conductividad eléctrica

(estos resultados se presentaran en el médulo 11T de este proyecto).

Figura 6. Imagenes SEM de la muestra BiSe-HT.

4. Medidas de Resistividad

4.1 Caso de muestras delgadas

Las medias fueron realizadas por el método de 4 puntas. Tipicamente en un
€C_ 2 [P

equipo 4 puntas, se aplica una corriente (I) ente los puntos “0” y “c” y se mide
una diferencia de potencial (AU) entre los puntos “a” y “b”.

Para peliculas delgadas (d < 2um) depositadas sobre un material dieléctrico, la
corriente circula por la pelicula, y la diferencia de potencial entre los puntos a y b

puede ser calculada por la relacion:
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Figura 7. Representacion esquematica del principio de funcionamiento del método de 4 puntas

para resistividad eléctrica.

I- b
AV (ab) = P ln(—)

27t a

Silas puntas estan igualmente espaciadas entre si, es decir S1=S2=S3=S, en-
tonces a=s y b=2s. Por otro lado, la corriente que se extrae por “c” genera una di-
ferencia de potencial igual a la que genera la corriente que se inyecta por “o”. De

manera que la relacion para la diferencia de potencial AV(4,b) se transforma en:

I-p 25 I-p
AV (ab) =2 - ln<—)=—ln(2)
21 -t A) 7t

Finalmente, la resistividad de hoja de la pelicula g puede ser calculada como:

7 AV (ab AV (ab
p= - —): 4.53236 —)
t @ I I

4.2 Caso de muestras gruesas

Si la muestra tiene un espesor >2 pm (muestra gruesa), entonces la corriente
que se inyecta por el punto 7, se distribuye uniformemente en el material sobre
una semiesfera de radio “r” centrada en el punto de contacto la cual genera una
densidad de corriente (J).

Dada la resistividad del material (p,, , se induce un campo eléctrico proporcio-
nal a la densidad de corriente E = p_ J el cual genera una diferencia de potencial
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( U) entre puntos separados a diferente distancia “r” del punto de contacto. En
estas condiciones, la diferencia de potencial entre los puntos 2 y 3 se obtiene por

la relacion:

Figura 8. Representacion esquematica del principio de funcionamiento para medidas de resisti-

vidad por el método de cuatro puntas en el caso de muestras gruesas.
Para el caso en que las puntas estén igualmente espaciadas entre si, es decir

S1=82=83=8, entonces la diferencia de potencial se obtiene de la relacion:

Pl
2r S

AU

32
y finalmente la resistividad del material se calcula como:
AU,
p, = 278" T[Q.cm]

En el caso del equipo utilizada para las medidas instalado en CICATA, la
distancia entre puntas es S= 0.04” = 0.1016 cm, de manera que el valor de la
resistencia calculado mediante interpolacion lineal, debera ser multiplicado por el

factor 2785 = 0.638372 cm para obtener la resistividad del material.

El equipo utilizado para las medidas, permite realizar un barrido en corriente
entre los puntos 1 y 4y medir la diferencia de potencial entre los puntos 2 y 3
para cada valor de corriente. De esta manera la resistencia del material (R) puede
ser calcula por interpolacién linear en la curva i-V, es decir se toman en cuenta un

conjunto de pares ordenados (i,V) para la determinacion de R.
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4.3 Resultados de Resistividad BiSe primera serie

La Figura 9 y Figura 10 muestran los resultados de resistividad para la primera

serie de muestras de BiSe crecidas por los métodos de Coprecipitacion e Hidro-

termal respectivamente. Para estas medidas los polvos manométricos de BiSe

fueron prensados a 10 Toneladas y se formaron pastillas de 15 mm de diametro

y 0.4 mm de espesor.

£30000 f=3+07  CopméipRacion
A RS QW)

vale Sancaro Emee
voune |mop! | THMNEL 2N
Votae Soor T 82 1168204

A Rfor UWN

Velag
vatag

128°%  Coproptason

Ve Savwabr
eramet  CONST TMROEN
Pose HITEH 14 2b ]

2 0 2

Comlents (pA}

Figura 9. Medidas de resistividad en muestras de BiSe crecidas por el método de Coprecipitacion.
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Figura 10. Resultado de las medidas de resistividad eléctrica en muestras de BiSe sintetizadas

por el método Hidrotermal.

Los resultados de resistividad se presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 1. Resultados de resistividad y conductividad eléctricas de muestras de BiSe.

Método Espesor dela Resistencia  Resistividad Conductividad
muestra () (R2.cm) (1/L.cm)
(mm)

Coprecipitacion | 0.410 7392 + 12 4719 2.1210*

Hidrotermal 0.400 2.81+0.1 1.79 0.559

4.4 Resultados de Resistividad BiSe segunda serie

Los resultados de estas medidas se presentan en la Figura 11. Las muestras
crecidas por Hidrotermal de la segunda serie poseen una resistencia ligeramente
mayor (27 -32 Ohms) que en el caso de la primera (2-3 Ohms). Sin embargo,
la muestra hidrotermal posee una resistencia varios 6rdenes de magnitud ma-
yor que su homologa de la primera serie. Se necesita discutir las causas de este
aumento. Se repitieron las medidas varias veces y los resultados confirman una

muestra muy resistiva (decenas de MQ).
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Figura 11. Medidas de resistividad eléctrica en muestras de BiSe.
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Los valores de resistividad y conductividad eléctrica se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de resistividad y conductividad eléctrica en muestras de BiSe obtenidas por los

métodos Hidrotermal y Coprecipitacion.

Coprecipitacion 2210° 13.210° ---
Hidrotermal 269 £ 0.1 17.2 ~6 107

5. Espectroscopia Raman

Las medidas fueron realizadas excitando con un laser de A=532 nm. Previa-
mente se probd con un laser de A=700 nm pero no se obtuvo sefial ninguna.
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Figura 12. Resultados de las medidas de espectroscopia Raman en muestras de BiSe

En las muestras crecidas por COP apatece un pico alrededor de los 200 cm™,
que no aparece en Hidrotermal.

6. Medidas de conductividad eléctrica mediante efecto Hall

Los resultados de estas medidas fueron obtenidos en el laboratorio de Nano-
tecnologia y Materiales Funcionales del CICATA U. Legaria en colaboracién con
el Dr. Miguel Angel Aguilar Fratis.

Para las medidas eléctricas fue utilizado el sistema van der Pauw ECOPIA HMS
3000, equipo comercial apropiado para determinar las propiedades eléctricas de
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varios materiales, semiconductores y compuestos semiconductores. Ultiliza el
método de van de Paw y posee un iman de 0.5 Tesla en el cual se introduce la
muestra para generar el efecto Hall en las muestras. Los resultados de estas carac-
terizaciones se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de las caracterizaciones por efecto Hall obtenidos en muestras nano estruc-

turadas de BiSe sintetizadas por coprecipitacion.

COP-1Sa

400

COP-1Sb COP-2Sa COP-2Sb

400

400

400

Eolrt‘;en“mon de emy] | 9.857B+12 | -3.643E+12| 1.790E+11 |-5.196E+10|-7.161E+10
u

Movilidad [em?/Vs] | 7.547E+00 | 1.688E+01 | 7.505E+01 | 1.804E+03 | 1.036E+02
Resistividad [Qcm] | 8.391E+04 [1.0150E+05| 4.647E+05 | 6.660E+04| 8.414E+05
ioceﬁ“eme Hall - s/ep [-1.7028407| -2.5626+06| 18625408 | -1.779F-+08| -1.578E-+08
Magneto- Q] 1.726E+05 | 1.220E+05 | 5.080E+05 | 2.513E+06 3.023E+06
Resistencia

Concentracion /o | 30435411 |-1.457E+11| 7.160E+10 |-2.078E+10| -2.864E+10
de la hoja

Conductividad ~ [1/Q cm]| 1.192E-05 | 9.849E-06 | 2.152E-06 | 1.501E-05 | 1.189E-06
Coeficiente Hall -\ 5/ 01 | 6.333E+05 | -1.714E+06| 3487407 |-1.201E+08| -8.717E-+07
Promedio

gf’gﬁ“eme Hall 571 [ 1.820B407 | -8.647E4+05| -1.1658+08|-6.242E+07| -1.652E-+07
Relacién Vertical/ 5.752E-01 | 3.32B-01 | -2.064E-01 | -2.415E-02 | -2.094E-01
Horizontal

COP-2Sc
400

7. Conclusiones e impacto de la investigacion

Se sintetizaron nanomateriales de BiXSey empleando diferentes métodos de

preparacion (coprecipitacion e hidrotérmico). Las propiedades morfologicas y
estructurales de las muestras fueron analizadas por DRX, SEM y espectroscopia
Raman. Las propiedades eléctricas de las muestras fueron caracterizadas por el
método de 4 puntas y efecto Hall.

Los resultados muestran que se generan mecanismos diferentes de crecimien-
to de las especies de Bi Se modificando los métodos de sintesis. Las morfologias
y fases que se forman generan diferentes propiedades eléctricas en estos sistemas,
siendo la muestra BiSe-HT la que present6é mayor conductividad eléctrica.
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Tabla 4. Resultados de las caracterizaciones por efecto Hall obtenidos en muestras nano estruc-

turadas de BiSe sintetizadas por el método hidrotermal.

HT-1Sa  HT-1Sb  HT-1Sc  HT-2Sa  HT-2Sb
410 410 410 3600 3600

Ejftlgenmdénde 2.157E+18 | 2313E+18 | 2573E+18 | 2.104E+17 | -5.628E+17
Movilidad 3.698E-02 | 3416E-02 | 3103B-02 | 2121E+00 | 7.893E-01
Resistividad 7.824E+01 | 7.901E+01 | 7.820E+01 | 1399E+01 | 1.405E+01
f_if’éﬁdeme Hall 1) 586502 [-1.599E+02 |-1.006E+02 | 4114E+00 | -1.011E+02
et 2866E-01 | 3161E-01 | 4417E-01 | 2789F-02 | 2553E-02
liﬁ)cjznmdénde $8MEH16 | 9481E+16 |-1.055E+17 | 75756416 | -2.026E+17
Conductividad | 1278502 | 1266E-02 | 1279E-02 | 7.149E:02 | 7.117E-02
gfjizjgte Hall 1 5 8041400 | 2.699E+00 |-2.426E+00 |-2967E+01 | -1.109E+01
E?Sﬁdeme Hall )y 528E+02 | 1653402 | 1.047E+02 |-6.345E+01 | 7.895E+01
Eij;fztzemal/ 3331E-01 | 3335E:01 | 3330E-01 | 9.053E-01 | 8.910E-01

En el caso de las muestras de BiSe, para las muestras crecidas por el método
HT segunda serie, los valores de conductividad medidos por Hall y por el método
de cuatro puntas coinciden. No obstante, en general los resultados de las medidas
por efecto Hall, necesitan ser interpretados y comparados con los resultados de
las caracterizaciones por el método de 4 puntas para descartar la presencia de

algun factor geométrico que no se haya considerado.

Durante el desarrollo de este proyecto en CICATA U. Altamira se ha montado
un sistema experimental para caracterizaciones eléctricas que abre oportunidades
para el estudio de materiales semiconductores aplicados tanto al campo de los

termoeléctricos como los fotovoltaicos.
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Resumen

Los dispositivos termoeléctricos (TED), son aquellos que tienen la capacidad
de generar corriente eléctrica a partir de un gradiente de temperatura, este efecto
es conocido como Seebeck (1821, Tomas Johann Seebeck), en sentido contrario
los dispositivos electrotérmicos son aquellos que tienen la capacidad de generar
un gradiente de temperatura a partir de un flujo de corriente eléctrica, conocido
como efecto Peltier (1834, Jean Peltier). Tipicamente un dispositivo electrotérmi-
co de estado solido esta compuesto de dos elementos estructurales, construidos
en los dltimos afios con Teluro de Bismuto (Bi,Te,) por su capacidad para mane-
jar diferentes densidades de electrones libres, con el cual se han creado materiales
semiconductores tipo-P por deficiencia de electrones y tipo-N por exceso de
electrones, estas estructuras son conectadas eléctricamente en serie con matetial
de cobre (Cu) y térmicamente en paralelo por su interposicion entre dos placas o
sustratos aislantes de material ceramico o de Alimina (6xido de aluminio, AL O,),
de tal forma que se exponen las interconexiones de cobre a una cara fria y otra
cara caliente. En este trabajo se presenta el proceso de disefio de un dispositivo
de estado solido, su modelacion y la simulacion multifisica que nos ayuda a com-
prender este fenémeno y sus efectos.

Palabras clave: Efecto Peltier; Efecto Seebeck; Efecto Thomson; Simulacion
Multifisica.
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1. Introduccion

La simulacién multifisica es muy tutil cuando se desea alcanzar el desempefio
mas alto posible ya sea de un material, un dispositivo o un sistema completo, es
mucho mas facil probar y verificar su comportamiento de forma virtual, corri-
giendo y mejorando un modelo y de esta forma habilitar las capacidades para la

innovacion.

El modelado de los dispositivos electrotérmicos requiere que por lo menos
dos procesos fisicos sean tomados en cuenta: Transferencia de calor por conduc-
cién en solidos y Flujo de corriente eléctrica para modelar dos o quiza los tres
efectos conocidos que se dan al mismo tiempo Peltier-Seebeck-Thomson.

1.1 Modelado Matematico

El fenémeno fisico conocido como efecto Peltier se puede explicar por el
flujo de calor J, que acompana al flujo de corriente eléctrica | que pasa por un
medio homogéneo unidimensional, y puede expresarse con el siguiente modelo:

o
AR
]7 L12 Lzz —l
X
La matriz (L) es conocida como matriz de transporte termoeléctrico, los co-
eficientes LZ/ generalizan las propiedades fisicas del material (¢ conductividad
eléctrica, K conductividad térmica, D difusion, p resistividad eléctrica, @ fuerza
electromotriz y T temperatura, y los efectos correlacionados § Seebeck, I'T Peltier
y 7 Thomson). Aunque estos no son medibles directamente, se pueden extraer
bajo algunas consideraciones. Los signos negativos se introducen para represen-
tar propiamente el comportamiento fenomenolégico reportado para el flujo de
calor (ley de Fourier) y flujo eléctrico (ley de ohm).

El flujo de corriente en un medio homogéneo esta dado por la ecuacion si-

_ D T
]e_Ln <d?> +L12 (E)

Para explicar el modelo de los fenémenos fisicos que se describen de la ecua-

guiente:

cion (1), se haran las consideraciones siguientes.
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1) Considere que el medio homogéneo (material) se mantiene a temperatura
constate T/dx = 0y la cortiente eléctrica se genera por aplicat un voltaje externo
®/dx > 0, 1a ecuacion antetior quedaria como:

_ D
]e_Lll (}17)

Si se toma en cuenta la ley de Ohm:

Se puede asumir que en estas condiciones I, = g, que es la conductividad eléctrica.

2) una segunda consideracion es que el medio homogéneo (material) estd a
circuito abierto | = 0, y se aplica un gradiente de temperatura para generar el
efecto Seebeck, entonces de la misma ecuacion se puede obtener:

D\ T
Lll (E) - L12 (E)

Esto indica que la diferencia de potencial generada por un gradiente de tem-
peratura estd determinada por S(T) =L /L,

QYL (T
dx] L, \dx

Del modelo de la Ec. 1, el flujo de calor que acompafia al flujo de corriente en
un medio homogéneo (material) esta dado por:

o (Do (1)

3) Considere que el medio homogéneo (material) se mantiene a temperatura
constate T/dx = 0 y una cortiente eléctrica J, generada por una fuente externa @ /
dx > 0, fluye por el medio. Debido al efecto Peltier se debe observar un flujo de
corriente térmica | proporcional a la corriente eléctrica, entonces se puede obtener

_ D
]e_Lll <_47)

_ (4]
e

Que un gradiente de temperatura generada por la diferencia de potencial esta deter-

minado por I(T) = L, /L, , la solucién de las ecuaciones anteriores quedarfa como:
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LZl
J=r) =1
El flyjo de calor es proporcional al flujo de la corriente eléctrica, y la propor-

cionalidad constante es I1(T)=L., /L, , también I'l(T)= S(T)T en donde I'l(T) es
el coeficiente de Peltier, §(T) es el coeficiente Seebeck, T es la temperatura.

De la definicién del coeficiente de Seebeck se puede observar que el voltaje
de Seebeck entre dos puntos de un material homogéneo no depende de la tem-
peratura. Los coeficientes Seebeck y Peltier esta relacionados uno con el otro a

través de [1(T) = S(T)T.
1.2 Union de medios distintos

Cuando existe unién de dos medios (tipo-P, tipo-N), el flujo de corriente que
atraviesa el medio tipo-P es distinto al del medio tipo-N, la diferencia de estos
flujos produce el calentamiento o enfriamiento en la unién dependiendo de la
relacion que existe entre los coeficientes y la direccion de la corriente. Para los
semiconductores tipo-N se tiene que mientras que para semiconductores tipo-P
se tiene, por lo que en el contacto N-P se tiene una distribuciéon de temperatura
como se observa en la Figura 1

Ta

ATnp

1>0
ATap >> ATap

Figura 1. Distribucién de temperatura en el contacto entre semiconductores tipo-P y tipo-N.
El calentamiento o enfriamiento Q que sucede en la unién P-N es:
<>Q = ( I P~ I N) J ¢
Para simplificar, considere: IT = IT,- T

Asi el flujo de calor que acompafia al flujo de corriente eléctrica, puede ser
expresado por:
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dr

En donde la contribucién electrénica a la conductividad térmica es:

=1, L12 L21
¢ 22 L“

Un efecto adicional puede ser agregado a la ecuacién anterior, relacionado
con la contribucion de energia cuantica o fononica para el flujo de calor ] que
acompafia a un flujo de corriente J a través de un medio homogéneo solido y
que se expresa en términos del calor especifico por unidad de volumen a presion
constante (analisis unidimensional).

dar\ _d [ dr ds J?
P\ ) w\Fw )\ L) L,

Donde Cp es el calor especifico por unidad de volumen a presion constante,
en un lapso de tiempo % La ecuacién contiene un término extra comparado con
la ecuacién ordinaria de conduccion de calor, esto se debe al efecto Thomson,
el sugiere que la distribucién de temperatura (calor o frio) puede ocurrir aun
en el mismo sélido, debido a la dependencia de temperatura del coeficiente
Seebeck.

Cuando se produce un cambio en la energfa interna del material por unidad
de volumen AQ), este es proporcional al cambio de temperatura AT. Esta relacion
puede expresarse por:

C,pT,- kT = AQ

. oT
Considérese: ¢ = -£VT, VT = =),

ox

Donde £ es la conductividad térmica y el gradienteVes la derivada espacial
ordinaria, p la densidad del material,

_ 4 SN\ dr ]
CVT= dx(kvm_(frd—T) e

pCuvVItVg=0+0

ted

El coeficiente de Thomson se define por la siguiente ecuacion:
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En donde q es la velocidad de flujo de enfriamiento o calentamiento por
unidad de volumen. Los tres efectos antes descritos estan intrinsecamente co-
nectados como diferentes manifestaciones del calor transportado por flujos de
corriente eléctricas en un sélido cristalino. El efecto Thomson a menudo no se
toma en cuenta en las simulaciones de dispositivos electrotérmicos por consi-
derar su aportacion despreciable, aunque en el analisis de materiales o nuevos
materiales, si deberia tomarse en cuenta.

2. Definicion del Modelo

Una celda electrotérmica consta de dos elementos estructurales, un elemento
tipo-P y un elemento tipo-N interconectados con cobre (Cu). Para este analisis
cada elemento es modelado con telurio de bismuto (Bi,Te,) tipo-P y Tipo-N, en
geometrias de tamafno 1300um x 1300um x 3000um, conectados con una capa
de cobre de 100um de espesor. La Tabla 1, muestra las propiedades fisicas de los
materiales utilizados para este analisis.

y

Bi.Te BiTe I >
3000um e 2% 1300um
Tipo-N Tipo-P |-t - )

Figura 2. Celda electrotérmica unitaria.
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3. Metodologia

COMSOL Multiphysics es una plataforma de software para simulaciéon multifi-
sica con una amplia biblioteca de materiales y modelos matematicos que pueden
ser combinados, para simular los fendmenos fisicos y observas sus efectos lo mas
cercano a la realidad. Se inicia con la herramienta Mode/ Wizar, seleccionado el
espacio de dimension 3D, después se selecciona la fisica Heat Transfer y dentro de
esta el modelo Termoelectric Effect, enseguida se selecciona el tipo de estudio S7atio-
nary, para calcular el campo de temperatura en equilibrio térmico. Para después

crear el modelo de la Celda electrotérmica unitaria de la Figura 2.

3.1 Matetriales

En la ventana Mode! Builder en Component1 se agregan los materiales de la Ta-
blal, utilizados en la Celda electrotérmica unitaria de la Figura 2, y posteriormen-
te se asignan al modelo, seleccionando el material y asociandolo con la geometria

correspondiente del modelo en 3D.

Tabla 1. Propiedades de los materiales.

Capacidad Térmica a Presion Constante (Bi,Te,) | C_ 154 J/ (kg*K)
Conductividad Eléctrica (Bi,Te,) tipo-P o 1.1x10° S/m
Conductividad Térmica (Bi,Te,) tipo-P k 1.6 W/(m.K)
Coeficiente Seebeck (Bi,Te,) tipo-P S(T) | 2.0x10* V/K
Coeficiente Seebeck (Bi, Te,) tipo-N S(T) |-2.0x10* V/K
Densidad (Bi,Te,) ) 7740 Kg/m’
Capacidad Térmica a Presion Constante (Cu) C 385 J/ (kg*K)
Conductividad Eléctrica (Cu) o 5,998 x10" | S/m
Conductividad Térmica (Cu) k 400 W/ (m.K)
Coeficiente Seebeck (Cu) S(T) 6.5x10°¢ V/K
Densidad (Bi Te,) 0 8,700 Kg/m’
Capacidad Térmica a Presion Constante (ALO)) | C_ 900 J/ (kg*K)
Conductividad Térmica (AL,O,) o 27 W/ (m.K)
Densidad (ALO,) ) 3,900 Kg/m’
Permisividad relativa (Bi2Te3), (Cu), (AL,O,) 1
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3.2 Fuente de Voltaje

Es posible definir parametros globales, seleccionando del menta Hozze, la op-
cion Parameters, la idea es definir una fuente de voltaje que alimente a la celda

unitaria.

Name | Expresion | Value Description
\Y 1[V] 1V [ Potencial de entrada

3.3 Limites de frontera

Es importante definir los limites de frontera para la convergencia de los méto-
dos numéricos, para este estudio en el modelo Head Transfer in Solids, en el mena
Physics, se selecciona Temperature para la cara fria de Alimina a 300°K. Bajo la mis-
ma idea para el modelo Electric Currents, en el ment Physics, se selecciona Ground
para el conector de cobre negativo y Electric Potential para el conector de cobre
positivo, indicando 0. Finalmente se puede ejecutar el calculo, seleccionando
Study1, y en seguida Compute.

4. Resultados preliminares

En los resultados de simulacién se puede observar para la celda unitaria un
gradiente de temperatura de aproximadamente 64 °C. Esto se debe principalmen-
te a que se tiene un area térmica activa pequefia (1300um x 3500um), provocando
concentracion de altas temperaturas

Un arreglo de celdas unitarias como el que se muestra en la Figura 4, fue rea-
lizado para construir un dispositivo de mayor area térmica activa de 20 x 20 mm,
en esta aproximacion el gradiente de temperatura que se alcanza en toda el area
activa del dispositivo es del orden de 30 °C.

5. Conclusiones

Las Celdas Termoeléctricas, ademas de aplicaciones de climatizacién o cose-
chadores de energia, en el campo de los dispositivos MEMS, pueden ser utiliza-
dos en micro reactores, actuadores a base de presion por calentamiento de gases,
o para el desarrollo de cicladores térmicos programados, utilizados en equipos de
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Time=15 Surface: Temperature (degC) o
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Figura 3. Simulacién de la Celda electrotérmica unitaria.

Surface: Temperature (degC) o

Figura 4. Arreglo de Celdas Peltier de 20mm x 20mm.

PCR en biologfa molecular. La cara fria también puede ser util para instrumentos
que utilizan sensores de imagenes y que requieren enfriamiento o en su caso para

analisis de muestras bioldgicas.

Los materiales nano estructurados con caracteristicas termoeléctricas que se
estan desarrollando por otros grupos de la Red de Nanociencias, Micro y Nano-

tecnologias del IPN, buscan sintetizar buenos conductores de electricidad, pero
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malos conductores de calor para ser empleados especificamente en e cosecha-
dores de energfa, y por otro lado ser buenos conductores de calor pero malos
conductores de electricidad para aplicaciones de climatizacion.
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Resumen

Los residuos nanoestructurados o nano-residuos son desechos de tamafio na-
nométrico generados durante la produccion y distribucién de nanomateriales o al
finalizar el ciclo de vida de los nanoproductos. En este trabajo, se recolectaron los
nano-residuos generados y acumulados en un reactor HFCVD-CSVT, el cual se
utiliza normalmente para sintetizar nanoestructuras semiconductoras de diversas
morfologias (nanoalambres, nanolapices, nanolaminas, etc.). Estos residuos se ca-
racterizaron mediante las técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM),
difraccion de rayos X (DRX), infrarrojo y Raman. Para los residuos mencionados
se experimentaron diversas aplicaciones de reutilizaciéon como la adsorciéon de
gases, la fotodegradacion de materia organica y la oxidacion catalitica de hollin.
Los resultados demostraron que el reciclaje de nano-residuos es una propuesta
viable y que cada nano-residuo debe tener un estudio de caracterizacion, para
poder determinar la mejor alternativa de manejo.

Palabras clave: Nano-residuos; Nanoproductos; Nanotecnologia; Reducir,
Reusar; Reciclat.
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1. Introduccion

Los 6xidos metilicos como ZnO, TiO,, Cu,0, MnO,, Fe,O,, WO, y CeO, son
compuestos formados por oxigeno y un metal [1, 2]. Dichos materiales pueden
ser nanoestructurados y semiconductores, como el 6xido de tungsteno (WO,)
[3-6]. Los nanomateriales (NM’s) de WO, se han sintetizado por técnicas fisicas
[7-9] vy quimicas [10, 11], obteniendo morfologfas diversas como nanoalambres
[12, 13], nanorrodillos [14], microtubos [15] y nanotubos [16]. Algunos ejemplos
de métodos de sintesis de nanoestructuras de 6xido de tungsteno y de la utilidad
que se les ha dado son las siguientes:

a) Por el método solvotermal se han sintetizado nanoestructuras de
WO,*0.33H,0 con morfologias de microesferas, nanorodillos y nanocinturones,
que se han usado en la fotodegradaciéon de Rodamina B [17, 18]. Por la misma
técnica de sintesis se han obtenido dendritras formadas con nanohojas de WO, y
nanoflores formadas con nanohojuelas porosas de WO, las cuales se han usado
para el detectar gases NO, [19] y NO [20] respectivamente.

b) Por un proceso hidrotermal se han sintetizado nanoerizos ensamblando
nanorodillos de WO, para sensar etanol gaseoso [21]. También se han obtenido
estructuras en forma de girasol constituidas por nanoalambres y nanorodillos
de WO, y WO, *0.33H,0, los cuales se han utilizado para la fotodegradacion de
Rodamina B [22].

¢) Mediante un proceso asistido por acido en un recipiente se prepararon
nanohojas ultradelgadas de WO, /C con la finalidad de usarse como anodos en
baterfas de iones de litio [23].

De lo anterior, se sugiere que los nanomateriales en cuestion poseen propieda-
des eléctricas, térmicas, mecanicas y opticas, interesantes a escalas nanométricas.
Dichas propiedades hacen que las nanoestructuras sean susceptibles de utilizarse
en infinidad de aplicaciones como laseres, sensores de gases, celdas solares, ven-
tanas inteligentes y productos comerciales basados en nanotecnologia llamados
comunmente nanoproductos [24].

Por otro lado, durante la sintesis de nuevos materiales es inevitable el con-
sumo de materias primas y la generacion de subproductos “indeseables” cuyo
destino final es el confinamiento controlado. El aprovechamiento adecuado de
dichos residuos mediante su utilizaciéon o disposicion final es todo un reto para
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hacer mas eficientes los procesos productivos en la industria de los materiales.
Estas acciones de valorizacion de los residuos tienen la bondad de contribuir a
un mejor manejo de los recursos renovables y no renovables; ademas de que los
beneficios econémicos muchas veces se garantizan.

En este trabajo se analizan las propiedades fisicoquimicas de los residuos na-
noestructurados de WO _ para ser aprovechados como materiales adsorbentes de
gases, fotocatalizadores y catalizadores para la oxidacion de hollin.

2. Metodologia

En general, cuando se fabrican nanomateriales irremediablemente se generan
materiales nanoestructurados indeseables o nano-residuos (NR). En ocasiones,
dichos NR son susceptibles de recuperar y clasificar, de manera que se puedan
aprovechar cuando poseen caracteristicas Optimas para cierta aplicacion. La Figu-
ra 1 muestra una ruta simplificada para el aprovechamiento de los NR.

1 P

3

5

Sintesis de nanomateriales Identificacion y clasficacion

Puros: Subproductos de los
nanomateriales sintetizados
Objetos contaminados:
Material que pudo ser
contaminado por los
nanomateriales (guantes,
envases, filtros)
Liquidos: Cualquier sustancia
liquida que contenga nano-
residuos

Existen diversos métodos de
fabricacion de nanomateriales,
en general se pueden clasificar
en ascendente y descendente y
a su vez en quimicos y fisicos,

Recuperacion de nano-
residuos
Etapa en la cual los nano-
residuos se recuperan para
inmovilizarlos

4

Aprovechamiento de nano-
residuos
De acuerdo a las propiedades
referidas en la caracterizacion,
se podria considerar la opcidn
para su uso

Caracterizacion de nano-
residuos

La caracterizacion consiste en
obtener informacion cualitativa
y cuantitativa de un material
para conocer sus propiedades
fisicas y quimicas

Figura 1. Etapas para el aprovechamiento de nanomateriales indeseables (nano-residuos) [25].
2.1 Recuperacion de los nano-residuos

En este trabajo, se realizaron experimentos mediante el proceso HFCVD-CSVT
con la finalidad de sintetizar nanomateriales de WO, los cuales se pretenden
usar para la deteccién de gases. La sintesis se logra debido a la sublimacién de
un filamento de tungsteno inmerso en una atmosfera en vacio y al cual se le
suministra corriente. Bajo esas condiciones experimentales, ademas de obtener
el material deseado, se genera una cantidad considerable de material indeseable
(nano-residuos). LLa mayorfa del material desprendido del filamento de tungsteno
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no se deposita sobre el sitio de interés que es un sustrato de Si, sino que se pega
a las paredes del reactor. Ese material adherido sobre el reactor es un producto
indeseable que se recupera desprendiéndolo de las paredes durante la limpieza
del reactor.

Por lo comun, los residuos en cuestiéon se recolectan y se confinan como
materiales peligrosos. Ahora, en este trabajo se ha optado por recuperar, carac-
terizar y aprovechar los residuos nanoestructurados provenientes del proceso
HFCVD-CSVT como se describe en las dos secciones siguientes.

2.2 Técnica HFCVD y recuperacion de nano-residuos

La técnica HFCVD (por sus siglas en inglés Hot Filament Chemical Vapor
Deposition) es una variante del método conocido como deposiciéon quimica de
vapor (CVD) y consiste en calentar un filamento (en este caso W) mediante la
aplicacion de una corriente determinada (3 A y 6.2 volts). Ese hecho provoca que
el material sublime y que las particulas desprendidas del filamento se depositen
en los sustratos de silicio (Si) colocados intencionalmente y en el contenedor
(estos dltimos son los NR). Para evitar que el filamento se quiebre rapidamente
el sistema debe trabajar en vacio (10 Tort).

El principal objetivo de este experimento es el crecimiento de peliculas delgadas
de WO, sobre los sustratos de Si. Para tal efecto se utiliz6 un reactor CVD como
el que se muestra en la Figura 2 y el cual consta de: un soporte de aluminio (para
sostener los sustratos de Si), un filamento de tungsteno (50 watts, 12 volts y 0.16
mm de didmetro) y un tubo de cuarzo (de 34 cm de largo y 6 cm de diametro). La
distancia entre el filamento y el sustrato fue de 18 mm. La instalacién eléctrica, co-
nexiones de gas y de vacio se muestran de modo ilustrativo en la Figura 2.

St

= )} —m ?—
0

Figura 2. Esquema del reactor CVD.
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2.3 Caracterizacion de nano-residuos por técnicas SEM, DRX, Infrarrojo
y Raman

Los NR recolectados de las paredes del reactor anteriormente se confinaban
como materiales peligrosos. En este trabajo se ha optado por recuperarlos con la
finalidad de realizar una caracterizacion parcial y explorar la posibilidad de apro-
vechamiento. Especificamente, a los NR recuperados se les realiza microscopia
electrénica de barrido (SEM) usando un microscopio SEM TESCAN modelo
VEGA TS 3156SB con capacidad de hasta 150,000 aumentos, suficiente para
resolver objetos de 30 nm. La difraccién de rayos X (DRX) se realizé con un
equipo marca PANalytical modelo X Pert Pro MRD. Los analisis de Infrarrojo
(IR) se hicieron con un equipo marca BRUKER modelo Vertex 70. Los anali-
sis Raman se realizaron con un equipo marca Thermo Scientific modelo DRX
Smart Raman con linea laser de 780 nm.

2.4 Aprovechamiento de nano-residuos como materiales adsorbentes
de gases, materiales para la foto-degradacion de compuestos
aromdticos y materiales para Ia oxidacion catalitica de hollin

Para explorar si los NR se pueden aprovechar como materiales adsorbentes
de gases, es necesario conocer las propiedades texturales mediante la obtencion
de las curvas de adsorcién-desorcion de nitrégeno; para ello se utilizé un equipo
Automatico marca Quantachrome modelo Autosorb-1C.

Identificadas las propiedades texturales de los NR, se decidi6 aplicar dichos
NR en la degradacién fotocatalitica de la molécula organica 2,4-Dinitroanilina
(2,4-DNA). Para lo anterior se prepard una soluciéon acuosa contaminada con 80
ppm de 2,4-DNA, a la que se le afladieron los NR y se le irradi6 energfa con una
lampara UV high pressure Hg pen-lamp. La evolucion de la 2,4-DNA se evalué
con un espectréometro UV-Vis marca Perkin Elmer modelo LLambda 12 con inte-
gracion Labsphere RSA-PE-20".

1. La prueba fotocatalitica se realiz6 como sigue: se colocaron 150 ml de una solucién acuosa
de 2,4-DNA (80 ppm) en un vaso de precipitado de 500 ml en presencia de 30 mg de NR (esto
forma el fotoreactor). A la solucion se le suministr6 aire a una velocidad de flujo de 1 ml s™. La
solucion se expuso a irradiacion de luz usando una limpara de luz UV (con irradiacién de 254
nm y una intensidad de 2.2 mW cm?) encapsulada en un tubo de cuarzo inmetso en la solucién
durante 3 horas. De la solucion irradiada, se tomaron alicuotas de 3 ml en diferentes intervalos
de tiempo con la finalidad de seguir la degradaciéon como una funcién del tiempo. La evolucion
de la 2,4-DNA se evalué con un espectrofotémetro marca Perkin Elmer modelo Lambda 12. La
temperatura del fotorreactor se mantuvo constante a 25 °C.
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Por ultimo, se decidié explorar la oxidacion catalitica del hollin como una
tercera forma de aprovechamiento de este tipo de NR. El objetivo principal de la
combustion catalitica de hollin es abatit su temperatura de combustion?, para ello
se formé una mezcla sélida’ con 33 mg de NR, 10 mg de hollin y 100 mg de car-
buro de silicio. La mezcla se colocd en un reactor tubular de cuarzo de 8 mm de

diametro. Dicho reactor se introdujo en un horno donde se elevé la temperatura
de forma gradual® de 25 2 625 °C 2 10 °C min™.

3. Resultados preliminares
En esta seccion se presentan los resultados correspondientes a las fases de recu-
peracion de NR de las paredes del reactor HFCVD-CSVT, la fase de caracterizacion

y, por ultimo, se muestran las propuestas para el aprovechamiento de dichos NR.

3.1 Recuperacion de los nano-residuos

De la técnica de sintesis HFCVD se generd y acumuld una cantidad consi-
derable de NR, mismos que fueron recuperados directamente de las paredes del

2. Los gases de escape de los motores de combustion de diesel contienen particulas pequefas
de hollin (también llamado negro de carbén), las cuales se capturan en la cercanfa del motor
con un filtro con recubrimiento catalitico. Dichas particulas muchas veces bloquean los filtros
afectando el funcionamiento del sistema de combustion. El objetivo del proceso de oxidacion de
hollin es aprovechar las temperaturas de los gases de escape (de 350 a 500 °C), con la finalidad
de desbloquear el filtro degradando las particulas del hollin con la ayuda de un catalizador
de oxidacion. La funciéon del catalizador de oxidacion es transformar los hidrocarburos y el
monoxido de carbono, en agua y diéxido de carbono, los cuales son compuestos menos nocivos
para el medio ambiente.

3. Elfiltro de particulas de un motor a diesel esta conformado tipicamente con paredes filtrantes
porosas de carburo de silicio (SiC) recubiertas con un catalizador por donde fluyen los gases
de escape que contienen hollin. La funciéon del SiC (como material refractario) es mantener la
temperatura elevada y homogénea en todo el filtro. La mezcla solida preparada para realizar este
experimento, simula ser el sistema conformado por el filtro y los gases descritos previamente.

4. En realidad el sistema y procedimiento experimental para la evaluacion catalitica de los NR en
el proceso de oxidacién de hollin es mas complejo y consta de lo siguiente: los NR y el hollin se
mezclaron por molienda manual en un mortero de dgata durante 10 minutos hasta lograr “contacto
intimo” (el contacto pobre se realiza sin molienda y con una espatula). Se mezclaron 33 mg de NR
con 10 mg de hollin modelo comercial denominado Printex U de Evonik Industries (area BET de
95 m? g, contenido de cenizas <1 %, 5 % de materia volatil, 92.2 % de C, 0.6 % H, 0.2 % N y 0.4
% S). A la mezcla anterior se le agregd 100 mg de SiC (para evitar la caida de presion, promover la
transferencia de calor y homogeneizar la temperatura). La mezcla se homogeneizé con una espatula
y se colocd en un reactor de cuarzo en forma de “U” cuyo diametro interno fue de 8 mm. El reactor
se colocd dentro de un horno eléctrico equipado con un controlador de temperatura.
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reactor para su caracterizacion, identificacion y clasificacion. El material reco-
lectado tiene una textura de polvo extremadamente fino, por lo que facilmente
puede desprenderse de cualquier superficie lisa; sin embargo, esto también faci-
lita su volatilidad con pequefias corrientes de aire. En la Figura 3 se observa que
la mayoria del material desprendido del filamento de tungsteno, no se depositd
sobre el sustrato de Si, sino que se pegd a las paredes del reactor (Figura 3 a y b).
Esa mancha sobre el reactor es un producto indeseable o NR que se recupera
rascando las paredes durante la limpieza del reactor (Figura 3c).

a) S

Figura 3. Sintesis por la técnica HFCVD a) tubo de reactor CVD (vista de perfil); b) tubo de
reactor CVD (vista superior), y ¢) NR recolectados de las paredes del reactor [25].

3.2 Resultados de Ia caractetizacion de los nano-residuos

Como se describié con anterioridad, en esta seccién se muestran los resulta-
dos de la caracterizacion de los NR mediante SEM, DRX, Infrarrojo y Raman.

3.2.1 Morfologia de los nano-residnos generados de la técnica HFCT D

Durante la sintesis por HFCVD se obtuvieron NR que cristalizan en forma de

coliflor. Este tipo de estructura es muy comun en peliculas delgadas depositadas
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por filamento de tungsteno. Cada uno de los racimos de la flor esta formado
por esferas pequefas de aproximadamente 100 nm. El material mostrado en la
Figura 4 corresponde al polvo que se adhiere a las paredes internas del reactor.
En apariencia fisica muestra un color azul muy similar al que se deposita en el
sustrato, este polvo se recolect6 con el objetivo de caracterizarlo para explorar la

posibilidad de aprovecharlo en alguna aplicacion. El polvo observado a través del
SEM resulté estar compuesto por cristales de entre 100 y 600 nm de didmetro,
segun se observa en las micrografias de la Figura 4.

Figura 4. Imdgenes de SEM de NR obtenidos por HFCVD.
3.2.2 Difraccion de rayos X de los nano-residnos producidos por la técnica HFCT D

El patrén de difraccion de rayos X se obtuvo con el quipo X Pert Pro MRD
de PANalytical. Para este material, solamente se hizo difraccién de rayos X del
polvo recolectado en las paredes internas del reactor. El patron DXR de la Figura 5
no muestra algun pico conocido del 6xido de tungsteno, lo que significa que el
polvo azul no cristaliza en alguna fase conocida del WO, por lo que se considera
que es amorfo.
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Figura 5. Patrén de difraccion de los NR recolectados en el interior del reactor CVD.
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3.2.3 Espectros de absorcion de nano-residnos obtenidos del reactor HFC1 "D

En la Figura 6 se muestran los espectros de infrarrojo de los NR recolectados
de diferentes zonas del reactor. El espectro en color negro corresponde a la zona
central del reactor, el rojo a la entrada del reactor y el azul a la parte posterior del
reactor. En estos espectros se observan picos en las siguientes posiciones: 485,
570, 670, 770, 1004, 1411, 1539, 1695, 2102, y 2700 cm™. Las bandas atribuidas
al WO, se encuentran en el intervalo de 650 a 879 cm™ y se atribuyen a una vi-
bracién de estiramiento del enlace W-O-W. La banda en 1005 cm™ se atribuye a
una vibracién en plegado normal del enlace W-O. La banda en 1411 cm™ corres-
ponde a una vibracién de estiramiento del enlace W-O. En el caso de la banda en
1643 cm™ es atribuida a vibraciones de estiramiento del enlace W-OH debido a la
vibracion de flexion de las moléculas de agua absorbidas.
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Figura 6. Espectros de absorcién de NR obtenidos de diferentes secciones del reactor HFCVD.
3.2.4 Espectro Raman de nano-residuos obtenidos del proceso HFC1 D

En la Figura 7 se muestra el espectro Raman de la zona central del reactor.
En este espectro se observan seis picos atribuidos al WO,, y estos estin en
270, 330, 690, 714, 790 y 810 cm™'. Especificamente, las bandas en 270 y 330
cm’! pertenecen a vibraciones de plegamiento del enlace W-O. Las bandas en
714 y 810 cm™ se atribuyen a vibraciones de estiramiento del enlace W-O y por
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ultimo las bandas en 690 y 790 cm™ pertenecen a vibraciones de estiramiento
de los enlaces O-W-O.
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Figura 7. Espectro Raman de NR obtenidos del proceso HFCVD.

3.3 Aprovechamiento de nano-residuos

En esta seccion se demuestra que los NR generados en diversos procesos
de sintesis de nanoestructuras se pueden aprovechar tal y como se propuso en
la seccion 2.4. Para lo anterior, se exploraron alternativas de aprovechamiento
como materiales adsorbentes de gases, materiales fotodegradadores de materia
organica contenida en aguas residuales y como materiales para la oxidacion cata-
litica del hollin generado en motores que funcionan con la combustion de diesel.
A continuacion, se describen dichos procesos de aprovechamiento de los NR.

3.3.1 Aprovechamiento de nano-residnos como materiales adsorbentes de gases

Para explorar silos NR se pueden aprovechar como materiales adsorbentes de
gases, es necesario conocer las propiedades texturales mediante la obtenciéon de
las curvas de adsorcion-desorcion de nitrégeno. Dicho analisis arrojé las curvas
de la Figura 8. La forma de las isotermas corresponde al tipo II en la clasificacion
de la IUPAC [26] y posee un ciclo de histéresis tipo H3, el cual es caracteristico
de condensacion capilar en poros en forma de placas. Ademas, los NR poseen
un drea supetficial BET de 38 m’gr’ y un volumen total de poro de 0.12 cm’gr .
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Los valores de area y volumen abren la posibilidad de que los NR puedan usarse
también como materiales catalizadores.
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Figura 8. Isotermas de adsorcién de N, para NR provenientes de la sintesis de nanoesferas de
WO, mediante HFCVD.

3.3.2 Aprovechamiento de nano-residuos como materiales fotodegradadores de
materia organica

Identificadas las propiedades texturales de los NR y valiéndose de los princi-
pios fisicoquimicos de la seccion 3.2, se decidi6 aplicar dichos NR en la degrada-
cion fotocatalitica de la molécula organica 2,4-Dinitroanilina (2,4-DNA). Para lo
anterior se preparé una solucién acuosa contaminada con 80 ppm de 2,4-DNA,
a la que se le afiadieron los NR y se le irradié energfa. La Figura 9a muestra los
espectros de absorciéon UV-vis en los que se puede apreciar la disminucién de la
absorbancia UV-vis de la 2,4-DNA. Los puntos maximos localizados a una lon-
gitud de onda de 350 nm son indicio de la existencia de la molécula 2,4-DNA. Se
puede apreciar que dicho punto maximo va desapareciendo de las curvas a - h.
En la Figura 9b se han graficado los puntos maximos de absorcion de la Figura
9a como funcién del tiempo. Es notorio que en aproximadamente 220 minutos la
2,4-DNA se ha degradado por completo y que por lo tanto los NR pudieran ser
una alternativa para limpiar aguas residuales contaminadas con moléculas orga-
nicas del tipo de la 2,4-DNA; sin embargo, falta someter a los NR a varios ciclos
consecutivos de reutilizaciéon con la finalidad de explorar si poseen la misma
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capacidad de degradacién o pierden la capacidad fotocatalitica. De igual forma,
no se ha explorado el problema sobre como separar los NR (agregados) del agua
ya libre de moléculas de 2,4-DNA.

a) b)
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Figura 9. a) Espectros de absorcién UV-vis que muestran los cambios de la 2,4-DNA, producto
de la degradacién en presencia de los NR’s durante el proceso de irradiacién, y b) Tiempo de
fotodegradacion de la molécula 2,4-DNA con los NR.

3.3.3 Aprovechamiento de nano-residnos como materiales para la oxidacion ca-
talitica de hollin

El resultado de la actividad catalitica en la reaccién de conversion de hollin
a CO, se muestra en la Figura 10. En dicha figura se aprecian las curvas de for-
macion de CO, y CO en funcién de la temperatura (la sefial se capté con un
espectrofotometro de masas y un sensor de temperatura) y se identifica que la
formacién maxima de ambos compuestos se da a una temperatura de 550 °C.
También se puede ver que la selectividad de la reaccién para formar CO, es ma-
yor que para la formacién del CO (lo evidencian las areas que estan por debajo de
cada curva), esto es bueno pues se debe recordar que el CO es mortal a tiempos
largos de exposicion, aun a concentraciones bajas. En este trabajo se descarta el
estudio de la eliminacién de los 6xidos de nitrégeno involucrados en el proceso
de oxidacion de hollin.

En resumen, los NR usados para oxidar hollin presentan su actividad maxima a
550°C, por encima del intervalo de temperaturas deseado (350 a 500 °C que es el
intervalo de funcionamiento de los motores a diesel), pero 80 °C por debajo de la
temperatura normal de oxidacion de hollin en ausencia de catalizador (tipicamente
630 °C) [27]. En este trabajo queda pendiente funcionalizar los NR con algtin metal
con la finalidad de aumentar su actividad catalitica y disminuir asf la temperatura de
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oxidacion [28, 29]. Sin embargo, el resultado mostrado aqui es interesante ya que es
similar a lo reportado en trabajos previos por otros autores [29-31].
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Figura 10. Formacién de CO, y CO como productos del proceso de la oxidacién de hollin con
NR generados por HFCVD.

4. Conclusiones

Se recolectaron los residuos nanoestructurados (nano-residuos) generados y
acumulados en un reactor HFCVD-CSVT, el cual se utiliza normalmente para
sintetizar nanoestructuras semiconductoras de diversas morfologias (nanoalam-
bres, nanolapices, nanolaminas, etc.). Dichos residuos se aprovecharon como
materiales adsorbentes de gases, como materiales fotodegradadores de materia
organica y como materiales para la oxidacion catalitica de hollin. Se encontré
por microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X (DRX),
infrarrojo y Raman, que los nano-residuos (NR) tal y como son recolectados,

poseen forma de nanoesferas de WO, (6xido de tungsteno pseudo-estequiomé-

trico) aglutinadas a manera de “raciniz)s”, dando origen a poros ubicados entre
las esferas (mesoporos) y entre los racimos (macroporos). El area superficial de
los poros fue de 38 m’gt” y un volumen total de poro de 0.12 ecm’gr”, por lo
que dichos residuos son susceptibles de usarse como materiales adsorbentes. En
cuanto a la aplicacién de los NR como materiales fotodegradadores, se eligi a
la molécula 2,4-Dinitroanilina (2,4-DNA) para trabajar con ella y se observé que

en aproximadamente 220 min se degrad6 por completo. También se exploré la
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capacidad de los NR para oxidar el hollin. De lo anterior, se concluye que este
tipo de NR pudieran ser aprovechados antes de ser confinados.

En este trabajo se demostré que los NR se pueden valorizar mediante su
aprovechamiento en ciertas aplicaciones. Se demostr6 la utilidad que se les puede
dar como materiales catalizadores, aunque falté profundizar en el estudio de su
funcionalizacién y conservacion de su actividad catalitica. Se propone continuar
en investigaciones futuras analizando la capacidad de aprovechamiento como
adsorbente de gases, tales como N, y CO,,.
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Resumen

Se sintetizaron hidroxidos dobles laminares de ZnCuAl con vy sin la adicién
de dodecilsulfato de sodio (SDS) como agente modificante, del que ha sido re-
portado que, al ser integrado durante la sintesis en hidréxidos dobles laminares
incrementa su eficiencia fotocatalitica, una vez calcinados. Los materiales sin-
tetizados fueron caracterizados mediante las técnicas de difraccion de rayos X,
microscopia electronica de barrido y espectroscopia IR y UV-Vis para determinar
sus propiedades estructurales, morfoldgicas, quimicas y épticas, y posteriormente
evaluados en la reaccion de fotodegradacion de fenol en presencia de luz UV. La
estructura laminar caracteristica del material se conservo en el material con SDS,
pero se pudo observar un incremento del valor de energfa de banda prohibida
al material contendiendo este agente. En los resultados de reaccién, el material
modificado mostré una fotoactividad casi 35 % superior al material sin modificar.
Este incremento en la eficiencia fotocatalitica podtia ser debido a una posible
generacion de radicales SO,*" a partir de la irradiacién de los grupos sulfato del
SDS, los cuales son altamente oxidantes en este tipo de reacciones de fotooxida-
cion en fase acuosa.

Palabras clave: Fotodegradacion; fotocatalisis; agua; hidroxidos dobles lami-
nares; fenol.
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1. Introduccion

Entre estos contaminantes organicos, el fenol y sus derivados son de los mas
recurrentes, ya que es empleado de manera intensiva en la industria farmacéutica
como antiséptico, anestésico y desinfectante. Su ingesta es altamente toxica y
produce alteraciones en las paredes celulares y necrosis por coagulacion, entre
otros efectos, ademas de ser facilmente absorbido a través de la piel, pudiendo
ser letal a dosis de 1 gramo. Algunos de los sintomas que se presentan por su
presencia en el organismo humano son nauseas, diarrea hematica, vémitos, dolor
abdominal, barras blancas en la mucosa oral, en algunas ocasiones se pueden
presentar quemaduras, convulsiones, coma, taquicardia, disritmias, hipotension,
hipotermia, acidosis metabdlica, alteraciones pulmonares, aliento dulce, quema-
duras cutaneas cuando se tienen niveles altos de la molécula y puede generar
cancer o incluso la muerte [1].

Entre los métodos para eliminar contaminantes organicos presentes en agua
como el fenol y sus derivados, los procesos fotocataliticos, consistentes en una
serie de reacciones redox que se llevan a cabo en sistemas constituidos por mate-
riales semiconductores (fotocatalizadores) y una fuente de luz radiante con ener-
gia similar o mayor al valor de energia de banda prohibida de los mismos, ha
cobrado cada vez mas importancia.

Los hidréxidos dobles laminares (HDL), también llamados hidrotalcitas [1]
son compuestos basados en la estructura de la brucita (MgO), en donde a través

b

de una sustitucion isomorfica parcial de iones metalicos divalentes como el mag-
nesio (M*") por iones metalicos trivalentes, como el aluminio (M**), se generan
laminas con carga positiva, la cual es compensada por la presencia de aniones en
el espacio interlaminar (Figura 1).

La férmula general de los hidroxidos dobles laminares puede ser expresada como:
[M* +xM* (OH), A -zH O] [2]
donde:

M?* y M’ * son iones metalicos divalentes y trivalentes, y A " es un anién in-
tercalado (CO,” el mas comun)

Al ser sometidos a tratamiento térmico, los hidréxidos dobles laminares sufren
un proceso de deshidroxilacién, convirtiendo los hidréxidos que los conforman
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Figura 1. Estructura de la brucita y de los hidréxidos dobles laminares.

en sus respectivos 6xidos mixtos, los cuales han mostrado ser fotocatalizado-
res activos en reacciones de degradacién de contaminantes organicos en medio
acuoso [3-8]. Particularmente en el area de fotocatalisis se ha prestado especial
atencion a los hidréxidos dobles laminares de ZnAl, debido a que a través de su
calcinacion es posible obtener 6xido de zinc, que junto con el 6xido de titanio
se encuentran entre los fotocatalizadores mayormente reportados en la literatura
[9-18], aunque otros sistemas en donde se incluye metales como Ni y Cu han sido
estudiados obteniendo excelentes resultados [19].

Sin embargo, aunque los 6xidos mixtos derivados de los hidroxidos dobles
laminares han dado excelentes resultados, el proceso de calcinacién involucra un
gasto energético que incrementa los costos de los materiales, por lo cual se buscé
la alternativa de emplear como fotocatalizadores para la degradacion de contami-
nantes organicos en presencia de irradiacion UV los hidréxidos dobles laminares
sin calcinar, ya que aunque éstos no son materiales semiconductores, cuentan
con una alta poblacién de OH en su superficie y podrian propiciar la generacion
de radicales OH¢ durante su irradiaciéon con luz UV, los cuales son generados
como parte del mecanismo de oxidaciéon de compuestos organicos empleando
procesos fotocataliticos. Adicionalmente, trabajos previos [20] mostraron que,
mediante la adicién de dodecilsulfato de sodio como agente modificante en fo-
tocatalizadores basados en hidréxidos dobles laminares de ZnAl calcinados, se
lograba mejorar la actividad del fotocatalizador en la degradacion fotocatalitica
de fenol en presencia de luz visible. Con base en lo anterior, se decidié probar la
eficiencia de hidréxidos dobles laminares de ZnCuAl, modificados con la adicion
de dodecilsulfato de sodio (SDS) y sin calcinar como fotocatalizadores para la
degradacion de fenol en medio acuoso en presencia de luz UV.
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2. Materiales y métodos

Se realiz6 la sintesis de hidroxidos dobles laminares de ZnAlCu con y sin la
adicién de dodecilsulfato de sodio, empleando para ello el método de copreci-
pitacion. Como reactivos de partida se emplearon nitratos de zinc, aluminio y
cobre, con los cuales se preparé una solucion, calculando una relacion molar
tedrica de 2/1/1 para Zn/Cu/Al La solucién obtenida se mantuvo a un valor
constante de pH = 9 mediante la adiciéon de urea al sistema reaccionante, man-
teniendo en agitacion magnética durante 12 horas a una temperatura controlada
de 90°C, empleando para ello un sistema de reflujo. En el caso del material con
adicién de SDS, se procedié de la misma manera, pero a la solucion reaccionante
se le agregaron 10 mL de una soluciéon de dodecilsulfato de sodio (0,02 mol de
SDS/L) durante la sintesis.

La cristalinidad de los materiales sintetizados se determiné mediante el analisis
por difracciéon de Rayos X empleando para ello un difractémetro marca Bruker-
AXS, modelo D8-advance, el analisis morfologico se realizé por microscopia
electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) y el analisis de la composi-
cién elemental se realizé con un detector (JEOL, EX94400T4L11 Dry SD); los
espectros de IR se obtuvieron mediante un equipo (Shimadzu, IRTracer-100).
La medicién de las propiedades opticas se realizé empleando un equipo de es-
pectroscopia UV-Vis (Agilent, CARY 100) con accesorio de reflectancia difusa, y
los valores de energia de banda prohibida se calcularon mediante la ecuaciéon de
Kubelka-Munk.

La actividad fotocatalitica se evalud en la reaccién de fotodegradacion de la
molécula de fenol (en solucién acuosa a concentracion de 40 ppm), empleando
un reactor de Pyrex de disefio especial, irradiando la mezcla reaccionante de la
solucién problema con 0.1 g del fotocatalizador con una lampara de luz UV (254
nm, 4400 uW/cm?).

Se eligi6 al fenol como molécula organica a degradar ya que este es un conta-
minante frecuente en los efluentes industriales, que presenta con alta toxicidad
para el ser humano y los ecosistemas, aun a bajas concentraciones, y por dificul-
tad para ser degradado al tratarse de una molécula muy refractaria.

La deteccion de la disminucidén del contenido de fenol en la solucién se rea-
liz6 siguiendo la banda caracteristica a 269 nm del espectro obtenido del analisis
UV Vis, y cuantificando el fenol mediante los valores graficados de una curva
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de calibracién con soluciones de fenol de concentracion conocida previamente
elaborada.

3. Resultados

Los espectros obtenidos del analisis de difraccion de rayos X de los materiales
ZnCuAl con y sin la adiciéon de dodecilsulfato de sodio (SDS) se presentan en la
Figura 2, donde se puede observar para ambos casos, la presencia de las sefiales
caracteristicas de los hidroxidos dobles laminares [21-23], con reflexiones a 20
=~ 11.0, 23.2°, 34.5°, 39.1°, 46.7°, 60.1° y 61.43°, correspondientes a los planos
(003), (0006), (101), (015), (018), (110) y (113), respectivamente (PDF 38-0480).

Intersidad (u.a.)

—_— HDL ZnCuAl SDS

J
. - .JL L, S -
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N , e

10 20 30 40 50 60 70 80
2 Theta

Figura 2. Patrones de difraccién obtenidos para los HDL ZnCuAl con y sin adicién de SDS.

Respecto a los resultados del analisis por espectroscopia IR de las muestras se
puede observar la presencia de una banda amplia e intensa alrededor de 3100 a
3600 cm™, en la que se encentran englobadas sefiales correspondientes a vibracio-
nes o estiramientos de diferentes enlaces: una banda observada entre 3100-3300
cm relacionada con el enlace C-H; a 3330 cm™ podemos localizar vibraciones de
O-H y entre 3300-3500 cm™ la vibracion de tension del enlace -H-N-; la banda
a 3500 cm™ corresponde a los estiramientos de los grupos hidroxilo tanto de las
laminas como del agua del espacio interlaminar.

Adicionalmente a esta banda, se puede identificar una banda de absorcién a
1364 cm™ pertenece a los carbonatos presentes en el espacio interlaminar y una
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banda en la regién de 400-1000 cm™, que estd relacionada con las vibraciones de
oxigeno [24]. Por otra parte, las bandas de espectro correspondientes a 1635 y
1385 cm™ pertenecen a vibraciones de flexion de enlaces O-H [25] y finalmente,
la banda de absorcion a 465 cm™, que es tipica de las vibraciones de estiramiento
reticular v(Zn-O) [26] (que corresponden también a picos atribuidos a modos
de estiramiento M-O). Solamente en el caso de los materiales con SDS se puede
apreciar una banda en la region de 1040 a 1060 cm™!, correspondiente a enlaces
S=0, asi como otra banda entre 1300-1340 cm™ relacionada con enlaces SO,

(Figura 3).
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Figura 3. Espectros de IR de hidréxidos dobles laminares ZnCuAl, con y sin adicién de SDS.

Los valores de energfa de banda prohibida de los materiales modificados con
SDS se calcularon empleando la ecuacion de Kubelka Munk, empleando para
ello los valores de reflectancia obtenidos mediante la medicién por espectrosco-
pia UV, y realizando la interpolacion lineal de éstos a lo largo del borde de absor-
cién. De los resultados obtenidos de este calculo se pudo apreciar que mediante
la integracion de SDS al material se produjo un incremento en el valor del ancho
de banda prohibida, de un valor de 2.73eV a 3.19 eV, para los HDL de ZnCuAl
y ZnCuAl SDS, respectivamente.

Respecto a la morfologia de los hidréxidos dobles laminares ZnAlCu modifi-
cados con SDS, las micrografias obtenidas mediante el andlisis por microscopia
electrénica de barrido muestran la presencia de particulas conglomeradas en for-
ma de plaquetas hexagonales que es caracteristica este tipo de materiales [27-30]
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Figura 4. Determinacion de los valores de energia de banda prohibida para los
HDL ZnAl y ZnCuAl sintetizados.

con bordes no muy definidos (Figura 4), lo cual ha sido reportado por algunos
autores para HDLs modificados mediante la adiciéon de un compuesto organico

durante su sintesis [31].

20kV  X10,000 1pm 13 20 SEI 20kV  X20,000 1pm 13 20 SEI

Figura 5. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido del HDL ZnAlCu SDS.

Los resultados obtenidos de la fotodegradacion de fenol con los HDL ZnCuAl
con y sin adicién de SDS se presentan en la Figura 6, donde podemos observar que
a pesar de tener un valor de energfa de banda prohibida (band gap) mayor, el mate-
rial con SDS mostrd un incremento en la actividad fotocatalitica respecto al mate-
rial sin modificar, con un 80 % vs 60 % de degradacion de fenol, respectivamente.
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Figura 6. Fotodegradaciéon de la molécula de fenol en presencia de luz UV empleando hidroxi-
dos dobles laminares ZnCuAl con y sin la incorporacién de SDS.

Este resultado podria ser explicado con base en las reacciones del proceso
fotocatalitico, donde un material semiconductor al tener una interaccioén con una
fuente de irradiacion, produce los denominados pates electron-hueco (¢/4%) en
la superficie del mismo; este par (¢//) en presencia de la molécula de agua gene-
ra a su vez radicales capaces de llevar a cabo las reacciones de fotooxidacion de
compuestos Organicos.

Como se menciond anteriormente, en reacciones en fase acuosa ocurre una
adsorcién espontanea en el semiconductor y, dependiendo del potencial redox (o
nivel de energfa) de cada adsorbato, se efectia una transferencia de electrones (¢)
hacia las moléculas aceptoras; por otro lado, el hueco positivo (4") es transferido
a una molécula donadora, como se describe en las siguientes ecuaciones:

Ecl hv+SC—e” +h7*
Ee 2 Alads) + ¢ — Afads) ~
Ec. 3 D(ads) +h*— D (ads) *

Por ello, podemos decir que la excitacién fotonica del material semiconductor
es el primer paso de la activacion de todo el sistema de reacciones involucradas
en un sistema fotocatalitico. Por otra parte, el radical OHe" formado durante las
reacciones del proceso fotocatalitico es conocido como especie oxidante muy re-
activa, capaz de degradar moléculas de compuestos organicos como el fenol, las
cuales como ya se menciond, son absorbidas durante el proceso en la superficie
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del fotocatalizador (en este caso LDH ZnCuAl). La fotodegradacién entonces se
efectiia mediante un mecanismo complejo, el cual se esquematiza en la Figura 7.

En el caso del fotocatalizador HDIL ZnCuAl SDS, la presencia de grupos sulfa-
tos provenientes de la molécula del dodecilsulfato de sodio (SDS) podtian generar,
en presencia de la irradiacion de luz UV, radicales SO,*, los cuales han sido repor-
tados con un alto potencial de oxidacion, incluso superior al presentado por los
radicales OHe¢ involucrados en el proceso fotocatalitico tradicional, y al intervenir
éstos en las reacciones de este proceso, incrementatia la velocidad de degradacion
de la molécula de fenol, como se pudo ver en los resultados de evaluacion.

Irradiacion
UV A< 400nm
Adsorcion O,
Energia del e
Reduccion O,

1 B
Oxidacién del contaminante *P+

n gy Adsorcién (H,0)
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20 TO0Orr0rr>2amMmoO

Figura 7. Esquema del sistema de reacciones involucradas durante el proceso fotocatalitico de

manera tradicional.
Las reacciones propuestas para el mecanismo propuesto se presentan a continuacion:

Ec1 ZnALSDS + hv— h'Bl + ¢ BC
Ec2 ¢BC+0,—0;

Ec3(@) h*BV+H,0—>OH+H"
Ec3 () hBV +850,— SO,"

Ec4 (8O, + OH') + Fenol — degradacion

4. Conclusion

Se pudo constatar que la integracion de dodecilsulfato de sodio (SDS) como
agente modificante incrementa la actividad fotocatalitica de los hidréxidos dobles
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laminares para reacciones de degradacién de compuestos organicos como el fe-
nol en medio acuoso, empleando como fuente de irradiacion luz UV de baja
intensidad. Este comportamiento podtia ser explicado mediante una posible ge-
neracion, a partir de los sulfatos contenidos en la molecula del SDS, de radicales
SO,*, ya que estos radicales han sido reportados con un alto potencial de oxida-
ci6n, mayor al de los radicales OHe involucrados en la mayoria de los casos para
este tipo de reacciones de oxidaciéon fotocatalitica.

Irradiacién
A<400nm

Energiadele’

__Z%‘ Oxidacién de

I contaminante P"
Adsorcion H,0
Adsorcion S0,
Adsorcién 50,

Adsorcién H' + OH

20" 0r0rax00MmMOoO0-H0™

Adsorcidn
contaminante P

Figura 8. Esquema del sistema de reacciones propuesto, incorporando la generacién de radicales
SO,* en el proceso fotocatalitico.
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Resumen

En la actualidad se busca la aplicacién y desarrollo de materiales que sean de
origen natural y que cumplan con caracteristicas de calidad y su funcién no se vea
afectada o reducida en comparaciéon con los materiales sintéticos ya existentes.

Cualquier sustancia aplicada sobre la piel enfrenta tres rutas diferentes de pe-
netracion: intercelular, transcelular y a través de los apéndices de la piel, como los
foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y las glandulas sudoriparas.

La Food and Drug Administration afirma que los riesgos para los consumidores
de materiales a escala nanométrica son bajos, dado que no hay evidencia de que
las nanoparticulas contenidas en productos de aplicaciéon topica o en este caso
textiles penetren la piel adulta intacta, esta afirmacion es cierta para la mayoria de
nanoparticulas; aunque, también es importante notar que existen pocos estudios
publicados en cuanto a penetracién dérmica de estos materiales

En cuanto a materia de seguridad, una de las mayores preocupaciones es la to-
xicologia de las nanoparticulas ya que muchas de ellas poseen propiedades redox
o son fotocataliticas; por ejemplo, las nanoparticulas de diéxido de titanio pre-
sentes en bloqueadores solares, ademas de que la exposicion al sol genera radica-
les libres que podrian degradar a los componentes del producto o bien atacar a
las células de la piel. Actualmente ya esta demostrado que el diéxido de titanio en
nanoparticulas, presentes en cosméticos y bloqueadores solares, generan radica-
les libres y pueden ocasionar dafios al ADN de las células de la piel, provocando
desde una simple inflamacién de tejidos hasta tumores.

Por otro lado, cuando la funcién de barrera de la piel se ve comprometida, como
en los casos de piel envejecida o que presente alguna patologia como lo es una he-
rida, puede haber un potencial incremento en la penetracién de nanoparticulas. Por
lo tanto, la penetracion dérmica de los materiales a escala nanométrica es un tema
de debate, debido al creciente numero de estudios que se estan llevando a cabo a
este respecto. LLas mayores preocupaciones consisten en la posibilidad de penetra-
cién y acumulacion de materiales a afirmacion mediante estudios recientes.

Por lo tanto, el presente estudio propone el estudio del dafio oxidativo celular
y la genotoxicidad producida por las particulas nanométricas inorganicas, sobre
células dérmicas. A través de un analisis de absorciéon UV y pruebas de citotoxi-
cidad del gel.

Palabras clave: Aloe vera; biocompatibilidad; nanoparticulas; diéxido de titanio.
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1. Introduccion

En la actualidad se busca la aplicacién y desarrollo de materiales que sean de
origen natural y que cumplan con caracteristicas de calidad para sus diferentes usos.
Por lo que se estudian e investigan nuevos componentes que puedan ser conside-
rados como alternativa para el desarrollo de materiales biodegradables y que su
funcién no se vea afectada o reducida a materiales sintéticos ya existentes [1].

Un material compuesto o “composite” es un sistema material integrado por
una combinacién de dos o mas micro o macro estructuras que difieren en forma
y composicion quimica y que son esencialmente insolubles entre si. L.os compo-
sitos conservan, al menos parcialmente, las propiedades de sus sistemas consti-
tuyentes y se diseflan para que presenten la combinacion de propiedades mas fa-
vorable. Por lo general, estos se dividen en tres tipos por su composicién, como:
Compoésitos de particulas, de fibra, laminares y naturales o biocompositos [2].

Los biocompositos se conocen porque sus componentes son polimeros bio-
degradables como matriz, generalmente polimeros de origen lignocelulosico de-
bido a que provienen de fuentes naturales, renovables, bajo costo y diferentes
propiedades que dependen de la aplicacion al que se vaya a dirigir [3].

Los biopolimeros o polimeros naturales son aquellos producidos por un orga-
nismo vivo, lo cual los hace renovables y biodegradables, algunos de los cuales ya
son producidos y extraidos a gran escala para multiples productos [4]. Los biopo-
limeros naturales provienen de cuatro grandes fuentes: origen animal (colageno/
gelatina), origen marino (quitina/quitosan), origen agricola (lipidos y grasas e
hidrocoloides —proteinas y polisacaridos) y origen microbiano (acido polilactico
—PLA-y polihidroxialcanoatos —PHA) [5].

Hasta hace poco, la mayoria de las fuentes de .4/e colocan en la familia de los
lirios (Liliaceae), pero de acuerdo con Grindlay y Reynolds [6], ahora se ha desig-
nado su propia familia, conocida como Akaceae. Reynolds describi6 314 especies
en sus monograffas clasicas; ahora hay mas de 360 especies [6]. La nomenclatura
de A. vera ha sido muy confusa, y la planta ha sido conocida bajo una variedad de
nombres. Hay por lo menos cuatro especies principales que tienen propiedades
medicinales: Ale Barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox y Aloe arborescens.

LLa mayoria de las plantas de A/se no son toxicas, pero algunas son extremada-
mente toxicas pues contienen algunas sustancias nocivas. .Aoe Barbadensis Miller
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es considerada como la mas potente con propiedades medicinales y, por lo tanto,
es la mas popular. El alve vera es una planta suculenta perenne con rosetas basa-
les formada de hojas gruesas. En las plantas jovenes, las hojas aparecen a nivel
del suelo, pero el tallo puede crecer hasta 25 cm en las plantas mas viejas. En la
planta puede haber de 12 a 16 hojas, al centro las jovenes mas o menos erguidas
y hojas inferiores mayores de mas amplia difusién. La planta es madura cuando
tiene alrededor de 4 afos de edad y tiene una vida util de unos 12 afios. Cuando
estan bien desarrollados, las hojas individuales pueden alcanzar una altura de 60-
90 cm de largo y 5-10 cm de ancho, la base va disminuyendo hasta un punto con
dientes similares a una sierra a lo largo de sus margenes. Una seccion transversal
de la hoja revela un aspecto ligeramente céncavo en la superficie adaxial, mientras
que la superficie abaxial inferior es notablemente convexa. En las plantas jovenes
y en las ventosas, que crecen desde la base de la planta, las hojas son de un color
verde brillante, con manchas blanquecinas irregulares en ambos lados. A medida
que maduran las rosetas, hojas sucesivas tienen menos puntos, y hojas completa-
mente maduras son de un color gris verdoso impecable [7].

El Aloe Barbadensis Miller pertenece al género de aloe herbacea, arbustiva, su-
culentas xeréfilas perennes. De acuerdo con el USDA Ale vera pertenece a la
familia de las liliaceas [8]. El gel de aloe vera mostré muchas actividades fisiol6-
gicas y biologicas tales como la capacidad de curacion de quemaduras en la piel,
lesiones cutaneas, acné, la psoriasis, la anemia, anti-cancer, el agente anti-viral,
protector UV efecto profilactico contra las radiaciones nucleares accidentales,
agente antiinflamatorio, analgésico, antioxidante y también puede ser utilizado
como pesticida natural [9]. El gel de aloe vera contiene una fracciéon importante
de polisacaridos que representan cerca del 20 % de los solidos totales del parén-
quima mucilaginoso de las hojas y aproximadamente 20 glicoproteinas asociadas
con estos polisacaridos que contribuyen a actividad farmacolégica de alve vera en
la estimulacion de la proliferacion celular y sus otras actividades biolégicas [10].
Estos carbohidratos estan formados principalmente de mananos altamente ace-
tilados y polisacaridos pécticos. La composicion de los carbohidratos de la pulpa
ha sido descrita en numerosos reportes e incluyen manosa, galactosa, arabinosa,
acidos glucoroénico y galacturénico [8]. La composicion total del gel de alve vera
comprende polisacaridos, proteinas, minerales y lipidos. Las hojas de .A/e vera se
componen de tres distintas regiones morfoldgicas: exocarpio piel, conductos de
aloina o acibar, pulpa o tejido parenquimatico que es el mucilago incoloro que
comprende el grueso de la hoja [11].
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Su actividad depende de varios parametros estructurales tales como el grado
de acetilacion, el peso molecular, tipo de azucar, y ramificacion glucosidica [12].
El constituyente y la estructura de los polisacaridos cambian con los cambios del
entorno de crecimiento y condiciones de cultivo de .A/e Barbadensis Miller. Son
pocos los informes que se ocupan de los polisacaridos de la piel de .Ale Barba-
densis Miller [13].

El diéxido de titanio (TiO,), es un material de gran importancia tecnoldgica
por sus propiedades fisicoquimicas: es un semiconductor tipo n sensible a la luz
que absorbe radiacion electromagnética, principalmente en la regiéon UV; ade-
mas, es un 6xido anfétero muy estable quimicamente [14]. Se utiliza en grandes
cantidades como pigmento en pintura y alimentos, recubrimiento anticorrosivo,
sensor de gases, de manera general en la industria de la ceramica, aditivos, farma-
céuticos y absorbente de rayos UV en productos cosméticos [15].

Las nanoparticulas de di6éxido de titano han sido obtenidas utilizando diversos
métodos, entre los que se destacan la sintesis quimica en fase vapor, hidrotermal,
precipitacion controlada, sol-gel y precursor polimérico (Pechini); de estos méto-
dos dependera el control del tamafio de particula y pureza quimica [16].

La quimica de la superficie de 6xidos metalicos se controla directamente por
la estructura de la superficie, en la que los lados acido-basico crean cationes me-
talicos y aniones de oxigeno. Las nanoparticulas de diéxido de titanio tienen
tres fases metaestables, que son conocidos como rutilo, anatasa y brookita. La
estructura de rutilo es la fase regular para el dioxido de este metal, la mayoria de
las nanoparticulas de diéxido de titanio comerciales son una mezcla de anatasa,
rutilo y anatasa [17].

Aunque se definen sus propiedades mas importantes como no toxicas, com-
patibles con las mucosas y la piel, estudios recientes han demostrado que las
nanoparticulas de diéxido de titanio inducen dafio en el ADN y el aumento del
riesgo de cancer y el mecanismo podrian relacionarse con el estrés oxidativo y a
su alta exposicion. Las nanoparticulas de diéxido de titanio han sido clasificadas
por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) como posible carcindgeno para los seres humanos [15].

Estudios que utilizaron un modelo de raton demostraron que la sonda oral
de TiO nanosized causé efectos genotodxicos y citotoxicos a través de la inflama-

cion y el estrés oxidativo in vivo. Estudios in vitro en células de pulmén humano
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de los efectos genotdxicos y oxidativo inducido por la generaciéon oxidante de
TiO,, revelaron inflamacion y la apoptosis en las células epiteliales del pulmon;
encontrado una caida de 15 % en la viabilidad y la activacién de la autofagia en
queratinocitos primatios humanos tratados con 10 ppm de nano-TiO, [18].

La primera definicién oficial de biocompatibilidad fue dada en 1987 como:
“La capacidad de un material para llevar a cabo una respuesta huésped apropiada
en una aplicacion especifica.” [19].

Aunque posteriormente se definié de una manera mas adecuada como: “Ha-
bilidad de un biomaterial para llevar a cabo una funcién deseable con respecto
a una terapia médica, sin producir efectos indeseables locales o sistémicos en el
recipiente o beneficiario de esta terapia, generando una respuesta celular o tisular
apropiadamente benéfica en una situacioén especifica y optimizando el rendimien-
to clinicamente para esta terapia” [20].

Esta tltima definicién destaca los impactos que tiene la interaccion de los bio-
materiales con los tejidos vivos, no sélo el efecto negativo que puede llegar a te-

ner, sino como responsables de promover el proceso de crecimiento celular [19].

A su vez, un biomaterial se distingue por su capacidad de estar en contacto
con tejidos del cuerpo humano cumpliendo alguna funcién o remplazando un
tejido sin causar un dafio inaceptable, que pueden proceder de una fuente biol6-
gica o no bioldgica; lo que puede resumirse como cualquier material farmacolé-
gicamente inerte disefiado para ser implantado o incorporado a un sistema vivo
[19 y 20].

En la actualidad, debido al desarrollo cientifico y tecnolégico del mundo mo-
derno y al uso no racional de la explotaciéon de los recursos se ha propiciado la
contaminacién del ambiente, lo que ha causado un deterioro en la capa de ozo-
no. Por tal motivo el hombre actual se encuentra expuesto a diferentes tipos de
radiacion solar [21]. La luz solar produce dafio cutineo porque las radiaciones
ultravioletas son absorbidas por el ADN, ARN, proteinas, lipidos de membranas
y organelos celulares presentes en la epidermis y la dermis, incluyendo el sistema
vascular. Los efectos de los rayos UV son acumulativos y dosis-dependientes
y estan en relacién a la duracion, frecuencia e intensidad de la radiacién; como
efecto inmediato conducen a producir una inflamacién y, como efecto tardio,
cancer de piel. El 95 % de radiaciones que inciden sobre nuestra piel son Infra-
rrojos (>760 nm) y luz visible (400-760 nm). Sélo el 5 % es radiacion UV de la
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cual el 2 % corresponde a la UVB (290-320 nm) y el 98 % a la UVA (320-400
nm) la que puede dividirse en UVA largos o UVA-I (340-400 nm) y UVA cortos
o UVA-II (320-340 nm) [22].

La exposicion prolongada a la radiacion UVB es responsable del cancer de
piel dado que penetra superficialmente en la piel afectando la epidermis en donde
dafa directamente el ADN celular. Por su parte, la radiacion UVA penetra mas
profundamente, afectando la dermis, destruyendo las fibras elasticas y colagenas
y condicionando envejecimiento, inmunosupresion, reacciones fotoalérgicas y re-

acciones fototoxicas [23].

Para una mejor proteccion solar lo mas recomendable serfa el evitar el sol,
pero eso imposible debido a las actividades diarias de las personas [24]. Hoy en
dfa contamos con un nimero considerable de fotoprotectores o bloqueadores
solares con muy alto factor de proteccion solar, disponibles para su recomenda-
cién o prescripcion. De los cuales sus principios activos responsables de la acti-
vidad de fotoproteccién son comunmente avobenzona, bemotrinizol, bisoctrizol
y dioxido de titanio [25].

Por lo tanto, resulta interesante caracterizar matrices microestructuradas a
partir de la interaccion de agentes bioactivos y poliméricos de origen vegetal para
incrementar la biocompatibilidad de las nanoparticulas al contacto con tejido
dérmico por exposicion al compésito o a las radiaciones UV.

2. Materiales y métodos

Se realiz6 la extraccion de mucilago de Ale Barbadensis Miller de acuerdo con
la metodologfa de Femenia et al. (1999) [8]. Se recolectaron hojas de 30 a 50
centimetros de largo de plantas mayores de 4 afios de edad; se lavaron con agua
destilada para eliminar cualquier tipo de suciedad; se cortaron las espinas y se re-
tird la piel para solamente recolectar el mucilago; se triturd por 30 segundos y se
filtré para retirar rastros de fibras y particulas de gran tamafo y, posteriormente,
se liofiliz6 para su uso.

Se utilizaron nanoparticulas de la empresa Sensient Colors Latin America, ubi-
cada en el Estado de México. De ellas se determinaron grupos funcionales por
espectrometria de infrarrojo con transformada de Furier (FTIR, por sus siglas en
inglés) y tamafo de particula por microscopia electrénica de barrido.
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2.1 Caracterizacion fisicoquimica de mucilago de Aloe Barbadensis
Miller y nanoparticulas de diéxido de titanio

Se realiz6 el andlisis quimico proximal del mucilago en polvo de Ake Barba-
densis Miller mediante los métodos oficiales de la norma del AOAC del 2012 [26].
Haciendo uso de estos métodos se determiné el porcentaje de humedad, porcen-
taje de cenizas, porcentaje de extracto etéreo o lipidos y porcentaje de nitrégeno
total. También, se determiné el porcentaje de carbohidratos totales de .A/e Bar-
badensis Miller, esta ultima determinacion se realizé por diferencia de porcentaje
de las cantidades anteriores.

2.2 Cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC)

Para la identificacion de los diferentes monosacaridos en las muestras de mu-
cilago del Ale Barbadensis Miller, se utilizé la técnica de cromatograffa en capa
fina de alta resoluciéon (HPTLC, por sus siglas en inglés), segun a la metodologia
propuesta por Mancilla-Margalli y Lépez en el 2006 [27], se utilizé una placa de
silica gel 60 F254 con soporte de aluminio (marca Merck) con dimensiones de
20x10 cm2. En ésta se aplicaron muestras de 3 uL. de soluciones estandar de
diferentes azucares en diferentes carriles: arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa,
sacarosa, ramnosa, xilosa, fucosa, manosa y soluciones de acido como el galac-
turénico, glucorénico y poligalacturénico, todos los estandares se prepararon a
una concentraciéon de 3 mg/mL con agua desionizada. También, en la placa se
aplicaron 15 pL de la solucién elaborada con el mucilago Ale Barbadensis Miller,
ésta a una concentracioén de 6 mg/mlL con agua desionizada. La fase mévil estu-
vo compuesta de butanol, propanol y agua desionizada a una concentraciéon de
3:12:4 v/v/v, respectivamente. Como revelador se utilizé una solucién consti-
tuida de difenilamina, anilina, acetona y acido fosférico a una concentraciéon de
0.4: 0.4:16:3 w/v/v/v, respectivamente. Finalmente, la placa se calent6 a 120 °C
durante 1 minuto y se observo la separacion de los compuestos mediante bandas
de diferentes colores. Por otro lado, la identificacion de los carbohidratos presen-
tes en cada una de las muestras se realizé6 comparando sus factores de retencion
(Rf), los cuales se obtuvieron a partir de la siguiente ecuacion (Ec. 1), con los Rf
de los estandares.

Distancia recorrida de la muestra
Rf=— : : e (Ec. 1)
Distancia recorrida por el disolvente
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2.3 Espectroscopia de infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Para la determinaciéon de los grupos funcionales del mucilago de Ake Barba-
densis Miller se utilizé un equipo de espectroscopia con transformada de Fourier
modelo IRAffinity-1 de la marca Shimadzu, este equipo nos permitié colocar la
muestra sin ningun tipo de procesamiento previo y el intervalo del espectro que
se uso fue de 4000 a 500 cm! [12].

2.4 Caracterizacion por microscopia foténica, MEB y ME'T del bio-
composito

Para la determinacién de la distribucion de las particulas de didxido de titanio
se utilizé un microscopio 6ptico Nikon 80i, Japon; se realiz6 un frotis de los ge-
les, y se observé y capturd con micrografias a un aumento 6ptico de 4X 'Y 20X.

Para la determinacién de la microestructura y distribucion de particulas del
biocomposito con o sin nanoparticulas de diéxido de titanio, se utiliz6 un equipo
de microscopia electronica de barrido (MEB) de la serie EVO LS 10 de la marca
Carl Zeiss. Este equipo nos permitié someter la muestra sin una preparacion pre-
via y a una presion ambiental para un mejor andlisis; las condiciones de trabajo
se ajustaron de acuerdo a la muestra. Se hizo uso de microscopia electronica de
transmision (MET) con el fin de caracterizar la morfoldgica del biocomposito y
tamafio de las micro y nanoparticulas de didxido de titanio.

2.5 Determinacion de color

Para la determinacion de color se utilizé un Colorimetro Milton Roy mod. Co-
lor mate, el cual estd provisto de un iluminante D65 y un angulo de observacién
de 10°. Fue colocada una muestra del gel de mucilago de Ale Barbadensis Miller
con y sin nanoparticulas de diéxido de titanio en cubas de cristal del equipo
para muestras liquidas o semisélidas. Los datos obtenidos se analizaron mediante
el sistema CIELAB donde L* correspondié a la coordenada de luminosidad,
a*(+rojos, -verdes) y b*(+amarillos,-azules) corresponden a coordenadas de cro-
maticidad y H® tono. Se utilizaron las siguientes ecuaciones (2-4) [28].

Sistema CIELAB.
LX=116*%(Y/Yn)1/3-16....cccenn... (Ec.2)
a*=500[(X/Xn)"*-(Y/Yn)"?]......... (Ec.3)

b= 200[(Y/Yn)!*-(Z/Zn)"]........(Ec.4)
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Con estandares del modelo colorimetro Milton Roy. Xn = 95.05 Yn = 100 Zn
=100.91

2.6 Adsorcién de rayos UV

Para la determinacion de la adsorcion de rayos UV de la muestra del biocom-
posito se utilizé un luxémetro modelo EA30O de la marca EXTECH INSTRU-
MENT para medir la cantidad de luz que atraviesa la muestra con una lampara
UV modelo UVLMS-38 de 8 vatios. Se someti6 la muestra a diferentes longitudes
de onda UV de 254, 302 y 365 nm que abarcaron el espectro de ese tipo de ra-
diacién (similar al los emitidos por las radiaciones solares), la muestra se coloco
en medio de un portaobjeto (marca LEUKA de 26.4x76.2 mm con un espesor
de 1.2 mm) y un cubreobjetos (marca Deltalab de 24x50 mm) con un grosor de
0.5 mm de tal manera que cubriera el detector del equipo con una distancia de
24 centimetros de la lampara de luz UV en el interior de una caja para eliminar el
ruido del exterior.

2.7 Biocompatibilidad in vitro

Se usaron dos tipos de lineas celulares: una, de fibroblastos y, la otra, de quera-
tinocitos; ambas células epidermales. Las cuales se cultivaran en medio Dulbecco
con antibidtico, factores de crecimiento y suero fetal bobino al 10 % definidos
para cada linea celular. Se haran subcultivos en cajas de 24 pozos con una de den-
sidad de 10x10° células para su evaluacion de citotoxicidad con sulforodamina B
la cual se evaluara por espectrofotometria a una longitud de onda de 570nm en
un lector de ELISA Synergy2 con el programa Gen5 Data Analysis Subcultivos.

Se acondicionan los reactivos a utilizar media hora antes de usar a bafio ma-
ria a 37 °C, se esteriliza campana de flujo laminar por 30 minutos en luz UV. Se
limpian con sanitas y etanol al 70 % los reactivos y equipos a utilizar para llevar
a cabo el subcultivo. Se sacan las cajas Petri con células de la incubadora y se
observan en el microscopio para observar asegurar que tengan una confluencia
mayor al 90 % y se realiza un registro fotografico para el seguimiento de la mor-
fologia celular de la propagacion. Se introducen las cajas Petri de las células y se
les retira el medio de cultivo mediante una pipeta Pasteur y una bomba de vacio
teniendo cuidado de no rasgar la monocapa formada por las células; se le agregan
8 ml de medio Dulbeco/F12 para realizar un lavado para eliminar restos celulares
y volver a retirar el medio con la pipeta Pasteur; se agregan 2 ml de tripsiana al
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0.25 % e incubar por 5 minutos para despegar las células de la caja; se inactiva la
tripsina con 2 ml de medio de inactivacion; se disgregan las células mediante una
micropipeta de 1 ml aspirando y vertiendo el medio por toda la caja este paso se
repite unas 30 veces; se transfieren las células a un tubo Falcon de 15 mly se cen-
trifuga a 400 g durante 5 min a 24 °C; se retira el sobrenadante teniendo cuidado
de no tomar el pellet (pastilla celular) y se resuspende de 1 a 3 ml dependiendo
del tamafio del pellet y se dispersa el pellet con una pipeta de 1 ml.

2.8 Conteo celular

Se colocé en un tubo Eppendorf (0.5 ml) 10 ul de azul de triptéfano 0.4 % y
10 pl de medio con células resuspendidas y se mezcld por unas 10 veces; se co-
locaron 10 pl de la mezcla en una camara de Neubahuer para realizar el conteo.

Las células vivas se vieron redondas mientras que las muertas eran azules, des-
pués de contar los cuadrantes, el numero de células vivas se determiné mediante
la siguiente Ecuaciéon (Ec. 5):

(Sumatoria células vivas)(20000)(vol.de medio usado)
Células vivas totales = :

....(Be.5)

Se calculé la cantidad de células necesarias y medio para subcultivar fibroblas-
tos (Para 50 ml de medio Dulbeco’s modified Eagle’s médium Ham’s F12 nu-
trient mixture con 43.95 ml a 4 °C, Suero fetal bovino 10 % 5 ml, Antibiotic-an-
timicotico Penicilina: 100 pg/ul, Estreptomicina: 100 pg/ul, Fungizona: 0.25 pg/
ul -20 ° 500 pl, Piruvato sédico 500 ul y glutamax 500 ul a 4 °C.

Como medio de inactivacion: Dulbeco’s modified Eagle’s médium Ham’s F12
nutrient mixture 1x a 4 °C en 45 ml, Suero fetal bovino 10 % 5 ml, Tripcina 0.25
% para 10 ml, Tripcina 2.5 % -20 °C 1 ml) en la caja de 24 pozos (500 ul por
pozo) para incubar a 37 °C en una atmosfera de CO, al 5 % y llevé a cabo la
evaluacion citotoxica con sulforodamida B.

2.9 Evaluacién citotdxica
Tras haber transcurrido 24 horas se tomo registro fotografico de las células de

las placas y se retir6 el medio agitando enérgicamente la caja en una sola direccion
solo una vez; se fijaron las células colocando por capilaridad a cada pozo 500 ul
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de 4cido tricloroacético al 10 % y se dej6 reposar por una hora a 4 °C; transcu-
rrido el tiempo de fijacion se realizaron 5 lavados con 500 pl de agua destilada a
4 °C; al finalizar el lavado se dejoé secar a temperatura ambiente durante toda la
noche; pasado el tiempo de secado se colocaron 200 pl de sulforodamida B y se
dejé reposar por 30 minutos a temperatura ambiente; posteriormente, se realiza-
ron cinco lavados con 500 ul de 4cido acético al 1 %; al término de los lavados se
coloco la placa boca abajo sobre una toalla de papel para retirar el resto del liqui-
do y se colocé en la campana de extraccion para secar durante una hora y media.

Por ultimo, se agregaron 200 pl de tris-Base (10 Mm, pH 10) por pozo para
solubilizar el colorante y se midié densidad 6ptica a 570 nm utilizando el lector
de placas ELISA, para determinar el porcentaje de citotoxicidad, mediante la
siguiente Ecuacion (Ec. 6):

(DO células tratadas) - (DO dia cero)
(DO células sin tratamiento) - (DO dia cero)

*100

% de citotoxicidad =

we...(Ec.6)

Este ensayo midi6 la cantidad de SRB fijada a las proteinas celulares en placas
de cultivo previamente fijadas con acido tricloroacético. Dado que la unién de la
SRB es estequiométrica, la densidad optica que se observé fue proporcional a la
masa celular [29].

3. Resultados

Se hizo la determinacion quimica de los componentes presentes en el mucila-
go de Alve veraliofilizado, para lo cual se obtuvo en una mayor proporcion carbo-

hidratos (60.78 %), de acuerdo con lo esperado. Asi como una gran proporcion
de minerales (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del aloe barbadensis miller.

Determinacion quimica Ake Barbadensis Miller

humedad 9.19931054
cenizas 22.3829179
lipidos 42647776
proteina 3.4242773
carbohidratos 60.7287166
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Los azucares disueltos que se pudieron observar por el RF de las bandas en la
Figura 1, obtenidas de la muestra, con respecto a los estandares, fueron glucosa,
rhamnosa y acidos poligalacturénicos. Se hace notar que se esta corriendo una placa
con hidrolizados del mucilago para detectar la presencia del resto de los estandares.
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Figura 1. Azdcares encontrados en el mucilago por medio de una placa de

cromatografia en capa fina.

A su vez se utiliz6 el densitometro de HPTLC marca CAMAG, Suiza, para
comparar las bandas de los estandares con el barrido de los hidrolizados.
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Figura 2. Espectros de geles de aloe vera con didxido de titanio a diferentes concentraciones.
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Con respeto a los espectros de FTIR (Figura 2) se observaron absorciones
caracteristicas para grupos OH (alcohdlicos, 4cidos y/o fenodlicos) entre 3550 y
3200 cm-1, sefial un poco desplazada con respecto a los OH libres (3650-3584
cm™), para grupos carbonilo se observan en la region de 1870 y 1540 cm™ que
podrian corresponder a grupos carbonilo de: cetonas, aldehidos, acidos o ésteres
[30], de entre los cuales destaco el de acido galacturénico que se encuentra 1745
cm’, glucomananos 1720 cm™, grupos C-O-C'Y CH3 (1407 cm™ y 1254 cm™)
[31], residuos de monosaciridos (1070 cm™ - 1043 cm™), rhamnogalacturanos
(1100 ecm™ -1017 cm™) [12]. Los picos representativos del diéxido de titanio se
encontraron uno a 511 cm-1 caracteristica de la fase inorganica presente en la
muestra y concretamente estarfa relacionada con los enlaces Ti-O y Ti-OH, otra
banda localizada (400 y 650 cm™), banda que se pudo asociar a uno de los modos
vibracionales del Ti-O [16].

Como se puede observar en las imagenes (Figura 3), el aumento de la presen-
cia de nanoparticulas de diéxido de titanio por la concentracién de didxido de
titanio se destacé la formacién de aglomerados de las particulas debido a que su
interaccion se ve incrementada por la concentracion, notandose a pesar de ello
una distribucién homogénea en el gel.

Figura 3. Identificacién de diéxido de titanio mediante de rayos X con microscopia

electrénica de barrido.
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Como se pudo observar en las micrografias de liofilizados de los geles se not6
una superficie rugosa con poca presencia de poros y conforme se fue aumentan-
do la concentracion de diéxido de titanio se incrementé la cantidad de poros; con
el analisis de rayos X se identificé la presencia de diéxido de titanio en el gel, asi
como su distribucion.

Como se pudo observar en las graficas a longitudes de ondas de 366 a 254
(Figuras 4 y 5) que cubren los extremos del espectro de luz UV, se observo que
por si solo los geles mucilago son capaces de impedir el paso de rayos UV que va
desde un 30 % un 40 % con respecto a la concentraciéon de mucilago que va de
un 4 a 6 %, respectivamente.
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Figura 4. Porcentaje de adsorcion de rayos UV a 366 nm.
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Figura 5. Porcentaje de adsorcion de rayos UV a 254 nm.
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Al incrementarse la cantidad de particulas de diéxido de titanio el paso de
rayos se vio disminuido hasta en un 98 % y 99 % con respecto a la concentracion
de mucilago a una longitud de onda de 254 nm, en un 85y 100 % en la longitud
de onda de 366 nm.

Se evaluaron los geles de mucilago al 4 % con y sin particulas de TiO,. Como
se muestra en la Figura 6, no se observé visualmente un efecto citotdxico con
el gel puro después de una hora de incubacién, ya que las células permanecen
pegadas a la superficie de la placa y con una morfologfa alargada.

Gel puro 4% Células

Figura 6. Tratamiento con gel A) Células cubiertas con gel al 4 % aloe vera B) Monocapa de células.

De lo contrario, a partir de las 24 horas se observé un desprendimiento de
las células y tomarfan una forma circular y flotaria en el medio, se cuantifico este
efecto mediante una evaluacion de sulforodamida B durante 24 horas de exposi-
cion, con los resultados mostrados en la Figura 7:

Grafica de citoxicidad

41.91176471

E TOXICIDAD

Figura 7. Efecto citotoxico con respeto a la concentracioén de TiO,.
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Como se puede apreciar, se cuantificé (Figura 7) un efecto citotéxico que se
va incrementando conforme se aumenta la concentracion de didéxido de titanio;
se obtuvo que el gel sin particulas de diéxido de titanio tuvo un efecto citotoxico,
lo cual puede deberse que al retirar el gel de la placa se haya llevado junto con el
gel cierta cantidad de células, ya que se cubrié6 completamente los pozos con el
gel y éste se retird para su tratamiento con sulforodamida B. Se plante6 solamen-
te usar 150 pl de gel por pozo para evitar el arrastre de las células y asi evitar un
falso negativo.

4. Conclusion

El Gel de Aloe fue un vehiculo seguro y compatible para acarrear nanoparti-
culas de Didxido de Titanio a la piel. Sin embargo, dada la fuerte reticulacion de
este Gel principalmente constituido por Xilanas, fue necesario definir una canti-
dad menor a la prevista para formar la matriz (biocomposito nanoestructurado).
Por otro lado, fue evidente que al aumentar la concentracion de nanoparticulas,
que aunque se distribuyeron homogéneamente, se dio lugar a la formaciéon de
aglomerados que cambiaron fisicamente el color del compésito.

Finalmente, el efecto de absorcién de rayos UV se present6 en una relacion
exponencial con respecto a la concentracion de nanoparticulas utilizadas. Ade-
mas del aumento en la citotoxicidad de las nanoparticulas en los cultivos de célu-

las a altas concentraciones en el sistema 7 vitro.

El principal impacto de este trabajo lo constituy6 la generacion de conoci-
miento de la relacion existente entre la conformaciéon de biocompésitos, su ca-
racterizacion y las pruebas de biocompatibilidad ante radiaciones UV. Lo que dio
como resultado un sistema seguro para el manejo de nanoparticulas de didxido

de titanio al contacto con la piel en posible uso como bloqueador solar del gel
de _Aloe vera.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

La tarea de la Red de Investigaciéon en Nanociencias, Micro y Nanotecnolo-
gias (RNMN) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), es dirigir e incrementar
la investigacién del IPN en estas areas del conocimiento y estimular la coopera-
cion entre la academia y la industria. A ocho afios de su creacion, la RNMN esta
integrada por 93 investigadores activos, de los cuales 79 pertenecen al Sistema
Nacional de Investigadores; esto es, se cuenta con capital humano de alta calidad
para soportar el programa de Doctorado en Red en Nanociencias, Micro y Na-
notecnologias, de reciente creacion. La Red busca elevar el nivel para competir
internacionalmente con resultados de investigacion, por lo que es necesario au-
mentar su productividad. Para ello, requiere organizarse como un consorcio que

cuente con:

1) Un colegio académico virtual que opere en la sede del coordinador de la
RNMN en turno, para atender a la demanda con calidad y pertinencia, asi como
los asuntos relacionados con la imparticién de cursos y la administracion del pos-
grado para alcanzar en el menor tiempo posible los estandares de los posgrados

de nivel internacional.

2) Un Centro de Servicios en Nanociencias Micro y Nanotecnologias (CNMN)
con laboratorios para dar servicio de caracterizacion de materiales y servicios
para micro y nanofabricaciéon de dispositivos micro-electromecanicos MEMS,
los cuales deben de responder a las necesidades de investigadores y estudiantes
de este consorcio.

3) Una convocatoria de la Secretarfa de Investigaciéon y Posgrado (SIP) del
IPN, especifica para la RNMNT y para proyectos de investigacion, dirigida a
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las cinco areas de aplicacion del Programa Especial de Ciencia, Tecnologia e
Innovacién (PECITI) del Conacyt: Salud, Energfa, Alimentos, Medioambiente y
Seguridad.

4) Un modelo de inversién SIP-UPDCE para llevar los resultados de investi-
gacion relevantes, a juicio de la propia Red y de la SIP, a un nivel de prototipo 4
y 5 de la metodologia Technology Readiness Level de la NASA, con un modelo setio

de incubacion de empresas de base tecnoldgica.

5) Canales de divulgacién nacional; para que la sociedad sepa lo que hacen sus
investigadores en estos campos del conocimiento.

6) Una reuniéon anual de la RNMN en la que participen todos los actores que
juegan un papel en este consorcio para proponer proyectos, metas y alianzas, y
revisar el trabajo realizado.

La ocurrencia de los seis puntos descritos anteriormente corresponde a res-
ponsabilidades de distintas unidades o dependencias de la estructura organica del
IPN, por lo que es muy importante que el Fortalecimiento a las Redes de Inves-
tigacion forme parte de un proyecto institucional que exija resultados concretos.

Dr. Marco A. Ramirez Salinas
Coordinador 2015-2017
RNMNT del IPN
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