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RESUMEN

En este trabajo se explord el aprovechamiento del micelio de Aspergillus niger, un
subproducto de la produccion de acido citrico en una industria local, como materia
prima y fuente alternativa para la obtencion de quitosano, el cual se extrajo con un
rendimiento de reaccion de 5.02% en base seca. Al polimero se le realizd una completa
caracterizacion estructural y fisicoquimica, destacandose principalmente el peso
molecular (determinado por viscosimetria capilar), siendo de 1.52 x 10° g/mol, y el
grado de deacetilacion, que se encontré por dos métodos diferentes: andlisis

elemental (75.30%) y potenciometria (70.81%) respectivamente.

Mediante un diseno experimental, se estudiaron las variables que influenciaron en la
elaboracion de las peliculas de quitosano por el método de evaporacion de disolventes,
siendo estas: concentracion del polimero, concentracion de los plastificantes (glicerol
y acido oleico) y tipo de acido a emplear. Las peliculas fueron preparadas en diferentes
proporciones en peso entre el polimero y la mezcla plastificante (entre 50:50 hasta
90:10), asi mismo estas fueron caracterizadas fisicoquimicamente y mecanicamente,

evidenciandose flexibilidad, transparencia y propiedades mecanicas aceptables.

Finalmente, las peliculas de quitosano fueron implantadas en cinco modelos animales
de la especie Rattus norvegicus, con el fin de analizar si eran 0 no biocompatibles y
reabsorbibles. Luego de 21 dias del estudio in vivo en la mayoria de los biomodelos
no se encontrd restos de material polimérico, ni se evidencié inflamacion o rechazo,
aungue hubo algunos casos de encapsulamiento del mismo en algunos biomodelos.
Esto fue comprobado mediante estudios histologicos realizados sobre el tejido
conectivo donde se dio lugar la implantacion. Asi mismo, se pudo comprobar la

degradabilidad del quitosano bajo condiciones fisiologicas simuladas.

Palabras clave: regeneracion de tejidos, peliculas de quitosano, degradabilidad,

biocompatibilidad, estudios in vivo e in vitro.



ABSTRACT

In this work we explored the use of Aspergillus niger mycellium, a byproduct from the
production of citric acid in a local industry as raw material and alternative source for the
production of chitosan, which was extracted with a yield of 5.02 % on a dry basis.
Structural and physicochemical characterization of the polymer was performed,
highlighting mainly the molecular weight (determined by capillary viscometry) being 1.52
x 10°g/ mol and the deacetylation degree, which was found by two different methods:

elemental analysis (75.30 %) and potentiometry (70.81 %) respectively.

Using an experimental design, the variables that influenced the development of
chitosan films by solvent evaporation method were studied: the concentration of the
polymer, the amount of plasticizer (glycerol and oleic acid) and the type of acid used
as solvent. Films at different weight ratios of the polymer and the plasticiser mixture
(from 50:50 to 90:10) were prepared, which were then physicochemically and
mechanically characterized, demonstrating flexibility, transparency and acceptable
mechanical properties found. Finally, chitosan films were implanted in five animal
models of the Rattus norvegicus species, in order to analyze if they were biocompatible

and absorbable.

After 21 days of the in vivo study, the majority of the subjects showed no traces of
polymeric material and no inflammation or rejection was evidenced, although there
were some cases of encapsulation in some subjects. This was verified by histological
studies performed on the connective tissue where implantation took place. Also, the

degradability of chitosan was carried out under simulated physiological conditions.

Keywords: regeneration of tissues, chitosan films, degradability, biocompatibility, in

vivo and in vitro studies.



1. INTRODUCCION

Entre las muchas aplicaciones de los biomateriales una de las mas importantes es la
de reestablecer o reemplazar tejidos, ¢rganos y funciones corporales afectadas,
tratando de minimizar los danos que puedan tener, permitiendo mejorar la calidad de
vida de las personas(7). Al usar los polimeros en el disefio de dispositivos para
regeneracion tisular, es importante tener en cuenta los grupos funcionales que estos
puedan contener, y la morfologia final a adquirir (piezas 0 componentes mecanicos) de
acuerdo a la necesidad y anatomia del paciente receptor, entre otros aspectos. La
biocompatibilidad es un requisito sine qua non para todos los implantes, pero la
biodegradabilidad y reabsorcion de estos dispositivos varia en funcion de la aplicacion
respectiva, por ejemplo, las suturas deben ser biodegradables, mientras que los

implantes de cadera o rodilla se mantienen al interior del cuerpo de forma permanente.

Es posible elaborar esta clase de dispositivos a partir de polimeros naturales, tal es el
caso de la quitina (compuesta por unidades de N-acetil-D-glucosamina) presente en
los exoesqueletos de crustaceos, artropodos, anélidos y en las paredes celulares de
ciertas especies de hongos. El micelio del hongo Aspergillus niger (subproducto
resultante de la transformacion de azucares en acido citrico mediante fermentacion
aerObica) es una de las fuentes disponibles a nivel local. La empresa Vallecaucana
Sucroal S.A (antes llamada Sucromiles S.A) produce alrededor de 13000 toneladas al
ano de micelio humedo. El quitosano, derivado de la quitina, ha cobrado gran interés
por su aplicacion en areas como la medicina, agricultura, industrias cosmética,
farmacéutica y alimentaria, dadas sus notables caracteristicas de degradabilidad y
biocompatibilidad (2).

Tradicionalmente, el quitosano se obtiene de los exoesqueletos de camardn vy
crustaceos (cangrejos, jaibas, langostinos), a través de varias etapas (hidrdlisis alcalina
acompafada de desmineralizacion, desproteinizacion y deacetilacion de la quitina,

respectivamente) (3)



En contraste, al emplear el micelio de Asperqgillus niger como fuente de quitina, se
simplifica la tarea de extraccion del quitosano, puesto que se requiere de una menor
cantidad de etapas (hidrdlisis, desproteinizacion y deacetilacion), obteniéndose asi un
quitosano de una fuente no animal y de calidad comparable al del quitosano aislado

de exoesqueletos de crustaceos (4).

Con el fin de obtener peliculas para promover la regeneracion de tejidos, se empled el
método de film casting (o de evaporacion de solventes), que consiste en la mezcla del
quitosano con plastificantes, dando como resultado peliculas con una consistencia lisa
y suave al tacto. Las caracteristicas de las peliculas dependen de factores como la
concentracion del quitosano, el acido con que se le disuelve, y el tipo de plastificante

a emplear.

Los procedimientos de implantacion de las peliculas en modelos animales se realizaron
mediante consentimiento previo del comité de ética animal de la Universidad del Valle,
siguiendo los protocolos recomendados y aceptados mundialmente de acuerdo a la
norma ISO 10993 seccion 6. Asi mismo, el material actué como un andamio (scaffold)
ya que posibilitd el crecimiento de nuevos tejidos, al mismo tiempo que se reabsorbid
sobre las zonas en las que se realizd el implante. Como resultados de este estudio, las
peliculas mostraron la biocompatibilidad esperada. Asi mismo, la degradabilidad de las
peliculas elaboradas con quitosano se comprobd mediante ensayos de degradacion

hidrolitica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Elaborar e implantar peliculas de quitosano aislado del micelio del hongo Aspergillus
niger en modelos animales, con el fin de evaluar su degradabilidad, biocompatibilidad

y capacidad regeneradora de tejidos blandos.

2.2 Objetivos especificos

v Realizar la caracterizacion fisicoquimica del quitosano haciendo uso de técnicas
espectroscopicas (FTIR y RMN), asi mismo determinar propiedades como el
peso molecular mediante viscosimetria capilar, el grado de deacetilacion (por
andlisis elemental y por valoracion potenciométrica), e igualmente caracterizarlo

por analisis térmico, difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido.

v' Elaborar y caracterizar las peliculas de quitosano, teniendo en cuenta los
plastificantes a emplear, la concentracion en peso del polimero y el tipo de acido

que solubiliza el polimero.

v" Realizar pruebas de degradacion hidrolitica a las peliculas de quitosano bajo la
simulacion de condiciones fisioldgicas y comparar como podria ser su

comportamiento frente a un modelo in vivo.

v Analizar la biocompatibilidad de las peliculas de quitosano tras ser implantadas

en modelos animales de la especie Rattus norvegicus.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que la produccion mundial de quitina en 2006 fue de 10" toneladas
meétricas, y que hasta el ano 2000, anualmente se usaban 10000 toneladas de quitina
a escala industrial (5) siendo China, India, Japdén y Estados Unidos los mayores
productores de quitina en el mundo, ya que en estos paises hay una amplia distribucion

de especies marinas utilizadas en el proceso de obtencion de quitina (3).

Aunque la quitina presenta una notable abundancia, el uso de fuentes tradicionales
(subproductos de la industria marina), presenta ciertos inconvenientes: 1- se restringe
el proceso de extraccion a determinadas temporadas del aio, un caso concreto de
nuestra region es la temporada de veda, donde la pesca de varias especies marinas
esta prohibida. 2- La extraccion de quitosano comprende varias etapas: esterilizacion,
desmineralizacion (para retirar sales como carbonatos), limpieza, secado y molienda
(para homogenizar el material de partida) y desproteinizacion para obtener inicialmente
quitina y posteriormente quitosano mediante deacetilacion. 3- El producto obtenido
puede presentar algun contenido de alérgenos. Por lo tanto, es deseable que se
implemente el proceso de extraccion de quitina y quitosano a partir de fuentes
diferentes a los subproductos de la industria marina, de amplia disponibilidad en

cualquier época del ano.

Teniendo en cuenta la experiencia interdisciplinaria del laboratorio de polimeros del
grupo de investigacion SIMERQO (sintesis de mecanismos de reaccion en quimica
organica) el cual, en conjunto con grupos de investigacion de las Facultades de Salud
e Ingenieria, ha venido trabajando en la produccion de materiales para implantologia y
en la fabricacion de matrices en forma de bloques porosos o matrices reticulares
obtenidas por electrohilado, para estudiar el crecimiento de tejido dseo (6), por ello se
decidio explorar el uso del quitosano, extraido del micelio de Aspergillus niger en la
elaboracion de peliculas para regeneracion de tejidos, siendo estas un material muy

cercano o afin a la piel.



Para el estudio de regeneracion de tejidos, las peliculas elaboradas a partir del
quitosano obtenido de Aspergillus niger fueron implantadas en modelos animales
(ratas Wistar), teniendo en cuenta las normativas internacionales referentes a los
asuntos de ética animal. De igual manera, se pretendia demostrar que con la
implantacion no habia lugar a rechazo o respuestas inflamatorias durante la
restauracion del tejido lastimado, bajo la suposicion de que se presentaria
biocompatibidad y reabsorcion de las peliculas, aprovechando la interaccion del

quitosano con la matriz extracelular, principal estructura creadora de tejidos.

4. JUSTIFICACION

Se propone el uso y aprovechamiento del micelio de Aspergillus niger como fuente

alternativa para la extraccion de quitina y quitosano, por las siguientes razones:

1- La empresa Vallecaucana Sucroal S.A., en su proceso de produccion de acido
citrico, genera 13000 toneladas/ano del micelio, del cual solo el 10%, es
comercializado como alimento para rumiantes y como fertilizante, a precios muy
bajos (7), introduciendo un valor agregado al proceso.

2- El quitosano obtenido estaria libre de alérgenos presentes en las fuentes
animales.

3- Se daria una solucion a la problematica ambiental sobre la disposicion de las
11700 toneladas remanentes del micelio, al promover procesos
biotecnoldgicos con respecto a la obtencion de quitina, quitosano y acido citrico
Ccomo coproducto.

4- Permitiria la creacion de una industria dedicada a la obtencion de los productos
antes mencionados, ofreciendo un valor agregado (rentabilidad, competencia

en mercados internacionales), generacion de empleos directos e indirectos,



fortalecimiento del desarrollo investigativo y socioecondmico del Valle del Cauca
y el pais.

5- El proceso de obtencion del quitosano a partir del micelio puede llevarse a cabo
en cualquier época de ano, siendo mucho mas simple que el empleado en las

fuentes marinas.

Con respecto a la ingenieria de tejidos, los dispositivos creados a partir de polimeros
biodegradables son una alternativa ventajosa en los casos pertinentes frente a otros
ya existentes, debido a su versatilidad al ser faciimente procesables en diferentes
presentaciones: hidrogeles, en forma de piel artificial, capsulas, perlas, y en forma de
peliculas, de acuerdo con las necesidades del paciente o usuario final, ademas de que
No necesitan ser retirados una vez cumplen con su cometido de restaurar los tejidos
danados. El quitosano se ajusta a lo anterior, pues se destaca por su
biocompatibilidad, degradabilidad, muy baja toxicidad y alergenicidad, dandose la
reabsorcion del mismo una vez cumple su funcion, siendo metabolizado y asimilado

por el cuerpo.



5. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

5.1 Ingenieria de tejidos

El concepto de ingenieria de tejidos(8), o medicina regenerativa, es un campo
investigativo interdisciplinar y prometedor que requiere de la biologia, bioguimica y
ciencias de la salud para comprender la manera en que se comportan las células,
tejidos y organos en sistemas bioldgicos vivientes. En cuanto a la fisica, quimica,
matematicas e ingenierias (quimica, biomédica y de materiales), requiere de ellas para
disenar y construir las protesis, soportes o elementos sobre los cuales van a
interaccionar las células, 6rganos y tejidos afectados, acercandose a la situacion

deseada, de acuerdo al tipo de soporte y paciente que lo requiera.
5.1.1 Los andamios y sus propiedades

En ingenieria de tejidos, los andamios, soportes (9) o matrices (término derivado del
inglés scaffold) son estructuras que permiten el alojamiento de las células (cultivadas
in vitro o producidas en el organismo del paciente), de forma que sobre ellos crezcan

nuevos tejidos. Algunas caracteristicas en el disefio de andamios son las siguientes:

I
I : : Degrdable Permit I t :
: : Sin reacciones ermitir crecimiento :
Moldeable i Biocompatible adversas Reabsorbible

Esquema 1. Caracteristicas de un andamio o matriz. Adaptado de Hoffman (8)

También se debe tener en consideracion factores importantes como la forma, la

porosidad, el transporte de masa y la actividad bioldgica.

Al ser moldeables los andamios, permiten que se les confiera la forma deseada, de

acuerdo a la zona del cuerpo a donde se desee realizar el tratamiento. Como soportes



biocompatibles no deben causar molestias al interior del organismo, idealmente deben
ser biodegradables y reabsorbibles, o que implica que sus productos de degradacion
sean faciimente asimilables o expulsados por el organismo, de manera que el andamio
no tenga que ser removido mediante una cirugia posterior a su implantacion, y en caso
de no serlo, deben poderse retirar 0 cambiar una vez concluya su ciclo de uso como

dispositivo biomédico.

De acuerdo al tejido a producir sobre un andamio, el tamafo adecuado de los poros
y la interconectividad entre los mismos garantiza que el sembrado, colonizacion y

diseminacion de las células en el soporte facilite la labor regeneradora.

La figura 1 corresponde un andamio (plataforma o matriz) que permite la construccion

de nuevos tejidos sobre él.

Figura 1. Andamio de colageno. Tomado de Madihally (70)

El andamio debe posibilitar el transporte de masa, es decir, la difusion de nutrientes,
proteinas, gases, fluidos fisioldgicos y productos de desecho a través de su estructura,
puesto que la supervivencia celular depende del intercambio a través de los poros
antes mencionados. Finalmente, es deseable que manifieste una actividad biolégica
con respecto a la promocion de las funciones celulares (adherencia, proliferacion y
diferenciacion) es decir, debe interactuar en los alrededores del sitio donde se realice
el implante (dirigido a una zona especifica del cuerpo) sin presentar una respuesta

alérgica, inflamatoria o de rechazo.
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5.1.2 Matriz extracelular

Es la encargada de mantener unidas a las células, concederles una morfologia,
establecer la comunicacion entre ellas y fomentar los factores de crecimiento celular
para la formacion de nuevos tejidos, y al mismo tiempo proveer soporte mecanico a
los tejidos ya existentes (77). A su vez, las macromoléculas que componen la matriz
extracelular suelen ser las siguientes: colageno, elastina, fibrina, glucosaminoglucanos,
proteoglicanos y glicoproteinas. La figura 2 indica la distribucion aproximada de

algunas macromoléculas en tejido conectivo.

Es de esperar que los componentes de la matriz extracelular interaccionen con los
polimeros que se empleen como dispositivos regeneradores de tejidos, tal es el caso
particular de la quitina y el quitosano, cuyos oligbmeros y subproductos
(principalmente D-Glucosamina y N-acetil-D-glucosamina) son a su vez derivados de
glucosaminoglucanos idéneos para el crecimiento celular. A continuacion se describira

la importancia de las macromoléculas presentes en la matriz extracelular.

) Complejo .
Proteoglicanos proteoglicano Fibra de colageno

Polisacaridos ¥ Complejo

proteoglicano

Carbohidratos

L' Proteinas

4

Polisacaridos

Membrana
plasmética

Integrina Microfilamentos
del citoesqueleto

Figura 2. Componentes de la matriz extracelular en tejido conectivo. Tomado de Campbell (72)

11



Colageno: es la proteina mas abundante en el tejido conectivo, y se presenta en forma
de fibrillas largas y resistentes (13), presentando en su composicion proteinas,

aminoacidos y carbohidratos (ver figura 3).

Musculo

Fibwilla Triple hélice de

\ ropocolagena

Regidn de
intersticio

Figura 3. Componentes de una fibra de colageno. Tomado de Gartner y Hiatt(74)

De todos los tipos de colageno existentes, se destacan cuatro de ellos: Tipo | (presente
en la piel, hueso y tendones); Tipo Il (presente en cartilagos); Tipo Il (se encuentra en
estructuras vasculares y en las paredes de los vasos sanguineos) y Tipo IV (se
encuentra en la membrana o lamina basal). El colageno para usos médicos suele
provenir de tejidos bovinos, porcinos y humanos (se obtiene de fibroblastos o de

células cultivadas obtenidas por tecnologias recombinantes).

Elastina: es una proteina que provee de elasticidad a los tejidos donde se requiera
estiramiento y relajamiento como: vasos sanguineos, ligamentos, tejido conectivo
pulmonar, paredes arteriales, piel y otros (73). Las fibras de elastina pueden contraerse
0 extenderse, de acuerdo a la tensidbn mecanica ejercida sobre ellas (ver figura 4).
Dentro de su composicion hay microfibrillas de fibrilina, glucoproteinas vy

proteoglicanos.

12



Centro de
elastina

Fibra elastica

Estiramiento Relajacion
) $ =
Microfibrillas
a b
Figura 4. Fibra de elastina (a) y estados de relajacién/estiramiento (b). Adaptado de Gartnery
Hiatt(74)

Fibrina: es una proteina relacionada con el proceso de produccion de la sangre, su
coagulacion y la curacion de las heridas. Se produce en el higado por la unién mediante
polimerizacion entre el fibrinbgeno (una glicoproteina) y la trombina (una enzima),
formando una red tridimensional de largas hebras de fibrina (73) sobre el sitio de la
herida, y en conjunto con las plaquetas, forman un coagulo blando. El fibrindgeno se
puede aislar de plasma animal y humano, pudiendo utilizarse la sangre del propio

paciente para producirlo (ver figura 5).

Figura 5. Incorporacién de glébulos rojos y plaquetas (a) y formacién del coagulo (b). Tomado de
Gartner y Hiatt(74)
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Glucosaminoglucanos: son una familia de polisacaridos lineales que se encuentran
en tejidos animales(73). Sus unidades repetitivas consisten en mondmeros de
glucosamina o galactosamina unidos a un azucar (galactosa, acido glucurdnico o acido
idurdnico). Dentro de ellos destacan la heparina, sus formas sulfatadas (condroitina,
keratan, dermatan) y el acido hialurénico, siendo degradados naturalmente por

enzimas como la heparanasa, condroitinasa y la hialuronidasa.

La heparina (figura 6) es una glucosamina sulfatada empleada como anticoagulante.
Los constituyentes suelen ser D-glucosamina y acido D-glucurénico (o acido L-
idurdnico). Por estar cargada negativamente, puede unirse a factores de crecimiento
de tejido endotelial vascular (VEGF) y de crecimiento de fibroblastos (bFGF). La
liberacion de estos factores puede variar entre dias a semanas, dependiendo de la

asociacion de dichos factores con la heparina.

HOOC "03SOH,C, o)
Q /%
0 0

0SOy n

Figura 6. Estructura quimica de la heparina. Fuente: autoria propia

El sulfato de condroitina (figura 7) se compone de unidades repetitivas de acido
glucuronico y N-acetilglucosamina, pudiendo presentar grupos sulfato en lugar de los
hidroxilos sobre el C-4, C-6, o un grupo carboxilato. Asi mismo, s un componente de
los tejidos cartilaginosos y absorbe agua faciimente. Se une a los proteoglicanos en
las superficies celulares 0 en la membrana basal donde funciona como un receptor.

Se encuentra en los cartilagos de ballena y tiburdn, y en tejidos bovinos y porcinos.

OR " cH,0R
HOOC 0
0
HO NHCOCH,
OH

R=H 6 SO5"

n

Figura 7. Estructura quimica del sulfato de condroitina. Fuente: autoria propia
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Finalmente, el acido hialurénico (figura 8) consiste en unidades repetitivas de acido
glucuronico y N-acetilglucosamina, se encuentra en la matriz extracelular de todos los
tejidos del cuerpo, abunda particularmente en el cordon umbilical, en los 0jos, en los
fluidos sinoviales y en los cartilagos. Dentro de sus usos como biomaterial, actia como
lubricante para proteger el tejido ocular en cirugias oftalmicas, provee movimiento a
las articulaciones sustituyendo el liquido sinovial perdido, y reduce las cicatrices

dejadas por heridas o cirugias.

HOOC HOH,C, 0
0
HO NHCOCH;

OH

n

Figura 8. Estructura quimica del &cido hialurénico. Fuente: autoria propia

5.2 Tipos de plataformas para crecimiento celular

Las plataformas para crecimiento de tejidos deben imitar la matriz extracelular tanto en
su composicion como en su estructura fisica y sus funciones. La mayoria de ellas se
elabora a partir de polimeros naturales o sintéticos. Se han usado diferentes tipos de
plataformas como los hidrogeles, los bloques porosos, las peliculas y las redes fibrosas

obtenidas generalmente por electrohilado.
5.2.1 Hidrogeles

Son materiales de consistencia blanda y elastica, siendo elaborados con polimeros de
origen natural o sintético, que se hinchan en contacto con el agua, formando una red
tridimensional, reteniendo una fraccion significativa de la misma en su estructura sin
disolverse. Como tal, los hidrogeles presentan un caracter hidréfilo debido a la
presencia de ciertos grupos polares (-OH, -NH,, -COOH, -CONH,, -SO;H), por lo tanto
se hinchan en agua o medios acuosos (requieren de un agente entrecruzante para

formar las redes tridimensionales), adicional a ello son sensibles frente a los cambios

15



del pH, temperatura y estimulos bioquimicos. Esta clase de materiales versatiles
presentan una porosidad al interior de su estructura, que le garantiza un efectivo
transporte de masa, oxigeno y nutrientes para integrarse con los elementos de la matriz

extracelular y permitir la elaboracion de nuevos tejidos (8, 9).

Si se desea obtener nuevos tejidos sobre hidrogeles (u otras matrices), estos pueden
elaborarse en condiciones in vitro, mediante un ciclo de cinco etapas(75) que se

aprecian en la figura 9.

1. Extraccion de algunas células
del cuerpo del paciente.

2. Cultivo celular en un medio
apropiado y proliferacion de las
Células.

3. Sembrado de células sobre
andamios porosos, junto a
factores de crecimiento celular
adecuados.

4. Los andamios con células se
colocan en un medio de cultivo
para un incremento posterior de
las células y construir el tejido.

5. Eltejido regenerado se implanta
en el sitio donde hay un defecto,
para que se integre con los
tejidos naturales y ayude a
regenerar la zona afectada.

Figura 9. Crecimiento de nuevos tejidos sobre hidrogeles. Tomado de George (15)

Los hidrogeles pueden direccionar a los factores de crecimiento celular para que sean
liberados en el tejido donde se les necesite, tal es el caso de los hidrogeles de alginato,
que transportan los factores de crecimiento endotelial vascular, para la formacion de
nuevos vasos sanguineos alrededor del sitio de la implantacion(9), tal como puede

apreciarse en la figura 10.



Figura 10. Liberacion de factores de crecimiento endotelial vascular desde hidrogeles de alginato
en tejido muscular. Tomado de Drury(9)

5.2.2 Las redes fibrosas

Dos o varios polimeros pueden mezclarse en forma de redes fibrosas, a las cuales se
les puede dar una forma deseada al interior de un molde, sin que necesariamente
tengan células cultivadas en su interior, tal es el caso de una mezcla de quitosano con
fioroina, aplicada directamente para la regeneracion de tejido abdominal de rata (ver
figura 11), conllevando a su vascularizacion, e incremento de la tension mecanica del

tejido regenerado tras haberse integrado en la matriz extracelular(76).

a b o]

Figura 11. Andamio de quitosano y fibroina antes de la implantacién (a), tejido abdominal natural
de rata (b) y tejido regenerado con el andamio implantado (c). Tomado de Gobin
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5.2.3 Bloques porosos

Los polimeros sintéticos mas comunmente empleados en la fabricacion de plataformas
para crecimiento de tejido (en forma de bloques porosos) son el acido poli-L-lactico
(PLA), acido poliglicdlico (PGA), la poli-e-caprolactona (PCL) y sus correspondientes
copolimeros (ver estructuras en la figura 12). Todos ellos son biodegradables y

biocompatibles y se pueden transformar para producir este tipo de plataformas (77).

CHs O| CHs H o| H 0
HO 040)\( o Ho)\,r{o\(qo)}( o \P/\/\/H\O}
OL CH;Jn, O oL H Jn © n
a b c

Figura 12. Estructuras quimicas de acido poli-L-lactico (a), acido poliglicolico (b) y poli-¢-
caprolactona (c). Fuente: autoria propia.

En el grupo SIMERQO se ha estudiado la regeneracion de tejido éseo de conejos, por
lo cual el &cido poli-L-lactico se transformé en un bloque poroso, el cual se implanté
sobre un defecto creado en la tibia de cada modelo animal (ver figura 13),
evidenciandose después de 21 dias la formacion de nuevos tejidos, de ahi que el acido
poli-L-lactico sea osteoconductor, osteoinductor y osteopromotor (78-20). Después
de que cumple su accion restauradora, el polimero se degrada en el organismo, siendo

facilmente metabolizado y eliminado.

a

Figura 13. Bloques porosos de acido poli-L-lactico (a) e implantacion en la tibia de un conejo (b).
Adaptado de Betancur (20), Pefiaranda(78) y Correa (19)
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5.2.4 Piel artificial

De acuerdo a Brohem y colaboradores(27), la piel, al ser el drgano mas extenso del
cuerpo humano, se organiza en una estructura de capas constituidas primariamente
por la dermis y la epidermis, y varios estratos o anexos como foliculos pilosos,
glandulas sebaceas, sudoriparas, nervios y vasos sanguineos. De acuerdo a esto, es
posible elaborar piel artificial para promover el crecimiento celular y de nuevos tejidos
0 regenerar los ya afectados (de acuerdo a la técnica sugerida de la figura 9). Una
aplicacion de ello es ilustrada por Yang, Kwon Seo y colaboradores, quienes utilizaron
queratinocitos y colageno tipo | con fibroblastos para crear un trozo de piel artificial
sembrada sobre un cultivo celular de células humanas de piel pertenecientes a la
dermis y epidermis respectivamente. En su estudio emplearon 1 x 10° células/cm?
sobre la matriz sintética de colageno, todo esto en fase liquida. La piel artificial
producida fue utilizada en ratas Wistar, siendo injertada en los defectos creados para
determinar si ocurria o no el crecimiento de nuevos tejidos. Otra aplicacion del disefio
de piel artificial fue llevada a cabo por Klar y colaboradores (22), quienes disefaron
injertos de piel a partir de tejido adiposo abdominal subcutaneo humano, con fibrina e
hidrogeles de colageno, siendo estos implantados en ratas tipo Nu (variedad
inmunodeficiente) para comprobar la vascularizacion y la regeneracion tisular de los
tejidos que de por si ya tienen afectados. La figura 14 sefnala el tejido producido

experimentalmente de forma in vitro.

Figura 14. Piel artificial creciendo in vitro. Cuarto dia (a) y décimo cuarto dia (b). Tomado de Klar

19



5.3 Polimeros naturales en regeneracion de tejidos

Son reconocidos por el organismo, y a la vez se adaptan a los tejidos cercanos a la
implantacion sin que cursen procesos inflamatorios, degradandose mediante vias
enzimatica o hidrolitica tras un cierto tiempo al interior del cuerpo, generando

subproductos facilmente excretables (73). La tabla 1 menciona algunos de ellos.

Tabla 1. Algunos polimeros naturales. Adaptado de Ratner (13) y Kearns (23)

Polimero

Categoria

Sitio donde se
produce

Funcion fisiolégica

Sintetizada por Capullo protector en gusanos; uso en
Seda ) bt
artropodos suturas médicas
Cabello y unas (en
Queratina humanos). Cuernos y Proteccioén de la epidermis
plumas (en animales)
Colageno Tejido conectivo Soporte mecanico
Colageno
Gelatina parcialmente Inhibidor de hemorragias (hemostatico)
Proteinas desnaturalizado
FlbhnOgEn? Plasma sanguineo Coagulacion de la sangre
/ Fibrina 9 9 9
Elastina Tejido conectivo Soporte mecanico y elasticidad
Actina Musculos Contraccién y movilidad
Miosina Musculos Contracciéon y movilidad
L Sintetizada por Suturas para tratamiento de heridas,
Fibroina de - . L
seda gusanos de seda o produccion de cartilagos, actividad
aracnidos anticoagulante al combinar con heparina.
Celulosa Plantas Soporte mecanico
Vendajes e hidrogeles, tratamiento de
Alginato Algas Ulceras, uso como material de relleno para
heridas y quemaduras
Amilosa Plantas Reserva de energia
; Dextran SlntetlzaQO por Matriz para crecimiento de organismos
Poli- bacterias
sacéridos Hsmerine Tejido conectivo y Anticoagulante
plasma
Acido y . . o
T Tejido conectivo Vendajes y rellenos dérmicos
hialurénico
Cllucoseming Tejidos conectivos Contribucion al soporte mecanico
glucanos
Sulfato de Cartilago de tiburon, - .
" B . Suplementos nutricionales y vendajes
Condroitina tejido animal
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Acido

desoxirribonu Nucleo celular Sintesis directa de proteinas
Poli- cleico (ADN)
nucleétidos Acido
ribonucleico Nucleo celular Sintesis directa de proteinas
(ARN)

Para el presente trabajo de investigacion, los polimeros naturales a emplear seran

quitina y en especial su derivado, el quitosano.
5.3.1 Quitina

Es un polisacarido lineal nitrogenado compuesto por unidades de N-acetil-D-
glucosamina (2-acetamida-2-deoxi-B-D-glucopiranosa) mediante enlaces B-(1,4)
glucosidicos. Se encuentra presente en artropodos e insectos, en la pared celular de
algunas especies de hongos y por tradicion se explota comercialmente de los
subproductos de la industria alimentaria marina (3) como lo son exoesqueletos de
jaibas, camarones, cangrejos y calamares. Estructuralmente es semejante a la
celulosa, la diferencia reside en la presencia del grupo acetamido (-NHCOCH:;) en lugar

del grupo hidroxilo sobre el segundo atomo de carbono (ver esquema 2).

OH OH
0 0
HO Ho
OH OH
n

O
a b

Esquema 2. Estructuras quimicas de celulosa (a) y quitina (b). Fuente: autoria propia.

La quitina fue aislada por primera vez de hongos en el ano 1811 por el quimico Henri
Braconnot, quien le dio el nombre de “fungina”, luego en 1823 Antoine Odier aislo
quitina de la cuticula de escarabajos y le dio el nombre oficial de quitina, que deriva de

la palabra griega x1twov “chiton” (que significa tunica o envoltura). En 1843 Anselme
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Payen determind la presencia de nitrégeno en la quitina, en 1876 Georg Ledderhose
encontrd que los productos de hidrdlisis de la quitina eran glucosamina y acido acético.
Finalmente, en 1950, Meyer y sus colaboradores elucidaron la estructura quimica de
la quitina y su unién por enlaces B-(1,4) glucosidicos mediante el uso de rayos X,
espectroscopia y andlisis enzimaticos (24). En cuanto a propiedades fisicoquimicas, la
quitina es insoluble (en agua y disolventes organicos comunes) dada la formacion de
enlaces de hidrégeno (inter e intramoleculares) entre sus cadenas (25). Solamente es
soluble en una mezcla de cloruro de litio al 5% en N,N dimetilacetamida (LiCI/DMAC),
en una solucion de CaCl, dihidratado saturado en metanol, en solventes aproéticos
apolares (alcohol hexafluoroisopropilico y hexafluoroacetona), en acido fosférico
concentrado y en tiocianato de litio (2). Dependiendo de la fuente de aislamiento,

existen tres distribuciones estructurales de quitina a saber (2, 26).

a-quitina: corresponde a la distribucion mas comun (ver esquema 3), se encuentra
presente en crustaceos, insectos y pared celular de los hongos. Sus cadenas se
representan de forma antiparalela (en sentidos contrarios), este tipo de arreglo le

proporciona rigidez al polimero, predominando las interacciones intermoleculares.

N Cadena de quitina

»
»

(b)

Esquema 3. Representacion tridimensional en diferentes planos (a) y mediante flechas (b) de la a-
quitina. Tomado de Rinaudo (2).
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B-quitina: se presenta solo en algunos cefaldpodos, diatomeas, calamares, algas y
protozoarios. Las cadenas se mantienen de forma paralela (un mismo sentido, ver
esquema 4). En esta distribucion se favorecen los enlaces de hidrogeno

intramoleculares. Es una forma inestable que se interconvierte a a-quitina.

ﬁi’{ % oo el
’f Lttt
c & L

I

b

................ Puentes de hidrégeno

a b

Cadena de quitina
—

4

(b)

Esquema 4. Representacion tridimensional en diferentes planos (a) y mediante flechas (b) de la 8-
quitina. Tomado de Rinaudo (2).

y-quitina: no es una distribucion estructural verdadera, se considera como una variante
inestable que tiende a interconvertirse a la forma alfa, y se representa como una

combinacion de las formas paralela y antiparalela, respectivamente.
5.3.1.1 Aplicaciones y usos de la quitina

Debido a su escasa solubilidad, son pocas las aplicaciones que presenta la quitina; no
obstante los derivados que resultan de su funcionalizacion quimica presentan
interesantes aplicaciones reportadas en la literatura, como por ejemplo la quitina
acetilada, la carboximetilquitina, la trimetilsiliquitina y la tosilquitina (5, 25). A
continuacion se presentan en el esquema 5 que muestra las reacciones de
funcionalizacion de quitina y la tabla 2, en donde se indican las aplicaciones de aquellos

derivados.
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OTs
0
0
NH
H.e—C
3
\
A

o)
e3 iO O
NH
Hye—C n
3
\
o
1. Sililacién | (Me;Si),NH / MezSiCl
o OH OAc
2. Tosilacion Q 3. O-acetilacion 0
-~ o 0 B — cO O
TsCl/ CHCly NH Ac,O / MeSOzH NH
N NaOH HaC—Cy HaC—C n
0 e}
Quitina
4. O-carboxi- | ¢CH,COOH / NaOH
metilacion
OCH,COOH
0
0 0
NH
c—¢ n
HC—C

Esquema 5. Algunas reacciones de funcionalizacion de quitina. Adaptado de Kurita (5) y Ravi (25)

Tabla 2. Reacciones de obtencién de derivados de la quitina y aplicaciones. Tomado de Kurita (5)

Derivado obtenido

Aplicaciones

Tipo de reaccion

Siliacién

Tosilacion

O-acetilacion

O_
carboximetilacién

Trimetilsiliquitina

Tosilquitina

Quitina acetilada

Carboximetilquitina

Peliculas por evaporacion de acetona como disolvente.
Se presenta una mejora en la solubilidad con respecto
a la quitina sola (en 1,2 dicloroetano)
Alargamiento de cadena en sintesis organica para
posteriores funcionalizaciones, de acuerdo al caracter
del Tosilo como buen grupo saliente, proteccion de
grupos hidroxilo para sintesis organica

Elaboracién de productos textiles y vendajes médicos

Mallas moleculares, quelacion de iones metalicos,
vendajes médicos para cirugias plasticas, sistemas de
microesferas para liberacidon de medicamentos.
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5.3.2 Hongos como fuente de extraccion de quitina
5.3.2.1 Composicion de la pared celular de los hongos

De manera general, en la pared celular de los hongos se pueden encontrar l0s

compuestos mencionados en la figura 15.

%

1.Lipidos externos

n
©

2.Manoproteinas, péptidos y
galactoproteinas
3.Polisacéridos (glucanos, azucares,

quitina)
fﬂ@ '\ 4. Peptidoglicanos
5. Membrana plasmatica
6. Proteinas

®
—@ ) 7. Lipidos internos
®

8. Pared celular

Figura 15. Distribucién aproximada de los constituyentes de la pared celular de los hongos.
Adaptado de Cundumi (27)

En la pared celular de los hongos, la quitina se encuentra unida a glucanos mediante
enlaces O-glucosidicos tipo beta (1-3y 1-6), en el grupo de los azlcares se encuentran
glucosa, galactosa y manosa, asi mismo es posible encontrar aminoacidos (27). La

proporcion de estos compuestos es variable entre las distintas especies de hongos.

En la tabla 3 se indican cuales son los polisacaridos presentes en la pared celular de
algunas familias de hongos, claro esta que no todas poseen quitina, tal es el caso de
los Acrasiomicetes, Tricomicetes y Oomicetes. Resalta la atencion la familia de los

Deuteromicetes, a la cual pertenece el hongo Aspergillus niger.
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Tabla 3. Polisacaridos en la pared celular de algunas familias de hongos, Adaptado de Gadd y

Grupo Taxonomico o Familia

Pellizzari (28, 29).

Acrasiomicetes

Oomicetes
Hifoquitridiomicetes

Zygomicetes

Quitridiomicetes,Ascomicetes,
Deuteromicetes,asidiomicetes

Ascomicetes
Basidiomicetes

Tricomicetes

Géneros representativos Polisacaridos
Polysphondylium, Dictyostelium Celulosa-Glucogeno

Phytophthora, Pythium,Saprolegnia Celulosa-Glucano
Rhizidiomyces Celulosa-Quitina

Mucor, Phycomyces, Migorhynchus Quitina-Quitosano

Allomyces, Blastocladiella Quitina B -(1-3),
Neurospora,Aspergillus, B-(1-6) -glucano
Fomes,Polyporus
Saccharomyces, Candida Manana-Glucano
Sporobolomyces, Rhodotorula Quitina-Glucano
Amoebidium Galactosamina-
galactosa

5.3.2.2 Generalidades del hongo Aspergillus niger como fuente de quitina.

El género Aspergillus perteneciente al grupo de los Deuteromicetes fue descrito por

primera vez en 1729 por el bidlogo y botanico suizo Marc Micheli. El micelio del hongo

Aspergillus niger (30) es de tipo filamentoso y se reproduce asexualmente,

diseminando las esporas por el aire. La morfologia de las esporas e hifas se indica en

el esquema 6.

o &

Conidios <~ Germinacién
{esporas) \

Esquema 6. Partes de una hifa de Aspergillus niger: 1. Conidi6foro, 2. Métula, 3. Fialide, 4.
Conidos o esporas (a) y reproduccion (b). Adaptados de Madigan (30)
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Este hongo es el causante de la presencia del moho negro en los vegetales y en el
pan, sus esporas sobrevivir durante miles de anos, manteniendo intacta su capacidad
invasiva y su potencial alergénico (ver esquema 7), siendo causante de Aspergilosis
(37), enfermedad que afecta el sistema respiratorio (pulmones y bronquios) por

exposicion prolongada a las esporas del hongo.

Esquema 7. Diferentes formas de representacion del hongo Aspergillus niger. Esporas (a),
creciendo sobre maiz (b), ambos tomados de Campbell (72); creciendo en una caja Petri (c)
tomado de Madigan (30)

En la pared celular del hongo Aspergillus niger la quitina se encuentra junto a los
glucanos formando microfibrillas en la matriz de la pared celular (26) y esto se
representa en la figura 16, que ilustra la distribucion de quitina y glucanos en la pared
celular. Los B-(1-3)/B-(1-6) glucanos son polisacaridos que cumplen ciertas funciones
en la superficie de la pared celular, como aportar resistencia a la misma frente a
infecciones virales, bacterianas y parasitarias(32), mientras que los B-(1-3) glucanos se
encuentran asociados fisicamente con la quitina, formando el complejo quitino-
glucano, que presenta notables aplicaciones en la quelacion de metales, separaciones
cromatograficas, floculacion de materia organica como grasas e inmovilizacion de

enzimas (33).
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B-(1-3) glucano

VAVaYAYAVAVAN

B-(1-3)/B-(1-6) glucano

~oRBo0dX\

Copolimero quitina-quitosano

Figura 16. Estructura de la pared celular del hongo Aspergillus niger. Adaptado de Kim (26)

De acuerdo a la ficha técnica suministrada por la empresa Sucroal S.A (7), la

composicion del micelio de Aspergillus niger, se indica en la grafica siguiente.

Grasas 1.04%
Ceniza 1.95%
Humedad 4%

Proteina 7%

Fosforo 0.09% Acido

Calcid 0 39 citrico
alcio 0.3% 0.05%

Quitina 14.7%

Lipidos 18.9%

Grafica 1. Composicion del micelio de Aspergillus niger. Fuente: autoria propia

5.3.3 El quitosano y sus generalidades

Es un derivado proveniente de la quitina que surge de la hidrdlisis en medio basico
sobre los grupos acetamido (-NHCOCH;), consiste en unidades de N-acetil-D-
glucosamina (2-acetamida-2-deoxi-B-D-glucopiranosa) y D-glucosamina (2-amino-2-

deoxi-B-D-glucopiranosa) distribuidas aleatoriamente y unidas entre si por enlaces B-
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(1,4) glucosidicos. Fue descubierto en el ano 1859 por Claude Rouget, quien hidrolizd
la quitina con hidroxido de potasio mediante calentamiento. A diferencia de la quitina,
el quitosano exhibe una solubilidad apreciable en acidos organicos diluidos (férmico,
acético, citrico, lactico), y en éacidos minerales diluidos (HCI, HsPO.) debido a la
presencia del grupo amino (-NH,) libre en las cadenas del polimero. En 1894 recibe su
nombre por el quimico aleman Félix Hoppe-Seyler y su estructura fue elucidada en
1950 (24).

Cabe senalar que la solubilidad del quitosano se atribuye al grado de deacetilacién
(GD), puesto que indica la cantidad de grupos amino libremente distribuidos en la
cadena polimérica (34). Una cadena de quitina esta completamente acetilada (ver
esquema 8a) si presenta solamente grupos acetamido; sin embargo cuando el grado
de deacetilacion aumenta hasta un 50%, la mitad de los grupos amino y acetamido
coexistiran en dicha cadena. Si el porcentaje de deacetilacion se eleva, la cantidad de
grupos amino y la solubilidad en é&cidos diluidos se incrementan (se le considera
quitosano, ver esquema 8b). Anadiendo a lo anterior, si la deacetilacion de la quitina
es completa (100%), se produce un polimero totalmente soluble en medio acido,
denominado quitano (ver esquema 8c¢) (35, 36). Los factores que afectan el grado de
deacetilacion incluyen: fuente de origen de la quitina, concentracion del medio alcalino,

tiempo de la reaccion y temperatura de la hidrdlisis alcalina.

OH OH OH OH OH
O (0] Q Q
HO 0o HO HO O HO 0]
%Ho
/NH b N NH,
n n
HsC—C HsC—C HaC—C NH,
\
\, \ \

a b c

Esquema 8. Estructuras quimicas de quitina (a), quitosano (b) y quitano (c). Fuente: autoria propia.
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5.3.3.1 Biocompatibilidad y biodegradabilidad en el quitosano

La biocompatibilidad del quitosano se puede comprobar mediante los lineamientos del
estandar ASTM F2475(37), el cual sefala que el polimero podria permanecer
biolégicamente inerte al interior del organismo mientras se realiza la funcién de
regeneracion o restauracion. Asi mismo el material a implantar en modelos
experimentales (animales y humanos) no debe presentar toxicidad, alergenicidad o

efectos bioldgicos indeseados (38).

Con respecto a la aplicacion definida en esta investigacion, ciertas propiedades que
presentan las peliculas como: porosidad, permeabilidad de vapor de agua, intercambio
de oxigeno y nutrientes, adherencia, actividad antimicrobiana y resistencia mecanica,

hacen del quitosano un material apto para la elaboracion de las mismas (39).

El concepto de biodegradabilidad de la norma ASTM D5488-94d (40) establece que
ese tipo de materiales son “capaces de descomponerse en moléculas sencillas como
diéxido de carbono, agua, compuestos inorganicos y biomasa”; sin embargo los

polimeros no siempre se degradan hasta ese punto.

En la naturaleza el quitosano es degradado por la enzima quitinasa (una hidrolasa)
presente en bacterias, hongos, plantas, nematodos y en el tracto digestivo de algunos
mamiferos que no pueden asimilar el polimero (47). Algunos de los compuestos
resultantes de la degradacion enzimatica corresponden a mondomeros de D-
glucosamina, N-acetil-D-glucosamina, y glucosaminoglucanos, encargados de

organizar y dar un funcionamiento adecuado a la matriz extracelular (42).

En los seres humanos la degradacion del quitosano se da por accion de las enzimas
quitinasa y lisozima (47) siendo estas secretadas por los macréfagos. La enzima
quitosanasa, comunmente aislada de hongos de la familia Streptomyces (43) es la
encargada de la ruptura de las cadenas del polimero entre los enlaces B-(1,4).

Finalmente, la quitina deacetilasa es la enzima responsable de la hidrdlisis sobre el
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grupo acetamido (-NHCOCHs) y posterior eliminacion del grupo acetilo(44), liberando

unidades de D-glucosamina al interior de las cadenas de quitosano.
5.3.4 Extraccion de quitosano
5.3.4.1 De subproductos de industria alimentaria marina

El procedimiento de extraccion de quitosano de exoesqueletos de camardn consiste
generalmente en cuatro etapas, de acuerdo a las metodologias propuestas por Parada
y colaboradores en el ano 2004 (45), y bajo un contexto local por el investigador

Orozco, del departamento de quimica de la Universidad del Valle en el ano 2007 (46):

Limpieza inicial: el material es descarnado manualmente y esterilizado en autoclave,
para ser triturado en un molino. El sdlido resultante se decolora con la ayuda de
solventes organicos (éter de petrdleo, acetona) u agentes oxidantes suaves (hipoclorito

de sodio), dado el color rojo que presenta inicialmente el exoesqueleto de camardn.

Desmineralizacion: el carbonato de calcio del exoesqueleto de crustaceos se elimina

empleando HCI a temperatura ambiente y concentracion 1M.

Desproteinizacién: en este punto, se hidrolizan las proteinas mediante el uso de
hidroxidos de sodio o potasio (a una concentracion de 4.5% utilizado por Parada y a

una concentracion del 20% a 95°C empleado por Orozco).

Deacetilacién: el material se somete a una hidrdlisis alcalina, la concentracion de la
base necesaria para hidrolizar el grupo acetamido de la quitina y liberar los grupos

amino suele ser del orden del 40 — 50% o superior.

Con relacion a la caracterizacion fisicoquimica del quitosano, Parada y colaboradores
(45) utilizaron el método de valoracion potenciométrica para obtener el grado de
deacetilacion, siendo del 80.37% y mediante viscosimetria capilar, se obtuvo un peso
molecular de 6.22 x 10° g/mol. Por su parte, Abdou y sus colaboradores en el 2008
(47) realizaron un estudio comparativo de diferentes tipos de exoesqueletos de

camaron (rosado y café); cangrejos, langostas y calamar, encontrando rendimientos
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de reaccion entre el 5.4-49.0%, un peso molecular entre 3.9-4.6 x 10° y un grado de

deacetilacion entre 80-86%.

Contrario al uso de NaOH, es posible obtener quitosano enzimaticamente, por ello en
2010, Gartner y colaboradores (48) compararon el grado de deacetilacion de la
hidrdlisis enzimatica (80.9%) frente al obtenido por la hidrdlisis tradicional (91.6%),
siendo este Ultimo un derivado mas deacetilado denominado quitano. Aunque el valor
obtenido por el método enzimatico es menor, tiene por ventaja que la emision de

efluentes basicos es nula durante la desproteinizacion de quitina.
5.3.4.2 Extraccion de quitosano de hongos

La ventaja de emplear hongos como fuente de quitina y quitosano es que se dan
solamente las etapas de hidrdlisis basica de la pared celular del hongo, ocurriendo
simultaneamente la deacetilacion de la quitina hasta llegar al quitosano, el cual es
separado mediante un tratamiento posterior con acido diluido (solubilizandolo), y
mediante la etapa de precipitacion en presencia de un medio alcalino concentrado se
obtiene como un producto soélido. Cabe resaltar que el porcentaje de rendimiento del
quitosano puede variar dependiendo de varios factores: la cepa de hongo que se
utilice, tipo de fermentacion (continua o en “batch”), composicion del medio de
fermentacion (fuente de carbono, fuente de nitrdgeno, iones metalicos presentes y sus
respectivas concentraciones) condiciones de fermentacion (tamano del indculo,
tiempo y temperatura de fermentacion) y procedimiento de extraccion, de acuerdo a
lo sefalado por Tetsuya (49). Dentro de los hongos que se han utilizado para aislar
quitosano, se encuentra el Mucor rouxii, obtenido por cultivo en medios nutritivos
(papa-dextrosa-agar), utilizado en 1979 por White (50) para obtener quitosano con un
rendimiento entre 4-8%. Empleando condiciones similares, en 1997 Synowiecki y Al-
Khateeb (57) obtuvieron quitosano del mismo hongo con un rendimiento del 7.3% vy
un grado de deacetilacion de 72.7%. En 1992, Miyoshi y sus colaboradores (52)
utilizaron diferentes cepas de hongos (Absidia Coerulea, Mucor rouxii, Rhizopus

dellemar, Mortierrella isabelina y Cunninghamella blakesleeana) obteniendo
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porcentajes de rendimiento de extraccion para el quitosano entre 1.2 a 10.4%, un
rango de pesos moleculares entre 1.0 a 4.5 x 10° g/mol y un rango de grado de

deacetilacion entre 5-59%.

La especie del hongo Absidia fue utilizada en dos subgéneros (glauca y coerulea) para
la extraccion de quitosano en 2006 por Rungsardthong (63) y en 2008 por Wang y
colaboradores (44), encontrandose rendimientos de reaccion de 0.6y 1.28%, y grados
de deacetilacion de 85y 86%.

El hongo Aspergillus niger ha sido estudiado en un contexto local en la Universidad
del Valle, siendo usado por primera vez en 1994 por Cundumi y Arango(27) (escuela
de ingenieria quimica), extrayendo quitosano con un rendimiento del 3.83%, en 2009
se dio continuidad a este estudio cuando Balanta (54) (departamento de quimica)
caracterizd el quitosano obtenido, empleandolo como ayudante de coagulacion y
floculacion para tratamiento de aguas de rio, obteniendo un rendimiento de 1.07% vy
un grado de deacetilacion del 70%. En 2011 Muhoz (55), del mismo departamento,
establecid un diseno experimental, optimizando las condiciones de la extraccion del
polimero, que utilizé en forma de hidrogeles implantables en modelos animales para la
liberacion controlada de farmacos, con un rendimiento de 6.93%, peso molecular de

1.49 x 10°g/mol y grado de deacetilacion de 77.3%.

Otros investigadores que han estudiado el micelio de Aspergillus niger como fuente de
quitosano han sido Cai y colaboradores(4), quienes en 2006 compararon la
metodologia de extraccion por hidrdlisis alcalina y hidrdlisis enzimatica, encontrando
un peso molecular mayor (2.6 x10° g/mol) con un grado de deacetilacién de 73.6%
por hidrdlisis enzimatica frente al peso molecular encontrado por hidrdlisis alcalina
(0.84 x10° g/mol) con un grado de deacetilacion de 76.8%. En 2010 Skorik y sus
colaboradores (56) emplearon el quitosano aislado como material adsorbente vy
acomplejante de iones metalicos Cu™, Zn”Ni*y Co™. En 2011 Kumaresapillai (57) y
sus colaboradores utilizaron tres cepas diferentes de Aspergillus niger para la

produccion de quitosano, el cual fue utilizado para probar la actividad antimicrobiana
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del quitosano contra cinco bacterias (Salmonella typhi, Salmonella paratyphi-A,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, y Pseudomonas aeruginosa) mediante la técnica de
difusion en disco. El polimero fue caracterizado por espectroscopia infrarroja,
presentando un rendimiento de 9.1%. En 2012 Mohamed y sus colaboradores
utilizaron quitosano de Aspergillus niger para elaborar hidrogeles, los cuales fueron
caracterizados por espectroscopia infrarroja, SEM vy difraccion de rayos X. Los
hidrogeles se utilizaron contra cinco especies bacterianas (Bacillis subtilis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Salmonella  typhimuriu,
Escherichia coli) y dos cepas de hongos (Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger) para
comprobar actividad antimicrobiana, que se ve disminuida al incrementar el grado de
entrecruzamiento. En el ano 2013, Moussa(58) utilizé quitosano aislado de Aspergillus
niger como un marcador de fluorescencia para control bioldgico y antibacterial,
formando un complejo de fluoresceina, quitosano y isotiocianato para combatir las
bacterias Escherichia coli and Micrococcus luteus. El quitosano interactud con la pared
celular bacteriana, causando la lisis de la pared celular, controlando el crecimiento

bacteriano.

5.3.5 Aplicaciones y usos del quitosano

El quitosano presenta interesantes aplicaciones industriales, y por su versatilidad, se le
emplea en diferentes presentaciones (hidrogeles, peliculas, en solucion, en perlas o

capsulas). A continuacion se presentan algunas de ellas.

Agricultura: actia como fertilizante por su contenido de nitrdgeno, estimula el
crecimiento en las plantas y enriquece el suelo por la liberacidon de nutrientes vy
fertilizantes (2, 3).

Biotecnologia: contribuye en la disminucion de la turbiedad del jugo de manzana (53),
y en la clarificacion de bebidas (jugos de frutas, vino y cerveza) (46) y café (3) eliminando

las impurezas presentes sin afectar la apariencia de estas bebidas. Con relacion a esto,
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Orozco (46) entrecruzd quitosano con glioxal, obteniendo grageas para la clarificacion

de jugo de mora, con la finalidad de inmovilizar enzimas (pectinasas y celulasas).

Industria alimentaria: se emplea como espesante, gelificante, estabilizante y
emulsificante y como mejorador de la textura de los alimentos, ya que fija muy bien el
agua y la grasa que estos contienen, también es utilizado como suplemento nutricional

(fibra dietética) para la reduccion y control del peso corporal (3).

Industria cosmética: por sus propiedades humectantes para la piel y no alergenicidad, se
emplea en preparaciones de cremas de manos, lociones de bano y en tratamientos
faciales permite eliminar el acné. En el cabello, reduce su carga estatica
(complementandose con las cargas negativas del cabello), incrementando su

suavidad, brillo y fuerza de las hebras (2, 3).

Industria papelera y textil: se emplea como adhesivo en la superficie del papel,
aumentando el rendimiento de la pulpa, y la resistencia del papel, brindando una
superficie suave vy resistente a la humedad (3, 25). En productos textiles y fibras,
permite la remocion del tintes presentes en los efluentes de la industria del tenido, al

tiempo que permite retener el acabado de la prenda tenida (3)

Medicina e ingenieria de tejidos: permite el crecimiento de células para regenerar
tejidos danados o organos disfuncionales(59), pudiéndose utilizar en conjunto con
otros polimeros sintéticos (PLA y PGA) como matrices de crecimiento celular, en
tratamientos de quemaduras y produccion de piel artificial (3). Se le puede encontrar
en suturas quirdrgicas reabsorbibles, vendajes, fibras, peliculas absorbibles vy
comestibles (3, 60, 67). Por su capacidad de retencion de humedad y elasticidad, se
puede entrecruzar para formar hidrogeles, especialmente para la difusion y liberacion

controlada de farmacos.(8, 55).

Tratamiento de aguas, remocion de metales, proteinas, tintes y otros
contaminantes: actla como agente acomplejante en la remocion de iones de

metales pesados (Pb™, Cu?y Fe™) (62). Asi mismo, se ha utilizado en la remocion de
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metales pesados de muestras de aguas residuales a diferentes valores de pH, y como
floculante de proteinas y grasas por ser un polielectrolito catiénico (63). Actua como
adsorbente (biodegradable y de bajo costo) para tintes y mordientes de industrias
textiles (64). Se puede emplear también en limpieza de albercas, de efluentes de
industrias alimenticias y de refinerias de petréleo (2, 3). Se ha utilizado también como
adsorbente de acidos humicos y fulvicos encontrados en suelos (65). En 2009 el
estudio de Balanta y colaboradores realizado en la Universidad del Valle, tuvo por
objetivo utilizar quitosano proveniente del micelio de Aspergillus niger como agente
floculante y coayudante en la eliminacion de materia organica y lodos procedentes de
aguas del rio Meléndez, permitiendo reducir hasta en un 50% el uso de FeCl; como
coagulante primario (54), contribuyendo asi a la reduccion de costos de esta materia

prima.
5.4 Peliculas a partir de polimeros

Para sus aplicaciones, los polimeros deben ser procesables y transformables ya sea
en forma de bloques, fibras, perlas, peliculas, pudiendo moldearse para obtener la
forma deseada. En algunos casos se deben agregar ciertos aditivos para mejorar sus
propiedades. En este proyecto se agregaron plastificantes los cuales se describen a

continuacion.
5.4.1 Plastificantes

Son sustancias que se incorporan a un polimero para mejorar la flexibilidad del mismo,
mediante la reduccién de la temperatura de transicion vitrea (Tg), y consecuentemente
la tension de deformacion, la dureza, la densidad, y la viscosidad (66), como
consecuencia de ello, la pelicula resultante adquiere flexibilidad y resistencia mecanica,
contribuyendo a la calidad de la misma. La interaccion entre un polimero y un
plastificante se aprecia en la figura 17, en donde el plastificante actia como un

espaciador.
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~— —~_ Polimero / Plastificante

Figura 17. Interacciones entre polimero y un plastificante. Fuente: autoria propia

Los plastificantes pueden ser de tipo externo, cuando sus moléculas se unen
quimicamente a las cadenas del polimero mediante enlaces de hidrogeno, fuerzas
intermoleculares, fuerzas de Van der Waals € interacciones ionicas.

Son de tipo interno si forman parte de las moléculas del polimero, evitando asi el
acercamiento entre las cadenas.

Finalmente, un plastificante puede presentar comportamiento hidréfilo si se
disuelve en medio acuoso cuando se ahade a las dispersiones de polimeros,
conduciendo a un aumento en la difusion del agua en el polimero.

En contraste, los plastificantes se podrian comportar como hidréfobos cuando
disminuyen la absorcion de agua, conllevando pérdidas en la flexibilidad, formando

zonas discontinuas durante el secado de la pelicula (66, 67)

5.4.2 Plastificantes a emplear en las peliculas de quitosano

En el caso del quitosano los plastificantes idoneos son los polialcoholes, siendo
algunos de ellos: etilenglicol, propilenglicol, glicerol, polietilenglicol y alcohol polivinilico,
destacandose por su facilidad al formar enlaces de hidrogeno y ser solubles en medios

acuosos. Sus estructuras quimicas y propiedades se indican en la tabla 4.
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Tabla 4. Plastificantes en la elaboracién de peliculas de quitosano Tomado de Vieira (66).

Plastificante Estructura Propiedades
Etilenglicol HO Por su toxicidad no es muy recomendable su uso en
\/\OH ; Y
peliculas.
. . oH Peliculas flexibles, biocompatibles, estables, buenas
Propilenglicol . o
OH propiedades mecanicas
Alcohol N Biocompatible, peliculas demasiado flexibles, estables,
polivinilico oHl n buenas propiedades mecanicas

oH Peliculas flexibles, biocompatible, estables, buenas

Glicerol propiedades mecanicas, incremento en la elongacion del
HO OH material.
. . 0 _H Peliculas flexibles, biocompatible, estables, buenas
Polietilenglicol H 0 . -~ . . L
n propiedades mecanicas. Mejora las propiedades elasticas

5.4.3 Elaboracion de peliculas: método de film casting (evaporacion de
disolventes)

El método de film casting o de evaporacion de disolventes consiste en una mezcla del
polimero y el plastificante en un solvente adecuado, bajo agitacion continua a
temperatura ambiente(68). Un requisito que debe cumplirse es que las disoluciones de
polimero como de plastificante sean miscibles entre si (en un mismo medio) y que el o
los disolventes se evaporen mediante calentamiento moderado. Usualmente la mezcla
es depositada sobre un recipiente, y durante el secado se producen peliculas que
gracias a la accion del plastificante presentan flexibilidad. Es importante encontrar las
condiciones adecuadas (solvente, concentracion, relacion polimero/plastificante) para
obtener peliculas con las propiedades deseadas. En general, los plastificantes deben
utilizarse en cantidades inferiores con respecto al polimero, para no causar efectos
adversos como la disminucion de las propiedades mecanicas e incrementos en la

permeabilidad de agua, dada la excesiva separacion de las cadenas poliméricas.

Otro de los métodos mas usados para preparar peliculas es el fundido por

calentamiento ya sea mediante extrusion o calentamiento entre dos placas.
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5.4.4 Aplicaciones de las peliculas de quitosano

Las peliculas de quitosano se han empleado en forma de vendajes para el tratamiento
de heridas. Estas se prepararon a partir de quitosano diluido (@l 1% y 2%)
respectivamente, por el método de evaporacion de disolventes sin usar plastificante
en el ano 2000 por Khan y colaboradores (69), y seguidamente en 2004 por Azad (70),
quien corrobord la regeneracion de tejidos mediante estudios histologicos.
Similarmente, en 2007 Zivanovic y sus colaboradores (77) elaboraron peliculas de
quitosano y determinaron sus propiedades mecanicas, al mismo tiempo que
estudiaron el efecto antibacterial para controlar cepas de Escherichia coli. A diferencia
de los anteriores, Cardenas en 2008 (60, 72), y Vargas en 2009 (39), cada uno junto a
sus colaboradores, obtuvieron peliculas comestibles de quitosano empleando glicerol
y acidos oleico y linoleico como plastificantes, midiendo también sus propiedades
mecanicas y realizando estudios histoldgicos. Por su parte, Zamora (67) produjo en
2010 peliculas comestibles de quitosano y colageno disueltos en acido acético al 0.5%
v/v sin usar plastificante. Hasta aqui, los investigadores mencionados han obtenido
peliculas con quitosano extraido de exoesqueletos de camardn. En nuestro laborarorio,
Diaz (73), empled quitosano extraido del micelio de Aspergillus niger, con la finalidad
de elaborar peliculas del polimero para el recubrimiento de semillas de maiz, y estudiar
su actividad antifungica. En el 2012 Chéavez y sus colaboradores(74), elaboraron
peliculas de quitosano siguiendo una metodologia similar a las anteriormente
mencionadas, enfocandose solamente en las propiedades mecanicas, comparando
las peliculas obtenidas con peliculas comerciales. Finalmente, en 2013, Leceta y
colaboradores(75) utilizaron peliculas de quitosano mediante el método film casting,
usando acido acético al 1% con glicerol como plastificante, siendo caracterizadas por
espectroscopia IR, andlisis termogravimétrico y rayos X. Las peliculas presentaron
flexibilidad y transparencia, para determinar actividad antimicrobial ante Escherichia
coli y Lactobacillus plantarum. Las peliculas obtenidas presentaron flexibilidad y

transparencia.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1 Reactivos utilizados

En la tabla 5 se especifican los reactivos utilizados durante el proyecto de investigacion
tal cual como se adquirieron, sin purificacion alguna. Los farmacos administrados a los
modelos animales y agentes de tincion empleados en los estudios histologicos son de

alta pureza también.

Tabla 5. Reactivos utilizados durante el proyecto de investigacion.

Reactivo Casa comercial % Pureza
Acido acético glacial Sucromiles S.A'y JT Baker 99.98 / 99.90
Acido citrico trihidratado Sucromiles S.A 99.90
Acido clorhidrico Panreac 37
Acido lactico Mol Labs 85
Acido férmico Profinas 99
Acido fosférico Sigma Aldrich 85
Acido sulfarico Merck 99
Acido oleico Merck 99
Cloruro de potasio Merck 99.5
Etanol Profinas y Sigma aldrich 99/99.80
Fosfato monobésico de
potasio Merck 99
Fosfato dibasico de potasio Merck 98
Ftalato acido de potasio Merck 99
Glicerina USP Agenquimicos S.A 99.71
Micelio seco Sucromiles S.A 10% humedad
NaOH analitico Merck 99
NaOH comercial Agenquimicos S.A 98.22
NaCl Merck 99.5
Quitosano comercial Sigma Aldrich 99
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6.2 Extraccion del quitosano del micelio de Aspergillus niger

De acuerdo al protocolo de extraccion del quitosano desarrollado en el grupo

SIMERQQO, las etapas del proceso son las siguientes:

1. Lavado y secado del micelio: se vertieron entre 200 a 500 g de micelio en un
recipiente de polipropileno de 10 L y se lavaron cinco veces con 4L de agua para
eliminar residuos de las impurezas remanentes de la produccién de é&cido citrico
(fosfatos, citratos de calcio y azlcares solubles en agua), hasta obtener una solucion
clara; posteriormente el micelio se introdujo en bandejas metélicas en un horno de
secado DiEs (disenos electronicos especiales) a 60°C durante 48 h hasta alcanzar una
masa constante. El micelio seco se almacend en un recipiente de polietileno de 1 kg

de capacidad para su posterior uso.

2. Hidrdlisis basica del micelio y deacetilacion de quitina: en una balanza analitica
Ohaus PA214 se pesaron 100.0021 g de micelio lavado y seco, los cuales se
transfirieron a un balén de fondo redondo de 1000 mL, se agregaron 500 mL de una
solucion de NaOH al 40% (p/v) (1 g de micelio seco / 5 mL de solucion basica y la
mezcla se mantuvo bajo agitacion mecanica constante, a una velocidad de 250 rpm
usando un agitador mecanico con paleta Heidolph RZR 2020 durante 4 h a una
temperatura de 110°C. Tras finalizar la reaccion y para retirar cualquier exceso de
hidroxido de sodio, la pasta formada, de consistencia semisélida (alrededor de 30 g
en base seca) se trasladd a un recipiente de polipropileno de 10 L, se lavd con 4 L de
agua y se filtré por gravedad mediante el uso de un filtro de tela. Esta operacion se
repitid siete veces hasta alcanzar un pH de 7-8 en las aguas del lavado obteniéndose

una pasta color crema.

3. Acidificacién: a la pasta obtenida (aproximadamente 30 g en base seca) se le
adicionaron 3 L de agua destilada, se acidificé con acido aceético glacial al 99% gota a
gota (8 mL en total) y se mantuvo bajo agitacion mecanica constante, a una velocidad
de 250 rpm usando un agitador mecanico con paleta Heidolph RZR 2020 durante 4 h

a temperatura ambiente hasta alcanzar un pH entre 3.4-3.8
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4. Precipitaciéon del quitosano: el sobrenadante acido e incoloro de la fase anterior (3
L) se separd de la pasta color crema mediante filtracion por gravedad (conservandose
la pasta para posteriores extracciones), se transfirio el liquido a un recipiente de 10 Ly
se basifico vertiendo NaOH al 30% (p/v), gota a gota (21 mL en total) con el fin de
precipitar el quitosano, manteniendo una agitacion constante a una velocidad de 250
rpm usando un agitador mecanico con paleta Heidolph RZR 2020, hasta alcanzar un
pH entre 9-11 y se dejo reposar para que las particulas de quitosano sedimentaran.
La separacion del polimero se logré mediante centrifugacion a una velocidad de 4500
rom usando una centrifuga International clinical centrifuge model CL durante 10
minutos, empleando botellas de polipropileno de aproximadamente 200 mL de

capacidad.

El quitosano obtenido se lavé con una mezcla de etanol y agua destilada en proporcion
50:50, y se filtrd al vacio usando un embudo Buchner, seguidamente el polimero se
introdujo a secado en horno a 60°C por espacio de 24 h, obteniéndose un sdlido de
color café claro (5.02 g en base seca). La pasta color crema que se separo previo a la
precipitacion del quitosano (aproximadamente 30 g) se reutilizd en una segunda y
tercera extraccion del polimero repitiendo los pasos de acidificacion y precipitacion.
Finalmente el polimero se purificd, disolviéndolo en acido acético al 2% v/v y se
reprecipitd empleando NaOH al 30% v/v, con el fin de separarlo de las fracciones

quitino-glucanas insolubles remanentes.
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El esquema 9 resume todo el protocolo de extraccion antes descrito.

H,O efluentes H,O efluentes

| 1 | 1

60°C Seco 4h, 100°C Hidrolizada Filtracion l
basica

Pasta
neutra

EtOH:H,O efluentes Tto. Acido, 25°Cl
l t=4h, pH=3.4-3.8
M Sobrenadante HOCATEEEY
NaOH 30% p/v 4cido Filtracion cida
AcOH l
2% v/v

0 -
NH* Re-precipitacion  ISMICEEE

Lavados H,O:EtOH

Esquema 9. Diagrama de bloques para la extraccion del micelio de Aspergillus niger. Fuente:
autoria propia.

6.3 Identificacion y caracterizacion fisicoquimica del quitosano obtenido
6.3.1 Grado de deacetilacion del quitosano obtenido
6.3.1.1 Determinacion por analisis elemental

Para encontrar la medicion de la relacion carbono nitrégeno (C/N) en la muestra de
quitosano y compararla en relacion a la quitina (100% acetilada) (46, 55, 73) se
utilizaron 10 mg de muestra, los cuales se introdujeron en un analizador elemental
Thermo Flash EA 1112 Series.

6.3.1.2 Determinacion por titulacion potenciométrica

De acuerdo a la metodologia sugerida por Parada (45), en un vaso de 50 mL, se
depositaron 0.5 g de quitosano, se disolvieron con 20 mL de HCI 0.3 M, bajo agitacion
mecanica a una velocidad de 60 rpm y se adiciond, gota a gota, desde una bureta de

25 mL, una solucion de NaOH 0.1 M estandarizada previamente por duplicado con
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ftalato acido de potasio (KHP) 0.1 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Con la
ayuda de un pHmetro Schott Gerate CG-820, se determind gradualmente el pH tras

la adicion de cada 0.5 mL de NaOH, y la valoracion finalizé cuando el pH llegd a 12.

6.3.2 Identificacion espectroscopica (FTIR y RMN) del quitosano

La determinacion cualitativa de los grupos funcionales del quitosano obtenido se
confirmd mediante espectroscopia infrarroja, utilizando el método de pastilla de KBr en
un espectrofotbmetro IR Thermo Scientific Nicolet 6700, del laboratorio de

espectroscopia de la Universidad del Valle.

Ilgualmente se hizo uso del espectrometro de RMN Bruker Avance Il del mismo
laboratorio de espectroscopia, para detectar los nucleos de hidrogeno del quitosano
(RMN-"H) utilizando 20 mg de muestra, que se depositd en un tubo de vidrio especial
para resonancia, y se disolvio utilizando dos gotas de CF;COOH y 0.5 mL de DMSO-
d6 como solvente deuterado. Las condiciones de trabajo fueron: temperatura de 25°C

y frecuencia de 400 MHz.

Al no poderse observar sefnales definidas por RMN-"°C convencional, se optd por
realizar el experimento de RMN-"°C-CP-MAS (Cross Polarizated Magic Angle Spinning)
0 polarizacion cruzada con angulo magico en sdlido, el cual se llevé a cabo empleando
10 mg de una muestra de quitosano depositada en un rotor de zirconio de 5 mm de
diametro, con las siguientes condiciones de trabajo: frecuencia de 100 MHz, 653
scans, frecuencia de barrido de 29760 Hz, tiempo de adquisicion de 1.10 s, vy

temperatura de 25°C.

6.3.3 Analisis térmico del quitosano

Los estudios térmicos se realizaron en el grupo de transiciones de fase del
departamento de fisica de la Universidad del Valle. A una muestra de 4.83 mg del
quitosano obtenido se le determind el porcentaje de pérdida de peso mediante andlisis
termogravimeétrico (TGA) en una termobalanza TA Instruments 2050, ajustada en un

rango de temperatura de trabajo entre 25-300°C (para evidenciar la estabilidad del
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polimero). Posteriormente, usando un calorimetro diferencial de barrido DSC Q100 se
le determind a 5.10 mg de muestra, la temperatura de transicion vitrea, en un rango

de trabajo entre -89 hasta 320°C con una rampa de calentamiento de 10°C/min.

6.3.4 Determinacion del peso molecular del quitosano

En términos generales, la viscosidad es la resistencia de un liquido a fluir cuando se le
aplica una fuerza, es decir, los fluidos de viscosidad alta presentaran resistencia a fluir,
y en contraste, los fluidos de viscosidad baja fluiran con facilidad. La ecuacion 1,

correspondiente a la viscosidad es la siguiente(76)

n = Bppt Ecuacién 1

En dicha ecuacion n es la viscosidad para cada solucion del polimero (en poise), t es
el tiempo (s) en que las distintas soluciones pasan desde la marca superior hasta la
marca inferior del bulbo del viscosimetro, ps es la densidad (g/mL) de cada solucién de
quitosano, y B es la constante de trabajo (cm?/s?), resultante de la calibracion del

viscosimetro empleado.

La determinacion del peso molecular promedio del quitosano se realizd por
viscosimetria capilar, de acuerdo a la metodologia de Parada y Kassai (45, 77).
Inicialmente se calibrd un viscosimetro Ubbelohde con tamano de capilar OC # 206
utilizando agua, el cual estuvo inmerso durante todas las mediciones en un bano
termostatico Lauda Alpha RA 8, a 25°C. Posteriormente se depositaron 10 mL de
diferentes soluciones diluidas de quitosano (en el orden de 10” a 10° g/mL) las cuales
fueron preparadas usando una mezcla de acido acético 0.1 M y NaCl 0.2 M en
proporcion 1:1. Las medidas del tiempo de caida en que cada solucion se desplazaba
desde la marca superior a la inferior se repitieron cinco veces para cada muestra (para

asi corroborar que el tiempo de caida no cambia en una misma medida).

45



6.3.5 Resumen de métodos de caracterizacion fisicoquimica del quitosano

En la tabla 6 se agrupan las diversas maneras en que puede ser caracterizado el
quitosano, siendo el peso molecular y el grado de deacetilacion dos parametros

importantes que definen su uso (segun la aplicacion que se le vaya a dar al polimero).

Tabla 6. Métodos de caracterizacion fisicoquimica del quitosano. Fuente: autoria propia.

Propiedad Forma de caracterizacion Informacion entregada ‘
Espectroscopia Infrarroja Grupos funcionales
Estr r . . Nucleos de hidrégeno
structura Resonancia magnética nuclear ('H, 13C) 9 y
molecular carbono presentes
Difraccién de rayos X Carécter amorfo del polimero
Espectroscopia Infrarroja
Espectroscopia de Resonancia magnética Porcentaje estimado de grupos
Grado de . L
nuclear ('H, '3C) amino libres en las cadenas del

deacetilacion s ,
Andlisis elemental polimero

Valoracién potenciométrica
Peso molecular promedio en
Peso Viscosimetria capilar viscosidad (Mv); Peso
molecular Cromatografia de permeacion en gel (GPC)* molecular real del polimero e
indice de polidispersidad.
Tg (temperatura de transicion
vitrea); Tm (temperatura de
fusién); Td (temperatura de
descomposicion); pérdida de
masa.

Transiciones Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
térmicas Andlisis termogravimétrico (TGA)

* Estas determinaciones no se realizaron
6.4 Elaboracion de peliculas de quitosano
6.4.1 Seleccion de variables mediante diseno experimental

Se utiliza un disefio experimental para elegir que variables influyen en la formacion de
las peliculas, tomando como variables la concentracion del polimero (CP), la
concentracion del glicerol (CG) y la concentracion de acido oleico (CA), a dos niveles
(un valor alto y un valor bajo). Asi, el disefo factorial resulta ser de tipo 2%, representado

por la siguiente ecuacion.

#Exp =1+ 2K Ecuacién 2
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En la ecuacion 2, #Exp es el numero de experimentos a realizar, los cuales fueron 16
en total, r es el numero de repeticiones (se trabajé por duplicado), la base 2 es el
numero de niveles para cada variable, y k=3 es el nimero de variables (ya

mencionadas)

El andlisis de los datos se realizd con el programa Minitab 16 manteniendo un intervalo
de confianza del 95% para evaluar el efecto principal de cada variable y el efecto de
interaccion entre los mismos sobre la respuesta. El diseno se describe mediante la

ecuacion 3.

Y=Bo+P1CG+P2CP+P:CA+B1:1CG*+B22CP*+B33:CA*+B12CG*CP+B13CG*CA+B2:CP*CA+e  Ecuacion 3

En donde CG, CP y CA son las variables elegidas, Bo, B1, hasta B2s representan los
coeficientes de regresion, con Bocomo intercepto, P, B2y B3 son los efectos lineales
entre las variables, B11, P22 y B33 son los efectos cuadraticos entre las variables, B1z, Bizy
B23 son las interacciones entre las variables y gees el error aleatorio. Para simplificar el

modelo, solamente se incluyeron los coeficientes que tienen significado estadistico, es

decir un valor de error p inferior a 0.05.

6.4.2 Fabricacion de peliculas de quitosano con acido acético y mezcla

plastificante

Las peliculas de quitosano fueron preparadas por el método de film casting (39, 60) o
evaporacion de disolventes de acuerdo a los parametros proveidos por el diseno
experimental. Para tal fin, se prepard una disolucion diluida de quitosano al 1% (p/v)
disuelto en una solucion de acido acético al 1% (v/v) (previamente preparada con agua
desionizada). Para facilitar la desintegracion de los granulos de quitosano, antes de
aforar la solucion, se introdujo previamente la misma al equipo de ultrasonido Branson
2510, durante una hora, a 30°C, con el fin de evitar la presencia de sdlidos en las

peliculas finales. Tras disolver por completo la solucion de quitosano, esta se pasa por
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membranas de tamano de poro 0.45 um. Este procedimiento se repitio, utilizando los

acidos formico, clorhidrico, citrico y fosférico al 1% Vv/v.

La mezcla plastificante empleada consistio en acido oleico al 1% (v/v) disuelto en etanol
y glicerina al 1% (v/v) disuelta en agua desionizada, ambas soluciones fueron
igualmente filtradas previo a su mezclado por membranas de tamano de poro 0.45 um

y se utilizaron en una relacion 1:1 en volumen, siendo esta la mezcla plastificante.

Para elaborar las peliculas, se tomaron cajas Petri de polietileno (100 mm de diametro
x 15 mm de altura), con una capacidad de almacenamiento de 20 mL en volumen. En
torno a este valor se calculd el volumen de disolucion de quitosano y de mezcla
plastificante a depositar en las cajas. Las cinco proporciones (polimero: mezcla
plastificante) usadas en las peliculas fueron 50:50; 60:40; 70:30; 80:20 y 90:10.

Para cada proporcion, se anadio inicialmente la disolucion de quitosano a un vaso de
50 mL, luego se anadio la mezcla de plastificantes lentamente y gota a gota sobre la
solucion del polimero. La mezcla final se mantuvo bajo agitacion mecanica constante
usando un agitador magnético Hanna HI 190M durante 2 h a una velocidad de 150
rom a temperatura ambiente. Tras finalizar el periodo de agitacion, la disolucion fue
transferida a su correspondiente caja Petri, repitiéndose este procedimiento para las
demas mezclas. Las cajas se introducen a un horno convencional para permitir la
evaporacion de los disolventes empleados, a una temperatura de 60°C durante 48 h.
Finalizado este tiempo, las peliculas se desprendieron faciimente mediante el uso de
una espatula de acero o pinzas sujetadoras. El esquema 10 ilustra claramente el

procedimiento realizado.
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100 x 15 mm
Caja Petri plastica

quitosano 1%  Mezcla plastificante: 60°C, 48 h
en a. acético a.g(lj'leécc?l 11(:{; eerr]I E't%H t mezcla: 2h
1% Icer o 2 agitacion
GO e
Pelicula

Esquema 10. Preparacioén de las peliculas de quitosano. Fuente: autoria propia.

6.4.3 Fabricacion de peliculas de quitosano con diferentes acidos

Se estudio el efecto que tendria el utilizar acidos diferentes al acido acético sobre las
peliculas de quitosano, para tal fin se utilizd una disolucion de quitosano en acido
lactico, acido férmico, acido citrico, acido fosfoérico y acido clorhidrico (todas a la
concentracion de 1% p/v o v/v segun el caso) siguiendo la metodologia antes descrita,

con la excepcion del uso de mezcla plastificante.
6.4.4 Caracterizacion de las peliculas de quitosano obtenidas

6.4.4.1 Difraccién de rayos X

En el laboratorio de rayos X del departamento de Fisica de la Universidad del Valle se
tomaron difractogramas de rayos X al quitosano obtenido en forma granular y a las
peliculas elaboradas con dicho polimero, en un difractémetro de Rayos X PANAlytical
XPert Pro Powder, usando un tubo de cobre de 320 mm de diametro, operado a 45
kV, 40 mA, para contener las muestras durante las mediciones, en un rango de trabajo
entre 5 a 120° y 2000 - 6000 scans. Todos estos experimentos se hicieron utilizando

la técnica WAXS (wide angle X-ray scattering o barrido de rayos X de angulo amplio).
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6.4.4.2 Microscopia electrénica de barrido para las peliculas obtenidas

Para estudiar la superficie de las peliculas de quitosano obtenidas se les tomd
micrografias a trozos seleccionados de 4 x 4 mm de cada una de las peliculas haciendo
uso del microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6490LV de la escuela de
ingenieria de materiales de la Universidad del Valle con aumentos de 200x y 1000x, y

a una escala entre 10-100 um.
6.4.4.3 Ensayos de tension para las peliculas obtenidas

De acuerdo a la norma ASTM D638 para ensayos de tension(78), las peliculas de
quitosano fueron caracterizadas mediante una maquina de ensayos universales Tinius
Olsen HK50S en la escuela de ingenieria de materiales de la Universidad del Valle. De
cada pelicula se recortaron tiras rectangulares de 20 mm de ancho y 50 mm de altura,
siendo sometidas a ensayos de tensidn mecanica, habiendo sujetado cada tira en
sentido vertical por medio de dos mordazas entre los extremos superior e inferior hasta

que ocurriera la falla estructural (rotura de las mismas) a una velocidad de 5 mm/min.

6.4.4.4 Estudios de degradacion hidrolitica (in vitro)

A las peliculas de quitosano elaboradas, se les realizd un estudio de degradacion
hidrolitica, de acuerdo a la norma ASTM F1635-11(79). Para ello se empled una
solucion reguladora de fosfatos (pH 7.47), a una temperatura de 37°C. La solucion see
prepard empleando agua desionizada, y las siguientes sales con su respectiva
concentracion: NaCl (137 mM), KCI (2.68 mM), K:HPO, (10.14 mM) y KH,PO. (1.76
mM). La solucién se ajusté al pH requerido con HCI o NaOH 0.1 M segun el caso. Se
cortaron trozos pequenos de cada una de las peliculas (150 mg) y se introdujeron en
tubos con tapa rosca que se llenaban hasta su totalidad con 10 mL de la solucion
reguladora de fosfatos. Todos los tubos se colocaron al interior de la camara de
degradacion construida en el grupo de investigacion SIMERQO, que consta de un
termostato para mantener regulada la temperatura a 37°C durante 35 dias (siete

semanas). Cada 3 o 4 dias se retiraban las muestras, a las que se le tomaba su peso
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humedo tras secarlas con una toalla de papel, se lavaban con agua desionizada y se
secaban en horno a 60°C durante 48 h hasta que el peso de cada una de las muestras
fuese constante. Pasado este tiempo, el material seco se introdujo de nuevo en su
tubo correspondiente para repetir de nuevo el ciclo. Se calculd la pérdida de peso de

acuerdo a la ecuacion 4 (55, 61, 67).

_(Wi-W 0 o
W, = ( i )x 100% Ecuacion 4

Donde W, representa el porcentaje de pérdida de peso, W, el peso inicial de cada
pelicula seca y W, el peso final de cada una de las peliculas secas luego de haberse

degradado.

6.5 Estudio con modelos animales e implantacion in vivo

6.5.1 Procedimiento pre-quirurgico

El comportamiento de biocompatibilidad en las peliculas de quitosano se estudié en la
Universidad del Valle sede San Fernando, empleando modelos animales, los cuales
fueron cinco ratas Wistar albinas de las especie Rattus norvegicus. A las ratas, de un
ano de edad, y 180-220 g de peso, les fueron implantadas muestras de algunas de

las peliculas de quitosano extraido y comercial (proporciones 80:20, 90:10 y 100:0).

Las ratas fueron mantenidas en nichos individuales en un bioterio, sitio en donde se
dieron las condiciones idoneas para la estancia de los modelos animales, en cuanto a

alimentacion y cuidados se refiere, bajo un constante monitoreo.

6.5.2 Procedimiento quirurgico

El procedimiento quirdrgico se realizd de acuerdo a los lineamientos establecidos y
reconocidos internacionalmente por la norma ISO 10993 seccion 6 (80), contando con
el aval del comité de ética animal de la Universidad del Valle, siendo realizado en la
sede San Fernando. Los modelos animales fueron pesados para determinar las dosis
de los medicamentos anestésicos a administrar, hasta conseguir el nivel de sedacion
deseado. En cada modelo animal se empled una mezcla de barbitUricos: maleato de

acepromacina (0,6 mg/kg, via Intramuscular); xilacina al 2% (0.6 mg/kg, via
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intramuscular) y ketamina (0.7 mg/kg, via Intramuscular). Seguidamente se determiné
que el material experimental ingresaria en localizacion subdérmica con un periodo de
implantacion de 21 dias. A cada uno de los modelos se le desinfecto la region central
dorsal con Isodine solucion (yodopovidona) (ver figura 18a), después se realizd una
incision de 2 cm de longitud en la linea media dorsal, con mango de bisturi # 3 y hoja
# 15 hasta llegar al tejido subcutaneo (ver figura 18b). Utilizando pinzas romas se
crearon tres bolsas subcutaneas a cada lado de la linea media (ver figura 18c) y se
introdujo en las del lado derecho el material experimental (peliculas de quitosano con
plastificante), y al lado izquierdo el material de control (peliculas de quitosano

comercial).

Figura 18. Procedimiento de implantacién de las peliculas de quitosano: rasurado y desinfeccién
(a); incisién en la epidermis (b); implantacion de las peliculas (c); sutura de la zona dorsal (d).
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La incision quirdrgica fue cerrada con sutura absorbible del tipo 4.0 realizando puntos
simples a nivel cutaneo, y se aplicé el antibidtico gentamicina por via topica para
proteger el area suturada (ver figura 18d). En los cuidados postoperatorios se aplicd
clindamicina (600 mg/Kg, via intramuscular) y tramadol (2mg/kg, via intramuscular), en

los 5 dias siguientes se suministrd acetaminofén en gotas para combatir el dolor.

6.5.3 Procedimiento de eutanasia y recuperacion de las muestras en las zonas

implantadas

Después de 21 dias de estudio, en el bioterio de la Universidad del Valle sede San
Fernando se le administré a todos los modelos animales Eutanex comercial®
(pentobarbital sédico 390 mg vy difenilhidantoina sédica 50 mg, 0.04 ml/kg, via
intraperitoneal) para sacrificarlos. Las muestras para analisis histologico se tomaron del
tejido conectivo circundante a la implantacion, y se fijaron en una solucion reguladora
de fenol y TRIS HCI 10 mM con EDTA 1mM a pH 8.0, mediante el método de inclusion

en parafina. Como agentes de tincion celular se utilizaron hematoxilina y eosina.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Extraccion del quitosano del micelio de Aspergillus niger

Durante la hidrdlisis en medio fuertemente alcalino del micelio de Aspergillus niger
ocurrié la ruptura de la pared celular con la liberacion de los componentes de la misma,
es decir proteinas, azucares y en particular el complejo quitino-glucano (ver estructura

propuesta en la figura 19).

%O HO 0 1
NH
HSC——C
O

Figura 19. Estructura propuesta del complejo quitino-glucano con unién B-(1-3) entre quitina
(negro) y glucano (azul). Fuente: autoria propia

\

\

A medida que la reaccion transcurre ante el cambio de pH y el aumento progresivo de
la temperatura, las proteinas se desnaturalizan, perdiendo asi sus estructuras
tridimensionales (terciaria y cuaternaria), para transformarse en una larga hebra de
péptidos y aminoacidos conocida como estructura primaria, resultando en la formacion

de una pasta de consistencia blanda, indicando que el micelio se degradd.

En el caso de los azucares, el aumento de temperatura ocasioné que estos se
degradaran y como consecuencia de ello, la pasta blanda fue impregnada de un color
pardo. Estos azlcares degradados se separaron completamente de la pasta por
medio de lavados sucesivos con agua, resultando un efluente de color café y pH

alcalino. Por otra parte, la pasta blanda corresponde al complejo quitino-glucano
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(insoluble en agua, y una masa en base seca de 27.1215 g) que mediante hidrdlisis
alcalina sobre los enlaces glucosidicos, se separé en dos polisacaridos: quitina y

glucanos, de acuerdo a la reaccion propuesta en la figura 20a.

OH OH
0 0
oH o Oho
NH NH
o 2 4 NaOH HyC—C Ho—d oM
HO 0] OH a 3 \\ 3! \\O
hH HO 2 4h, 110°C
H3C—C\\ o) OH ’ Quitina
o) oH | 4

OH
Complejo quitino-glucano HO O OH
HO Q
0 OH
o OH N

Glucanos

Figura 20a Hidrdlisis basica del complejo quitino-glucano. Fuente: autoria propia.

Estando ya separada la quitina, ocurrié la hidrdlisis basica sobre los grupos acetamido
(deacetilacion), para dar lugar a la formacion del quitosano, de acuerdo a la reaccion

que se indica en la figura 20b.

OH OH OH OH
0o 0 NaOH 0 o)
4h, 110°C
NH NH NH NH,
/ / n / n
\
\O

HsC—C HaC—C H:C—C
N\ N\ °
\O \o

Figura 20b. Deacetilacion de quitina para producir quitosano. Fuente: autoria propia.

El mecanismo propuesto de obtencidn del quitosano a partir de quitina se puede

representar de la siguiente manera, de acuerdo a lo indicado en la figura 21.
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0 ) 0 0
)Q R-NH )J\ R-NH
R R o 3 —_— + -INF2
( N/ \'N/ N/ o
OH

Figura 21. Mecanismo de hidrdlisis de la quitina hacia quitosano. El grupo R es el extremo o
fraccién azucar de la D-glucosamina. Fuente: autoria propia.

Para comprender dicho mecanismo, después de realizado el atague nucleofilico sobre
el carbono carbonilo del grupo acetamido, el temporal e inestable complejo tetraédrico
se rompe, originando la salida del grupo amino cargado negativamente, que
posteriormente neutraliza su carga arrebatandole un protén al acido acético, quedando

asi el quitosano protonado y el ion acetato en solucion.

El quitosano (insoluble en agua y en medio alcalino) permanece unido a la pasta blanda,
junto a los glucanos y para separarlo fue necesario modificar el pH del medio,
llevandolo hasta el rango de 3.4-3.8, mediante el uso de acido acético, el cual protona
los grupos amino libres del quitosano, haciéndolo soluble en la solucidn acuosa acida.
Una de las ventajas al utilizar acido acético es que no se requirié de calentamiento
posterior para solubilizar al quitosano a diferencia, por ejemplo respecto al uso de HCI
(87). La separacion completa del ahora quitosano protonado se da mediante
centrifugacion (y posteriormente filtracion), permaneciendo el polimero en el
sobrenadante, ya que los elementos mas densos (en este caso los glucanos insolubles

en agua) se asientan al fondo de los recipientes utilizados.

Finalmente, el quitosano se precipita de la disolucion acuosa tras la adicion de NaOH
al 30% p/v habiendo alcanzado un pH entre 9-11, teniendo en cuenta el
comportamiento de una amina primaria ante un equilibrio acido base como el mostrado

en la figura 22.
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pH: 9-11 pH: 3.4-3.8

Figura 22. Equilibrio acido base en el quitosano. Fuente: autoria propia

El exceso de hidroxido de sodio y las posibles impurezas que tuviera el quitosano se
eliminaron mediante lavados con agua y etanol, siendo este un método de purificacion
sencillo, ya que dada la ausencia de subproductos, la reaccion no requeria un mayor
grado de purificacion. Cabe destacar que el rendimiento obtenido para esta extraccion,
fue del 5.02% (5.02 g de quitosano extraido sobre 100 g de micelio seco) comparable
al obtenido en estudios previos con quitosano de Aspergillus niger en nuestro grupo
de investigacion SIMERQO por Mufioz (6.93%) (55) y Diaz (6.2%) (73), siendo superior
al reportado por Cundumi (3.83%) (27) y al obtenido previamente por el autor en su
tesis de pregrado (1.07%) (54). Por otro lado, investigadores japoneses estudiaron
durante once anos el proceso de produccion de quitosano empleando varias especies
de hongos y obtuvieron rendimientos de extraccion que varian entre 2.29 y 12.7%
dependiendo de muchas variables como la cepa de hongo que se Utilice, tipo de
fermentacion (continua o en “batch”), composicion del medio de fermentacion,
condiciones de fermentacion y procedimento de extraccion (49). Segun Miyoshi y sus
colaboradores (52) utilizaron diferentes cepas de hongos (Absidia Coerulea, Mucor
rouxii, Rhizopus dellemar, Mortierrella isabelina y Cunninghamella blakesleeana)
obteniendo porcentajes de rendimiento de extraccion para el quitosano entre 1.2 y
10.4%, un rango de pesos moleculares entre 1.0 a 4.5 x 10° g/mol y un rango de grado
de deacetilacion entre 5-59%, Como se observa el rendimiento obtenido en esta
investigacion cae dentro de los rangos antes mencionados teniendo en cuenta los

diferentes factores que pueden afectar su valor.
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7.2 Caracterizacion fisicoquimica del quitosano obtenido
7.2.1 Espectroscopia infrarroja del quitosano

Para la determinacion de los grupos funcionales del polimero, se han superpuesto los
espectros de infrarrojo del quitosano obtenido y del quitosano comercial, encontrando
que son muy similares, ya que practicamente aparecen las mismas bandas (ver grafica
2).

895
|
1663| 1320
1549
| 1426
3445 1171
1078
—— Quitosano comercial —— Quitosano extraido
I ! 1 T 1 T 1 ! 1 T 1 T 1 T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’1)

Grafica 2. Espectros de infrarrojo del quitosano extraido y del quitosano comercial.

Se logra apreciar la vibracion de tension del grupo amino (v N-H) en 3445 cm™ como
una banda amplia y ancha, sin embargo no se logra apreciar el doblete caracteristico
de las aminas primarias, debido al solapamiento con las vibraciones de tension
aportadas por los grupos hidroxilo (v O-H). Enseguida, a 2927 cm™ aparece la
vibracion de tension simétrica de los enlaces carbono - hidrégeno (vs C-H), luego en

1663 cm aparece la vibracion de tension del grupo carbonilo (v C=0) perteneciente
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al grupo acetamido, correspondiente a la banda de amida tipo | por ser una amida N
sustituida, mientras que la banda de amida tipo Il relacionada con la vibracion de
deformacion (v N-H) aparece en 1549 cm™. La vibracion de deformacion en tijera para

los grupos metileno (§s C-H) aparece a 1426 cm’, la vibraciéon de tension del enlace

(v C-N) conocida como banda de amida tipo Ill, que se aprecia a 1320 cm™, después
se logra divisar que a 1171 cm™ aparece la vibracion de tension del enlace C-O simple
(v C-0). Finalmente, las bandas localizadas a 1078 y 895 cm™ indican que hay una
union mediante enlaces B-(1,4) glucosidicos en el quitosano, correspondiente al enlace
C-0O-C (82). Tras haber analizado el espectro infrarrojo del quitosano obtenido no se
evidencian bandas debidas a impurezas o subproductos, o disolventes con que se

hicieron los lavados, con lo que se asume que el quitosano estaba purificado.

Para evitar comparar todas las bandas de los grupos funcionales del quitosano con
espectros infrarrojos de la literatura, destacando en particular las asociadas a la
vibracion de tension del grupo carbonilo o banda de amida tipo | (1660-1630 cm™) y la
banda de vibracion de tensiéon de los enlaces N-H y O-H (3419-3450 cm’) reportadas
por Kumirska (82) y Pawlak (83), coincidiendo con las asignadas para el quitosano

obtenido.

Ahora, con relacion a los espectros infrarrojo de las peliculas de quitosano (ver grafica
3) estas conservan las bandas anteriormente discutidas, con la diferencia que la
vibracion de tension del grupo amino (v N-H) ahora se encuentra solapada con las
vibraciones de tension de los grupos hidroxilo (v O-H) del polimero, del glicerol y del
4cido oleico, alrededor de 3400 cm™, a 2920 cm™ aparece la vibraciéon de tension
simétrica de los enlaces carbono - hidrogeno (vs C-H) tanto del glicerol como del acido
oleico, y alrededor de 1700 cm™' se aprecia débilmente la vibracion de tension del grupo
carbonilo (v C=0) para el acido oleico, finalmente, cerca de 1600 cm™ aparecen
bandas de intensidad media, que representan la vibracion de tension del enlace vinilico
(v C=C).
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Grafica 3. Espectros de infrarrojo de las peliculas de quitosano elaboradas. Q: Quitosano y PL:
plastificante.

Las diferencias entre los espectros infrarrojos de las peliculas se deben a la cantidad
de mezcla plastificante adicionada (glicerol y acido oleico), es por ello que la banda
asociada a los grupos —OH del glicerol se ve mas intensa en las peliculas de
proporciones 50:50, 60:40 frente a lo observado en las peliculas donde hay menos
contenido de mezcla plastificante (80:20 y 90:10) respectivamente. En los espectros
de infrarrojo de la gréfica 3 no se encontraron bandas que indiquen impurezas en las
peliculas obtenidas. Las bandas observadas coinciden con las ya reportadas por
Leceta (68) quien trabajo con peliculas de quitosano y glicerol, y Cardenas (72) quien

trabajo con peliculas de quitosano, acido oleico y glicerol.

7.2.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear ('H y '*C-CP-MAS) del

quitosano

Con respecto al espectro de resonancia magnética protonica, en el quitosano se
encuentran las siguientes senales: a 2.03 ppm aparece como un singulete la senal

relacionada al grupo metilo de la fraccion acetamido (NHCOCHs) de la N-acetil-D-
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glucosamina, a 2.90 ppm surge la sefnal correspondiente al proton H2 de la D-
glucosamina, la region comprendida entre 3.49 - 3.69 ppm muestra las sefales
solapadas de los protones H3-H6 de las unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina, en 3.69 ppm aparece superpuesta la senal correspondiente a los
hidrogenos del grupo amino, a 4.75 ppm aparece la senal del proton H1
correspondiente a la D-glucosamina. No se exhibe la sefal correspondiente a los
grupos amino libres, y la senal del disolvente empleado (DMSO-d6) aparece a 2.53

ppm. Estas sefnales se aprecian en la grafica 4.

N-Acetil-D-glucosamina D-glucosamina

3.69+

r3.49 2.037
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Grafica 4. Espectro RMN-'H de quitosano en CFsCOOH/DMSO-d6 (25°C, 400 MHz)
Del espectro se puede inferir que las senales solapadas se pueden atribuir que a las
cadenas del polimero se encontraban muy unidas impidiendo distinguir los nlcleos
individuales, por ejemplo, de los protones H3-H6. El solapamiento también podria

reflejar la pérdida de la cristalinidad cuando ocurre la deacetilacion de quitina, ya que
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en ella se dan varios enlaces de hidroégeno intramoleculares, los cuales le confieren un

ordenamiento estructural (2).

Ahora, con respecto al espectro de resonancia magnética de carbono del quitosano,
(ver grafica 5) la asignacion de sefales es la siguiente: a 26.50 ppm aparece la senal
correspondiente al grupo metilo de la fraccion acetamido; la sefal perteneciente al C2
aparece en 60.09 ppm; luego se aprecia la senal del C6 en 64.10 ppm; las senales de
los carbonos C3 y C5 aparecen enseguida en 78.35 ppm, en el caso del C4 su senal
aparece en 86.56 ppm; seguidamente, la senal de C1 aparece a 108.05 ppm vy
finalmente el grupo carbonilo (C=0) perteneciente a la fraccion acetamido aparece con
poca intensidad en 182.57 ppm, esto se le puede atribuir a que los nlcleos de carbono
13 presentan una abundancia baja, y requieren mas tiempo de trabajo por parte del
instrumento, es decir, no se observa porque la senal no es mayor que el nivel de ruido
de la linea base. A pesar de lo ocurrido, una ventaja de la técnica de CP-MAS frente a
la toma normal de un espectro de RMN-"°C es la resolucién del espectro, la cual es
mas nitida respecto a un espectro de RMN-"°C normal. Cabe resaltar que las sefiales
de los carbonos designados como C1 a C6 pertenecen a las fracciones de D-

glucosamina y N-acetil-D-glucosamina.
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Grafica 5. Espectro RMN-13C-CP-MAS de quitosano (25°C, 100 MHz)
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Ambos espectros de resonancia magnética evidenciaron la pureza del quitosano
obtenido, ya que no se encontraron variaciones en los desplazamientos quimicos o
senales andmalas en los espectros, coincidiendo las sefiales asignadas con las ya

reportadas en la literatura por algunos autores (47, 82).
7.2.3 Determinacioén del peso molecular promedio en viscosidad del quitosano

El peso molecular del quitosano por viscosimetria capilar se determind mediante varios
parametros, siendo el primero de ellos la viscosidad relativa 1, que resulta de la relacion
entre la viscosidad de cada solucion del polimero (m) y del solvente empleado (n.) a la

misma temperatura, es decirn, =n/na.

Una vez calculada la viscosidad relativa, se determind la viscosidad especifica como
Nx=N~-1, que se expresa como la viscosidad reducida (ns/ps), siendo la relacion entre
la viscosidad especifica s Y la concentracion en peso del polimero (ps) cuando su

limite tiende a cero, de acuerdo a la ecuacion 5.

n
Na —-1 y
[n] = lim M = lim M = lim Nsp Ecuacién 5
Pp—0 Pp Pp=0 Py Pp—0 P

La viscosidad intrinseca [n] se obtiene al graficar la viscosidad reducida de cada
solucién en funcion de la concentracion en peso de cada solucion diluida del polimero
mediante la ecuacion 6 de Huggins (45), donde Ky es el coeficiente de Huggins.

Osp

oy Ky[nl?pp + [n] Ecuacion 6
b

La tabla 7 muestra los datos obtenidos para cada solucion diluida de quitosano tras
realizar las mediciones con el viscosimetro y efectuar los célculos con las ecuaciones

antes descritas.
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Tabla 7. Analisis viscosimétrico para el quitosano obtenido (25°C, NaCl 0.2 M/ CHsCOOH 0.1 M)

Concentracion (g/mL)

Densidad

Tiempo de caida

nr

Nsp

Nsp/pp (ML/Q)

1x10*
2x10"
3x10*
5x 10"
7x10*
9x10*
1x10°

(g/mL)
0.9498
0.9534
0.9585
0.9602
0.9663
0.9668
0.9835

O
302.34
312.23
326.95
369.88
388.09
445.49
471.56

1.008
1.045
1.100
1.247
1.316
1.512
1.628

0.008
0.045
0.100
0.247
0.316
0.512
0.628

80.00
224.65
333.49
493.41
451.97
568.74
627.97

Se procede a graficar los datos de la tabla 7, obteniéndose la grafica 6.
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Grafica 6. Viscosidad reducida de las disoluciones de quitosano en funcién de la concentracion.

Al hacer la regresion lineal y por analogia con la ecuacion de Huggins, se obtiene la

ecuacion 7, la cual se ajusta a los datos de la tabla 7 y la gréafica 6.
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Tsp _ 526149.63p, + 119.06 Ecuacion 7

Pp

Comparando con la ecuacion 6, el término [n] corresponde al intercepto y Ky[n]?
corresponde a la pendiente de la grafica. El coeficiente r de la linea recta de la grafica

6 es de 0.94, lo que indica una buena linealidad en la regresion de los datos.

Finalmente, para conocer el peso molecular promedia por viscosidad se emplea la
ecuacion 8 de Mark-Houwink-Sakurada (77), que establece una relacion entre la

viscosidad intrinseca [n] y el peso molecular a encontrar (M,).

1/a
M, = (M) Ecuacion 8
K

Para el quitosano disuelto en NaCl 0.2 My CH;COOH 0.1 M a 25°C, se tienen las
constantes empiricas K=1.81x10°mL/g y a.=0.93 de acuerdo a reportes previos de
la literatura (45, 77), y como [n] es 119.06 mL/g, se sustituyen estos valores en la
ecuacion 8, encontrandose que el peso molecular promedio en viscosidad para €l
quitosano extraido es 1.52 x 10° g/mol, valor que es comparable a los obtenidos
anteriormente por Mufioz (1.90 x 10° g/mol) y Diaz (1.35 x 10° g/mol), quienes
trabajaron anteriormente con quitosano de Aspergillus niger (65, 73), ademas el peso
molecular es aceptable para la elaboracion de dispositivos biomédicos y en este caso
peliculas, puesto que el rango 6ptimo de peso molecular de quitosano para esta clase
de aplicaciones segiin Kumar (25) esta entre 1 x 10° - 5 x 10° g/mol, mientras que
Tetsuya (49) ofrece un rango entre (1-12 x 10* g/mol), tratandose entonces de un
polimero con peso molecular mediano a bajo, lo que facilita su degradacion al tiempo

que ejerce sus funciones restauradoras.
7.2.4 Determinacion del grado de deacetilacion del quitosano obtenido

Es importante conocer este parametro, ya que la solubilidad del quitosano en los

disolventes empleados para elaborar las peliculas dependia en gran medida del mismo.
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7.2.4.1 Grado de deacetilacion del quitosano por analisis elemental

El grado de deacetilacion se determind para el quitosano extraido y el quitosano
comercial, empleando la relacion carbono a nitrdgeno (C/N), que oscila entre 5.145
(quitina completamente deacetilada y 6.861 (quitina completamente acetilada) de

acuerdo a la ecuacion 9 (84). Los resultados de cada muestra se indican en la tabla 8.

C
N~ 5.145

%DD =100 — W

* 100 Ecuacién 9

Tabla 8. Analisis elemental y grado de deacetilaciéon para micelio, quitosano comercial y quitosano

obtenido.
Muestra %C %H %N C/N %DD |
Micelio 4119 6.67 1.52 27.09 --
Quitosano comercial 39.88 6.61 7.31 5.46 81.90
Quitosano extraido 38.09 6.73 6.84 5.57 75.30

Respecto a los datos de la tabla 8, cabe destacar que antes de hidrolizar el micelio en
medio alcalino, la pared celular ademas de quitina contiene proteinas, azlcares y otros
constituyentes, es por ello que el porcentaje de nitrdgeno en el micelio es menor
(1.52%), y la relacion C/N es igual a 27.09. En contraste, cuando ocurre la hidrdlisis
basica y la deacetilacion de la quitina para obtener quitosano (extraido y comercial), el
porcentaje de nitrégeno aumenta (6.84 y 7.31%) vy la relacion C/N tiende a disminuir
(entre 5.46-5.57), indicando que la quitina se separd del complejo quitino-glucano
inicial, y que en la quitina resultante no todos los grupos acetamido (-NHCOCH,)
lograron transformarse en grupos amino (-NH.), tras la deacetilacion, sin que esto

afecte el resultado de las peliculas producidas.

El valor encontrado de grado de deacetilacion por analisis elemental (75.30%) es
consistente con los reportados anteriormente por autores como Mufoz (74.5 %), Cai

(73.6%) y Diaz (77.35%), ademas son un buen indicativo de la solubilidad del polimero
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en acidos diluidos para su posterior uso, puesto que mas del 70% de los grupos amino

se encuentran de forma libre en la cadena polimérica (4, 55, 73)
7.2.4.2 Grado de deacetilacion de quitosano por valoraciéon potenciométrica

Al realizar la valoracion del quitosano con el hidréxido de sodio, se obtienen las gréficas
de la valoracion con NaOH y de la primera derivada entre el pH y el volumen,
permitiendo conocer los puntos de inflexion, como puede observarse a continuacion

en la grafica 7.

—— Primera derivada

14 - 0 10 20 30 40 50 50 70 30

ApHIAV

Volumen de NaOH (mL)

Grafica 7. Valoracion de quitosano disuelto en HCI 0.3 M con NaOH 0.103 M

Los puntos de inflexion son V; que corresponde al volumen necesario (en mL) para
valorar con NaOH el exceso de HCI en la solucion y Vs, es el volumen correspondiente
a la valoracion de los grupos NH;" del quitosano (en mL). Entonces, mediante la

ecuacion 10 se puede determinar el grado de deacetilacion, de acuerdo a Parada (45).
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%DD = 161 (Vz‘; V) x M Ecuacion 10

En la ecuacion anterior, la concentracion molar (M) del NaOH empleado es 0.1065
mol/L, w es el peso de la muestra de quitosano (0.5013 g), y los puntos de inflexion
son V= 32.25y V,= 52.75 mL, sustituyendo los datos en la ecuacion 10, el grado de
deacetilacion para el quitosano encontrado mediante valoracion potenciométrica fue
de 70.11 %, siendo este un valor bueno, ya que el 70% de los grupos amino libres en
la cadena polimérica pueden protonarse, favoreciendo la solubilidad del quitosano en
medio acido, para asi preparar facilmente soluciones del polimero. Adicional a lo
anterior, la valoracion permitid corroborar el caracter de amina primaria y en ultima
instancia el comportamiento acido base del quitosano, ya que cuando el pH aumento
por encima de 7, el polimero resultd ser insoluble en medio basico, precipitandose
como un solido, al igual que sucedid en el proceso de extraccion. En general, el grado
de deacetilacion del quitosano extraido y determinado por potenciometria (70.11 %)
resultd bueno, frente a los reportados anteriormente en nuestro grupo por Mufoz (55)
y Diaz (73), siendo 74.48% y 64.46%, respectivamente. Con respecto a autores que
han trabajado este método, Fattah (85) reportd un 79% de grado de deacetilacion para
el quitosano extraido de Aspergillus niger, Huang (86) reportd un grado de
deacetilacion para varias muestras de quitosano, entre 77.46-94.61%, entretanto
Yang y colaboradores (87) encontraron un grado de deacetilacion para el quitosano
entre 67-87%, rango en el cual se encontraba el grado de deacetilacion del quitosano

obtenido por el método potenciométrico.
7.2.5 Caracterizacion térmica del quitosano obtenido

Mediante analisis termogravimeétrico (TGA) se identificaron los perfiles de degradacion
de la muestra de quitosano extraido, y dependiendo de la temperatura, se pueden
identificar diferentes eventos o transiciones en el termograma, estando cada uno de
ellos asociado a diferentes pérdidas de masa, de humedad y degradacion de la

muestra. La primera derivada (linea marcada en azul) permite distinguir las diferentes
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transiciones. Observando la gréafica 8, el primer evento térmico se traduce en una
pérdida inicial de humedad a una temperatura de 42.16°C, correspondiente al 0.95%
de la masa original de la muestra, el segundo evento ocurre a 132.09°C con una
pérdida de masa del 9.97%, el tercer evento ocurre en 213.88°C con una pérdida de
masa de 13.47%, finalmente, en el cuarto evento a 299.23°C, la muestra ha perdido
el 44.61% de su masa original, siendo este un pico acompanado de una pérdida similar
a la obtenida por Neto y colaboradores (297.3°C, 41.5%) (88).
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Grafica 8. Termograma obtenido para el quitosano extraido.

Hasta aqui puede suponerse que las pérdidas de masa del quitosano se asocian a la
ruptura entre las cadenas del polimero, que se degradd térmicamente para formar
oligbmeros y monémeros de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, por accion del
incremento progresivo de la temperatura y el calentamiento. Hay que tener en cuenta

que existe una relacion entre el grado de deacetilacion y la pérdida de peso, segun
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es0, teniendo en cuenta que el quitosano obtenido presentd un grado de deacetilacion
entre 70.81-75.30%, lo observado para el TGA obtenido experimentalmente es
comparable con muestras que presentan un grado de deacetilacion similar, tal es el
caso de Fattah (85), quien obtuvo quitosano con un grado de deacetilacion del 79%,
el cual evidencid una mayor estabilidad térmica frente a otra de sus muestras que
presentd un mayor grado de deacetilacion (97%). Con respecto al andlisis
termogravimeétrico, queda evidenciado que el quitosano utilizado experimentd mas

intensamente la degradacion térmica por encima de los 213.88 °C (48, 55).

La grafica 9 correspondiente a la calorimetria diferencial de barrido (DSC) para el

quitosano obtenido.
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Grafica 9. Calorimetria de barrido diferencial para el quitosano extraido.
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En la grafica 9 aparece una depresion (pico endotérmico) entre 54.05-110°C debido a
la evaporacion del agua que pudo tener el quitosano en su estructura, siendo
consistente con la deshidratacion del polimero observada en el TGA (89). La
temperatura de transicion vitrea (TQ) para el quitosano extraido (con un grado de
deacetilacion entre 70.81-75.30%) aparecio en el pico exotérmico a 124.36°C, ya que
en ese punto se da una variacion en la pendiente, debido al incremento del flujo de
calor, siendo la temperatura escogida en el punto medio de la linea donde se presenta
la pendiente. El valor de Tg encontrado experimentalmente esté incluido dentro del
rango de Tg propuesto por Kittur (120-140°C) para un quitosano con un grado de
deacetilacion del 75% (89), o de acuerdo a lo obtenido por Fattah (85), que presentd

un quitosano con un grado de deacetilacion de 79% y una Tg de 128.95°C

Cabe resaltar que respecto a la determinacion de la Tg del quitosano existe una
controversia, puesto que al ser un polimero que depende de la fuente de origen y
metodologia de extraccion, presenta variaciones en sus propiedades (cristalinidad,
peso molecular y grado de deacetilacion), sin que haya un valor absoluto para Tg. Un
ejemplo de ello surge de acuerdo a lo presentado por Neto y colaboradores (88), donde
la Tg puede oscilar entre -23 a 203 °C, e incluso ocurriria a temperaturas altas como
203.8°C de acuerdo a Sakurai (90), aunque la determinacion de la Tg a esa
temperatura se veria limitada por la degradacion que experimentaria la muestra, sin
que ocurra la posibilidad de que la Tg para el quitosano ocurra a temperaturas
superiores a los 200°C. El ultimo pico de la grafica 9 es exotérmico y aparece a
288.7°C, el cual indica que el polimero esta experimentando la descomposicion
térmica de las unidades de D-glucosamina, segun lo establecido por Guinesi (97),
quien sugiere el rango en que debe aparecer este pico (264-325°C) para el quitosano
con un grado de deacetilacion alrededor del 70-80%. De acuerdo a lo encontrado en
el andlisis térmico, el quitosano presento cierta cristalinidad procedente de las cadenas
de alfa-quitina, y ademas el polimero no resultd ser totalmente amorfo, presentando
entonces secciones amorfas y cristalinas, comparandolo con los resultados de Fattah
(85).
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7.2.6 Caracterizacion de quitosano por difraccion de rayos X

Los difractogramas para el quitosano obtenido y el quitosano comercial (ver grafica 10)
indican que se trata de un polimero con secciones amorfas, constituido por cadenas
de a-quitina dadas sus anchas senales que se encuentran localizadas a valores de
reflexiones 260 por debajo de 25°. Para el quitosano extraido se aprecian tres
reflexiones, la primera de ellas se localiza a 9.51° con un espaciamiento d de 9.20 A,
la segunda reflexion se percibe en 19.78° con espaciamiento d de 4.48 A y la ultima
reflexion aparece como un hombro a 26.30° con espaciado d de 3.40 A. Los valores
del espaciamiento d se refieren a la distancia entre los diferentes planos de las cadenas
que originalmente presentaban la distribucion de a-quitina, que en la red de atomos
de la cadena de quitosano comprenden una estructura o zona cristalina, siendo estos
valores de espaciamiento similares a los encontrados por Zhang (9.41 A, 4.61 Ay 3.79
A) para cada una de las senales del quitosano (92), los cuales no difieren respecto a
otros reportes de la literatura, como el de Gartner (48) cuyos valores fueron (9.50 A,
4.62 Ay 4.44 A), corroborando ademas que el quitosano obtenido no era enteramente
amorfo. Por otro lado, queda descartado que la distribucion en las cadenas de

quitosano fuese de B-quitina, puesto que de ser asi, la reflexion inicial a 9.51° estaria

ausente (47).
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Grafica 10. Difractogramas de rayos X para muestras de quitosano extraido y comercial

72



7.3 Diseno experimental en la elaboracién de peliculas de quitosano

Respecto al diseno de las peliculas de quitosano se tuvo en cuenta varios criterios: la
influencia del acido empleado en la disolucion de quitosano, la concentracion del
polimero, la ausencia o presencia de plastificantes, y la proporcion entre el polimero y
la mezcla plastificante en cada pelicula. Una de las razones por las cuales se emplearon
cajas Petri de polietileno en todo el estudio, se debid a que el material del cual estaban
hechas las cajas, al presentar grupos metileno en su estructura (-CH.-CH,-), actuaba
como antiadherente, por ende las peliculas de quitosano se desprendian faciimente
del recipiente. Caso contrario ocurriria si las cajas Petri hubiesen sido de vidrio, ya que
los grupos silanoles (Si-OH), presentarian enlaces de hidrégeno con el quitosano,
dificultando su desmoldado. De acuerdo a reportes previos de la literatura (39, 60, 67,

93), se le indico al software Minitab 16® los niveles para las variables, los cuales fueron:
Concentracion del polimero (CP): 1y 2% p/v

Concentracion de glicerol (CG): 0.5y 1.0% v/v

Concentracion de acido oleico (CA): 0.75% y 1.0% v/v

Se elige trabajar el disefio experimental a dos niveles, por ser uno de los mas sencillos
al no requerir demasiadas réplicas y gasto excesivo de materiales y reactivos para
observar la tendencia de acuerdo a la respuesta generada. Seguidamente, el software
determind el orden de las corridas de cada experimento y arrojo las respuestas de
acuerdo a cada mezcla (ver tabla 9), siendo la variable de respuesta un indicador de

cual mezcla obtendria probablemente las mejores caracteristicas.
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Tabla 9. Datos generados por el software Minitab para realizar el disefio experimental.

Corrida CG CP CA Respuesta
1 0.5 1.0 0.75 48.20
2 1.0 1.0 0.75 54.90
3 0.5 2.0 0.75 29.70
4 1.0 2.0 0.75 34.30
5 0.5 1.0 1.0 34.96
6 1.0 1.0 1.0 99.97
7 0.5 2.0 1.0 40.01
8 1.0 2.0 1.0 45.03
9 0.5 1.0 0.75 42.96

10 1.0 1.0 0.75 57.50
11 0.5 2.0 0.75 21.90
12 1.0 2.0 0.75 32.80
13 0.5 1.0 1.0 34.99
14 1.0 1.0 1.0 99.96
15 0.5 2.0 1.0 35.02
16 1.0 2.0 1.0 42.02

Donde CP: concentracién del polimero; CA: concentracidn &cido oleico y CG: concentracion glicerol.
De acuerdo a las respuestas arrojadas, el software construyd la tabla 10, que
determina cuales variables ejercian algun efecto sobre el disefio experimental para

preparar las peliculas de quitosano.

Tabla 10. Efectos estimados sobre las tres variables y las interacciones entre ellas en el disefio

experimental.

Términos Efecto Coeficiente Desviacion p (error
de cada variable coeficiente asociado)

Constante 80 47.38 0.7906 0.000
CG 22.25 11.12 0.3210 0.000
CP -24.25 -12.12 0.7520 0.000
CA 13.25 6.62 1.6510 0.000
CG*CP -15.25 -7.63 0.8033 0.000
CG*CA 13.25 6.62 0.6542 0.000
CP*CA -2.75 -1.38 0.9808 0.120
CG*CP*CA -14.25 -7.12 0.6903 0.000

Donde CP: concentracién del polimero; CA: concentracién &cido oleico y CG: concentracion glicerol.
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De acuerdo a la tabla 10, la ecuacion de regresion que se ajusta al diseno elegido (por

analogia con la ecuacion 3) es:

Y=47.38 +11.12*CG-12.12*CP + 6.62*CA -7.63 CG*CP + 6.62CG*CA -7.12CG*CP*CA + 80 Ecuacion 11

No se considera la interaccion entre la concentracion del polimero y la concentracion
del &cido oleico (CP™*CA) pues el valor de p debe ser < 0.05. A continuacion el software
genero las graficas que representan como cada una de las variables ejerce su influencia
sobre la respuesta del disefo experimental. En la grafica 11 se indican las interacciones
entre las variables, que pueden afectar el diseno experimental, el software Minitab 16
indica que deben tomarse las interacciones entre las variables que se encuentren por
encima del valor 2.31 (cumplen con la condicion CP; CG; CG*CP; CG*CP*CA; CAy
CP*CA). No obstante, se eligen las variables mas influyentes sobre el resultado final de
las peliculas, correspondientes a las concentraciones de glicerol y quitosano (CG y CP)

respectivamente.

CcPH

CGH

CGCP 1

CGCPCA A

Términos

CA -

CPCA

CGCA

T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Efecto estandarizado

Grafica 11. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados. CP: concentracion del polimero; CA:
concentracion 4cido oleico y CG: concentracion glicerol.

La grafica 12 determina los efectos de cada una de las variables sobre el disefio
experimental sobre los valores de la respuesta. Los valores superiores en cada cuadro
ofrecen las mejores interacciones y son los que se deben elegir al momento de la

preparacion de las peliculas. De acuerdo a ello, la concentracion de glicerol (CG) a
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elegir debe ser 1.0% (respuesta de 58), la concentracion del polimero (CP) debe ser
del 1.0% (respuesta de 57) y la concentracion de acido oleico (CA) debe ser de 1.0%

(respuesta de 55).

CG cP
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Grafica 12. Efectos de cada variable sobre la respuesta. CP: concentracién del polimero; CA:
concentracién &cido oleico y CG: concentracién glicerol.

Finalmente en la grafica 13, los valores mas altos de cada lado del cubo indican cuales

deben ser las concentraciones de solucion a utilizar en cada variable.

37,515 43,525

25,800 33.550

CP 34,975

/
/
/

45,580

0,5 1
CG

Grafica 13. Interaccién cubica para elegir los valores de las variables. CP: concentracién del
polimero; CA: concentracién acido oleico y CG: concentracion glicerol.
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Segun la gréafica 13, el valor mas alto para CP (polimero) es 45.580, el de CG (glicerol)
es 56.200 y finalmente el de CA (acido oleico) es 99.965, por ende las concentraciones

de CP, CG y CA deben ser del 1% p/v o v/v en cada caso.
7.4 Consideraciones en la elaboracion de peliculas de quitosano
7.4.1 Efecto del tipo de acido en el diseno de las peliculas (sin plastificante)

Se conoce que el quitosano es soluble en algunos solventes organicos diluidos, tal es
el caso de los acidos formico, citrico, propidnico y lactico, por el hecho de que el grupo
amino presenta un pKa de 6.3 una vez se protona a valores de pH bajos, siendo
también soluble en acidos inorganicos como clorhidrico y fosférico (94). Por tal razén
se utilizaron los acidos antes mencionados (a excepcion del propidnico), todos en
concentracion del 1% v/v, para elaborar peliculas de quitosano sin la adicion de
plastificante, y comprobar si en efecto eran los disolventes apropiados de acuerdo a

lo reportado por la literatura (39, 60, 73, 93). Los resultados se ilustran en la figura 23.
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Figura 23. Peliculas de quitosano elaboradas con acido férmico (a), acido citrico (b), acido lactico
(c), acido clorhidrico (d) y acido fosférico (e). Todos los acidos en concentracién 1% v/v
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Se observa que en ningun caso se formd una pelicula continua y uniforme, esto en
parte se deberia a la ausencia de plastificante (el cual permitiria la separacion de las
cadenas de quitosano). Debido a que las peliculas de quitosano no se formaron
utilizando écidos citrico, férmico y lactico estando todos a una concentracion de 1%
v/v, se optd por incrementar la concentracion, para establecer si influiria o no en la
formacion de peliculas, asi que se incremento la misma hasta el 5% v/v para cada uno

de los acidos organicos, obteniéndose mejores resultados (ver la figura 24).

a b c

Figura 24. Peliculas de quitosano elaboradas con acido férmico (a), acido lactico (b) y acido citrico
(c). Todos los acidos en concentracién 5% v/v

En el caso del acido formico (figura 25) al presentar un tamano molecular inferior al de
los otros dos éacidos organicos (lactico y citrico), no daria lugar a impedimentos
estéricos, ademas al ser soluble en agua se disocia en ella liberando iones H',
necesarios para la protonacion de los grupos amino, al mismo tiempo los contraiones
formiato (HCOQO") contribuyen a la formacion de los enlaces de hidrogeno en las
peliculas finales, estas interacciones son acordes a lo sefalado por Chen y Kim (94,
95). Debido a lo anterior, este seria un solvente alternativo en la formacion de peliculas,

pudiéndose usar en lugar del acido acético.
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Figura 25. Posibles interacciones del acido férmico con la cadena de quitosano (acido acético si
R=CHps). Fuente: autoria propia.

El resultado para el acido lactico puede justificarse, debido a dos factores: por sus
propiedades fisicas es un compuesto hidratado (presenta agua enlazada, ademas de
grupos hidroxilo en el segundo carbono, lo que significaria la presencia de enlaces de
hidrogeno tanto inter como intramoleculares, y de fuerzas intermoleculares, que

favorecerian la formacion de las peliculas resultantes (ver figura 26).

HaN
OH ®
HO d° OH
HO
O/, 'l
H \ /O
o 046
< OH
H;N ©NH;, ®

Figura 26. Posibles interacciones del &cido lactico con la cadena de quitosano. Fuente: autoria
propia

Para el caso del acido citrico utilizado, la diferencia respecto a los demas acidos
organicos consistid en que por sus propiedades fisicas (solido blanco trihidratado) tuvo
que disolverse previamente en agua antes de mezclarse con el quitosano. Por tal
razon, el contenido de agua seria mayor en la pelicula final, siendo esto una ventaja en

el sentido de que habria lugar a una mayor formacion de enlaces de hidrogeno y de
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fuerzas intermoleculares que mantendrian unida a la pelicula resultante; sin embargo
al haber una mayor proporcion de agua en la disolucion de quitosano con acido citrico,
no todo el polimero se solubilizaria pues este es insoluble en agua. Frente a esto, el
acido citrico presenta como ventaja la presencia de grupos carboxilo ionizables, y
debido a eso, hay varios lugares o sitios de union e interaccion entre los grupos amino

protonados, favoreciendo asi las fuerzas intermoleculares y enlaces de hidrégeno (ver

figura 27).
M\\/
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Figura 27. Posibles interacciones del acido citrico con la cadena de quitosano. Fuente: autoria
propia
En general, los acidos organicos comparten en comun el hecho de que al aumentar la
concentracion de los acidos hasta el 5% v/v, habria una mayor distribucion de iones
H" que reaccionarian con los grupos amino libres del quitosano (-NH,) para
transformarse en grupos amino protonados (-NHs"), pues segun Gartner (87), este
grupo protonado estaria rodeado de un contraion, facilitando la solubilidad del
quitosano; al mismo tiempo, la presencia de los contraiones (formiato, citrato y lactato)
induciria la existencia de enlaces de hidroégeno y de fuerzas intermoleculares, que
contribuyeron a la formacion de las peliculas en ausencia de agentes plastificantes.
Ademas de lo anterior, las cadenas de quitosano conservan la distribucion original de
alfa-quitina en sus diferentes planos (determinada por rayos X), en donde también hay
presentes enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares, que le conceden una
estructura cristalina y ordenada a las cadenas del polimero, contribuyendo al refuerzo

de las uniones antes mencionadas (2, 24).
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Si bien las peliculas se formaron con los acidos organicos mencionados, se prefiere
por practicidad el uso del éacido acético, dado que se requiere una menor
concentracion del mismo para solubilizar al quitosano (solamente del 1% Vv/v),
conllevando a un menor gasto de este reactivo. Con relacion al uso de los acidos
inorganicos (HCI y HsPO.) los resultados de las peliculas de quitosano con ambos a
una concentracion del 5% v/v, se muestran en las figuras 28a y 28b, aun asi, no se

logrd obtener peliculas uniformes y continuas.

T

Figura 28. Peliculas de quitosano elaboradas con acido clorhidrico (a) y acido fosférico (b). Todos
los acidos en concentracion 5% v/v

Una de las razones por las cuales el quitosano no formd peliculas con los acidos
inorganicos (aun habiendo aumentado la concentracion del 1%v/v al 5% v/v) se debe
a que al estar en disolucion acuosa, aunque los acidos solubilizaron al polimero, no
consiguieron formar enlaces de hidrégeno, puesto que la disociacion conduce a los
iones H" y a los contraiones ClI'y H,PO.*.(96) Ademas, el hidrégeno solo forma enlaces
0 "puentes” con el oxigeno, nitrégeno y fluor, mas no ocurre lo mismo con cloro y
fésforo, dejando como Unicas opciones a las interacciones de tipo electrostatico,

siendo estas interacciones insuficientes como para permitir que se forme una pelicula.

e
W

®
HNOc  CONH @ @2

Figura 29. Posibles interacciones del &cido clorhidrico con la cadena de quitosano. Fuente: autoria
propia
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De forma similar, se indican las interacciones de la cadena de quitosano con el acido
fosfoérico, es probable que los enlaces de hidrégeno ocurran por los oxigenos del grupo

dihidrogenofosfato y que estos ayuden a la formacion de las peliculas.

H;N
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Figura 30. Posibles interacciones del &cido fosférico con la cadena de quitosano. Fuente: autoria
propia

7.4.2 Efecto del uso de acido acético (sin plastificante) en las peliculas de

quitosano

La flexibilidad y resistencia de las peliculas de quitosano a elaborar, depende en cierta
medida del uso de un plastificante (39, 60, 67). Se conoce que el acido acético,
ademas de solubilizar el quitosano, podria contribuir a la flexibilidad de las peliculas
(87), por ello se decidio verificar si en realidad esto era factible. En la figura 31 se
observan algunas peliculas elaboradas con quitosano disuelto en acido acético al 1%
v/v sin usar plastificante, las cuales presentaron un color amarillo palido, aspecto
quebradizo, pliegues en la superficie. Es de suponer que el resultado no difirid mucho

del observado con los otros acidos igualmente capaces de solubilizar el quitosano.

Figura 31. Peliculas de quitosano al 1% disueltas en acido acético al 1% v/v sin plastificante
adicionado (a-c).
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La explicacion a lo observado es exactamente similar a la indicada para los acidos
organicos, comenzando desde la protonacion de los grupos amino en la cadena de
quitosano, siendo rodeados por el contraion acetato (CH.COO, ver figura 25), y que
en solucién acuosa, se presentaran enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares con
las cadenas de quitosano, que prevalecen una vez se hayan evaporado los disolventes,
ayudando a la formacion de las peliculas. Cabe resaltar que el aspecto transparente
observado en las peliculas se podria deber al caracter amorfo de las mismas
(determinado por rayos X), sin que esto implique que todo material transparente
necesariamente sea amorfo, ya que el caracter cristalino seria el responsable del
comportamiento fragil y quebradizo. Claramente, en ausencia de plastificante, las
peliculas se fracturaron, siendo esto inaceptable para el uso regenerativo propuesto
(87).

7.4.3 Influencia de la proporcion de quitosano y de la mezcla plastificante

sobre las peliculas disenadas

De acuerdo a las observaciones anteriores, se optd por emplear quitosano disuelto en
acido acético al 1% Vv/v, junto con la mezcla plastificante de acido oleico y glicerol (en
concentracion del 1% en v/v y relacion 1:1) para determinar si se obtenian peliculas
estables. La figura 32 ilustra las peliculas de quitosano elaboradas en diferentes
proporciones. En general las peliculas en donde la proporcion de quitosano y mezcla
plastificante fue de 60:40; 70:30; 80:20 y 90:10 presentaron una buena apariencia,
destacandose las peliculas de proporciones 80:20 y 90:10 (figuras 32d y 32e), las
cuales al contener una mayor cantidad del polimero y una baja proporcion de

plastificante fueron las seleccionadas para los estudios biolégicos.
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a (50:50) b (60:40) ¢ (70:30)

d (80:20) e (90:10) f (100:0)

Figura 32. Peliculas de quitosano en diferentes proporciones (polimero: plastificante). La muestra f
no posee plastificante.

Las peliculas exhibieron transparencia (dado el caracter amorfo que presenta el
quitosano), presentando una superficie continua, y a la vez exhibieron flexibilidad y
suavidad al tacto, aunque se presenciaron algunos pliegues en la superficie, atribuido
a que se acumul6é una mayor cantidad de solucion en algunas zonas del recipiente
donde se prepararon, y que la evaporacion de los disolventes no fue simultanea,
aungue el quitosano se haya disuelto por completo en acido acético al 1% v/v. A
diferencia de las situaciones anteriores, la inclusion del glicerol como plastificante
favorecio la formacion de los enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares entre las
cadenas de quitosano, permitiendo asi la formacion de las peliculas sin que estas se
fracturen, y a su vez separando las cadenas del polimero, esto también pudo suceder

en parte por la repulsion idnica entre los contraiones acetato(67).

Una posible explicacion a la formacion de peliculas con plastificante se debe a que el
glicerol se introdujo entre las cadenas de quitosano, permitiendo que existiera un

espacio entre ellas, reduciendo asi la friccion y las fuerzas de atraccion
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intermoleculares entre las cadenas de quitosano, favoreciendo la flexibilidad de las
mismas, a modo de segmento blando (97). Otra posible explicacion se debe a que la
rigidez de las cadenas del quitosano disminuyé debido a la formacion de enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals o interacciones de tipo iénico (67) entre el glicerol,

el quitosano y los grupos acetato, como se puede apreciar en la figura 33
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Figura 33. Enlaces de hidrogeno entre el glicerol (color verde) y los grupos amino protonados de la
cadena de quitosano. Fuente: autoria propia.

Ahora, con respecto al acido oleico (que presenta un caracter lipéfilo), por ser acido
graso, puede decirse que permite que las peliculas presenten tengan flexibilidad,
aungue no va a interaccionar con la disolucion acuosa de quitosano y glicerol pues es
insoluble en agua; sin embargo, el &cido graso al estar disuelto en etanol, se incorpora
temporalmente en la mezcla final, durante el periodo de agitacion mecanica. Dicha
mezcla se separa de nuevo tras cesar la agitacion (al depositar cada mezcla en las
cajas Petri de polietileno) la parte polar (solucion de quitosano y glicerol) se separaria
de la parte apolar (solucion de éacido oleico en etanol). Al ocurrir la evaporacion de
solventes (principalmente agua y etanol), la pelicula de quitosano exhibié un acabado
liso en la superficie, presentando cada pelicula un caracter relativamente hidréfobo,
aportado por el acido oleico, por ende este compuesto también contribuyd a reducir
la atraccion entre las cadenas de quitosano (39), pues al presentar una larga cadena

de grupos metileno, podria actuar como si fuera un segmento blando.
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Finalmente, cabe destacar que las peliculas obtenidas fueron estables y similares a las
obtenidas por autores como Vargas (39), Cardenas (60) y Leceta (68), siendo idéneas

respecto a la aplicacion para la cual fueron dirigidas en este trabajo.
7.5 Caracterizacion de las peliculas de quitosano con plastificante

Ademas de la caracterizacion por espectroscopia infrarroja (ya discutida), se realizaron
las correspondientes caracterizaciones morfolégicas y mecanicas de las peliculas de

quitosano.
7.5.1 Microscopia electronica de barrido (SEM) para las peliculas de quitosano

Con respecto a la morfologia de la pelicula de quitosano 80:20, se puede apreciar a
una ampliacion de 200x (figura 34a) una superficie continua y homogénea en toda la
extension de la pelicula, en donde las protuberancias, pliegues y arrugas presentadas
se deben al secado y evaporacion de los respectivos disolventes y plastificantes que
conformaban la pelicula por accion del calor, esto ocurrid durante el tiempo que la

disolucién se mantuvo en el horno eléctrico.

En otra region de la micrografia, igualmente a 200x (figura 34b), se logra evidenciar
poros cuyo tamano, de acuerdo a la escala en la figura, se encuentra en el rango de
100 micrémetros, lo cual indica que serian posibles zonas de andamiaje en donde se
alojarian células que permitirian el crecimiento de nuevos tejidos. Ademas de los poros,
también se encuentran unos pequenos granulos presentes en la superficie, los cuales
apenas se percibian, por eso se detallaron mejor a una ampliacion a 1000x (figura 34c),
estos probablemente corresponden a los remanentes de la mezcla plastificante
empleada, que se aglutinaron con el polimero y no lograron integrarse a la mezcla en
disolucion; no obstante, los pequenos granulos no afectaron al material elaborado, el

cual permanecié homogéneo en toda su extension.
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20kV X200 100pm ; 20kV X200 100pm

20kv ~ X1,000 10um

Figura 34. Micrografias pelicula de quitosano (80:20). Aumentos de 200x (a, b) y 1000x (c).

De manera similar a la pelicula de proporciones 80:20, la morfologia de la pelicula de
proporcion 90:10 muestra a una ampliacion de 200x uniformidad y continuidad en toda
su extension, no obstante la presencia de pequenos poros vy la aparicion de una leve
protuberancia o arruga causada durante la evaporacion de los disolventes que
constituian al material evidencian que su superficie si bien era uniforme no era
totalmente lisa (figura 35a). Con una ampliacion mayor, a 1000x (figura 35b), se
aprecian tanto porosidades como zonas bien definidas en forma de pequenos grumos
que evidencian una acumulacion de la mezcla plastificante, la cual como ya se

menciond, No se evaporo totalmente durante el calentamiento y secado de la pelicula.
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20kV X200 100pm 20kv  X1,000 10pm

Figura 35. Micrografias pelicula de quitosano (90:10). Aumentos de 200x (a) y 1000x (b).

Finalmente, la morfologia de la pelicula sin plastificante, de composicion 100:1 se
aprecia a una ampliacion de 200x completamente continua y uniforme en extension,
sin que se presenten arrugas o pliegues en superficie debido a que al no presentar
mezcla plastificante, no se da lugar a la formacion de estos, habiendo solamente
quitosano disuelto en acido acético diluido, el cual se evapord dejando solamente la
pelicula (figura 36a). Una ampliacion superior a 1000x mostré pequenas particulas que
posiblemente pertenezcan al quitosano que no logrd disolverse en la disolucion de
acido acético diluido (figura 36b). Esta pelicula no presentd poros a diferencia de las
anteriores, dada la ausencia de mezcla plastificante. Una explicacion a esto se puede
atribuir al hecho de que los plastificantes, ademas de separar las cadenas del polimero
y de concederle flexibilidad, podrian ser capaces de dejar pequenos espacios entre
ellas (39).
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20kV X200 100um 20kV  X1,000

Figura 36. Micrografias pelicula de quitosano sin plastificante: aumentos de 200x (a) y 1000x (b).

En general, se puede decir que gracias a la porosidad exhibida en las peliculas hay
transporte de oxigeno, de nutrientes y de masa para los factores de crecimiento,
facilitando asi la replicacion celular (98), para que en ultimas ocurra la produccion de
nuevos tejidos, debido a que el quitosano es un material que posee afinidad con los
elementos de la matriz extracelular (42). Incluso, aun si el dispositivo elaborado no
hubiese ofrecido una forma porosa, los poros pueden formarse in situ una vez el
material se haya implantado, funcionando a modo de andamio, siendo aptas para la
aplicacion final. Estas dos situaciones se presentaron en las peliculas elaboradas.
Anadiendo a lo anterior, el tamano de poro en las peliculas de composicion 80:20 y
90:10 oscilaba entre 1-100 micrometros, haciendo del material sintetizado en el
laboratorio un dispositivo apto para su uso como andamio, siendo comparable con
andamios similares de quitosano (extraido desde el hongo Gongronella butleri (con un
peso molecular de 5 x 10* g/mol y un grado de deacetilacion de 77 %) (99) combinados
con fibroblastos humanos, que presentaban una porosidad entre 60 a 90 micrometros
con un tamano de poro promedio de 84 micrometros. Cabe resaltar que el tamano de
poro es un parametro Util de acuerdo al tejido a regenerarse, pues en el caso de que
el tejido sea blando (piel, por ejemplo),el tamano de poro promedio debe ser de 40-
140 micrometros para un adecuado crecimiento celular, (700) y de tratarse de tejidos

rigidos (como el 6seo), los andamios deben tener un tamafno de poro promedio de
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100-135 micrémetros para inducir el crecimiento de hueso, prefiriéndose un tamano

superior a 300 micréometros para vascularizacion y formacion ésea. (107)
7.5.2. Caracterizacion de las peliculas de quitosano por rayos X

En el caso de los difractogramas de las peliculas de quitosano (en proporciones 80:20,
90:10 y 100:0) se encuentran patrones similares a los observados anteriormente para
el polimero en forma solida, puesto que las reflexiones caracteristicas que suelen
aparecer entre 9-20° se ven desplazadas ligeramente hacia otros valores de reflexion

(13, 16y 25°), respectivamente, en las peliculas finales resultantes (ver gréfica 14).
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Grafica 14. Difractogramas de rayos X para las peliculas de quitosano. Pelicula sin plastificante
(linea roja); pelicula en proporcion 80:20 (linea verde); pelicula en proporcién 90:10 (linea azul).

Esto podria deberse a que el quitosano en las peliculas ya no se encuentra organizado
en forma de sdlido granular, porque la adicion de glicerol y acido oleico le confirieron
una forma distinta, en la que el material exhibi¢ algo de transparencia, posiblemente
atribuida al caracter amorfo del quitosano (sin que esto implique que todo material que
sea transparente deba ser necesariamente amorfo). Los resultados obtenidos son
comparables a los obtenidos por Wang (702), quien también observd un ligero
desplazamiento de sus sefnales respecto de las del quitosano sin la adicion de

plastificante.
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7.5.3 Propiedades mecanicas de las peliculas de quitosano obtenidas

Las peliculas de quitosano, al ser materiales muy delgados, no permitieron la
realizacion de ciertos ensayos mecanicos como por ejemplo pruebas de dureza e
indentacion (en donde un punzoén realiza presion sobre el material de acuerdo a la
norma ASTM E384) dado que el grosor presentado por el material era inferior al
requerido para este propodsito, ademas el punzdn ejerceria la presion sobre los
soportes y mordazas antes que sobre el material a estudiar. Tampoco fue posible
realizar ensayos de rasgado (norma ASTM D1922) debido a que el material era muy
delgado. Por tal motivo, se eligieron los ensayos de tension de acuerdo a lo sugerido
por la norma ASTM D638, ya que mediante estos, se podia comprobar cuales peliculas
de quitosano eran las indicadas para ser implantadas en los biomodelos animales. La
grafica 15 corresponde a la relacion entre la tension de rotura versus extension del

material estirado para cada una de las composiciones de las peliculas.
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Grafica 15. Tension de rotura versus extension para las peliculas de quitosano. Q: quitosano y PL:
plastificante.
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De la gréfica de tension de rotura vs extension, se puede concluir que con el
incremento del contenido de la mezcla plastificante en la pelicula, la tension de rotura
requerida para que se presente una falla estructural sera menor (tal como ocurrié en
las peliculas de proporciones 50:50, 60:40 y 70:30), puesto que van a exhibir algo de
flexibilidad, mientras que si el contenido de plastificante es menor (como se observd
en las peliculas de proporciones 80:20, 90:10, y 100:1 o sin plastificante), la tension
de rotura y la extensidon seran mayores para que las cadenas del polimero
experimenten la mencionada falla, la cual ocurre en el Ultimo punto de la gréfica en

todos los casos.

Una evidencia de cambio en las propiedades mecanicas se puede apreciar en la
grafica 15, dado que la tension de rotura en la pelicula de quitosano sin plastificante
es iniciaimente de 30.06 MPa, y disminuye hasta 25.50 y 27.90 MPa en las peliculas
de proporciones 80:20 y 90:10, respectivamente. Asi mismo la extension, que
inicialmente es de 16.7 mm para la pelicula sin plastificante, se incrementa hasta 20.6
y 25.6 mm para las peliculas de proporciones 80:20 y 90:10 respectivamente. Esto
indica que la mezcla plastificante reduce la rigidez de las peliculas de quitosano
conforme aumentan la flexibilidad y la elongacion proporcionadas por el plastificante,
dado que este aisla las cadenas del polimero, siendo esto representado por segmentos
blandos (aportados por el glicerol y el acido oleico) frente a los segmentos duros
(cadenas unidas de quitosano). Dicha tendencia no ocurrid de igual manera en las
demas peliculas, puesto que si se compara la tension de rotura y extension de la
pelicula de quitosano sin plastificante (30.06 MPa y 16.7 mm) frente a estos mismos
parametros en las peliculas de proporciones 50:50 (26 MPa y 3 mm), 60:40 (12 MPa
y 5 mm)y 70:30 (9 MPa y 6 mm), puede decirse que hubo una disminucion en la
tension de rotura por la adicion de mezcla plastificante; sin embargo no experimentaron
una extension apreciable. Este hecho podria atribuirse a las interacciones presentadas
entre las cadenas de quitosano con la mezcla plastificante, es decir, la separacion
entre las cadenas del quitosano fue excesiva, hecho que no contribuy6 a favorecer la

flexibilidad, puesto que las peliculas de proporciones 50:50, 60:40 y 70:30,
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presentaron una cantidad de mezcla plastificante mas elevada frente a las peliculas de
proporciones 80:20 y 90:10. Finalmente, y de acuerdo a los resultados aportados por
los ensayos mecanicos de tension, las peliculas de proporciones 80:20 y 90:10 son
aptas para su uso en implantacion, dada la flexibilidad presentada. Los resultados
obtenidos son comparables a los reportados por autores como Suyatma (67), quien
obtuvo para una pelicula de quitosano de proporcion 80:20 una tension de rotura y
estiramiento de 31.8 MPa y 45 mm, respectivamente, y de forma similar Azad(70)
obtuvo una tension de rotura de 35.2 MPa para una pelicula de quitosano sin
plastificante con un grado de deacetilacion del 75%, esto quiere decir que los
resultados de tension de rotura obtenidos son idéneos y adicional a ello, dan un indicio
de cual seria la resistencia a la rotura que soportarian las peliculas implantadas en los

modelos animales.
7.5.4 Estudios de degradacion hidrolitica

El comportamiento que podrian adquirir las peliculas de quitosano al degradarse en el
interior de los biomodelos animales simulando condiciones fisioldgicas se puede
apreciar en la grafica 16, en donde la tendencia de las muestras inmersas en la solucion
reguladora de fosfatos durante un periodo de siete semanas, a pH 7.47 y 37°C, es

hacia la pérdida gradual de peso conforme avanza el tiempo.
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Grafica 16. Perfil de degradacion hidrolitica (pérdida de peso en funcién del tiempo) para las
peliculas de quitosano elaboradas. Q: quitosano y PL: plastificante.
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Se aprecia que la pelicula sin plastificante exhibié una degradacion lenta frente a las
peliculas de quitosano con plastificante (en proporciones 50:50 a 90:10), esto se
puede atribuir a que la solucion reguladora de fosfatos fue incapaz de desintegrar la
pelicula de quitosano, algo que si sucedio en el caso de las peliculas de quitosano con
plastificante, pues la presencia de la mezcla plastificante ademas de ayudar en la
separacion de las cadenas del polimero y conferir flexibilidad a las peliculas, al
disolverse en la solucion de fosfatos hace que estas pierden consistencia, siendo mas
faciimente degradables. Si bien todas las peliculas de quitosano con plastificante
estuvieron sometidas a las mismas condiciones de trabajo, cabe senalar que las
peliculas de quitosano (en proporcion 80:20 y 90:10), al presentar un mayor contenido
del polimero respecto a la cantidad plastificante, se degradaron mas lentamente,
siendo poco disueltas por la solucion de fosfatos frente a las peliculas de proporciones
50:50, 60:40 y 70:30, las cuales al presentar un mayor contenido de mezcla
plastificante, se degradaron faciimente ante la solucion reguladora de fosfatos, la cual
fue capaz de disolver la mezcla plastificante presente en las peliculas elaboradas. En
la grafica 16, se aprecia que en la semana 3.5 del estudio hay entre 6-15% de material
remanente, y en la semana 7 se encuentra entre un 2-9% de material remanente (estos
resultados no incluyen a la pelicula sin plastificante). De extrapolar estos resultados
hacia condiciones in vivo, es probable que quedaria poco material remanente al cabo
de 21 dias de implantacion; sin embargo, este estudio no permite comparar el periodo
de tiempo en el que se degradaron las peliculas de forma in vitro respecto al periodo
de implantacion in vivo, puesto que al interior de los modelos animales la degradacion
del material polimérico se daria mucho mas eficientemente y en un menor tiempo dada
la accion de los macréfagos, fagocitos, enzimas vy fluidos fisiolodgicos(47), frente a lo
que se observaria en la situacion in vitro donde apenas se simulaban el pH vy la
temperatura fisioldgicas, en una solucion salina reguladora de fosfatos. Los resultados
de la degradacion hidrolitica de las peliculas de quitosano obtenidas son similares a

los de Tomihata (703), pues al cabo de la primera semana sus materiales ya se habian
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degradado entre un 30-60%, mientras que el material experimental se degradd un 30-

50% en igual periodo de tiempo.
7.6 Estudio de biocompatibilidad del quitosano en modelos animales.

De acuerdo a la norma ISO 10993 seccion 6 (80), el periodo de implantacion
seleccionado fue de 21 dias, tiempo suficiente en que las peliculas de quitosano se
degradarian al interior de cada uno de los biomodelos. Segun los resultados de las
caracterizaciones mecanicas anteriores, las peliculas de quitosano seleccionadas para
implantacion fueron las de proporciones 80:20; 90:10 y 100:0. Cabe senalar que las
muestras implantadas se absorbieron en cuatro de los cinco biomodelos
experimentales sin dejar restos de material, solamente en uno de ellos se presentd
encapsulamiento, sin que esto represente una respuesta a cuerpo extrano. En general
el aspecto macroscopico de la dermis se aprecia completamente sano sin mostrar
indicios de inflamacion, indicando que se presentd biocompatibilidad tal como era de
esperarse, esto puede apreciarse en la figura 37b. No obstante la inspeccion
macroscopica no indica que tanto del material quedd presente al interior de los
biomodelos, ni tampoco da una clara evidencia de que tan sano estaban los tejidos
antes y después de la implantacion, para ello se analizaron las histologias en la seccion
7.6.1

a B

Figura 37. Incisién en la region dorsal (a) y recuperacion de las muestras (b) luego de 21 dias de
implantacién.
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7.6.1 Analisis histologico

Para diferenciar los tejidos en las zonas de las implantaciones, se hizo uso de la mezcla
hematoxilina: eosina para tincion. La hematoxilina, al ser un componente basico realiza
el tenido de las estructuras acidas en tonos azul violeta o purpura (concretamente el
nucleo celular); mientras que la eosina, al ser un compuesto acido se encarga de la
tincion de las estructuras basicas en tonos de color rosado, como por ejemplo el
citoplasma y los tejidos musculares. Los resultados histoldgicos mostraron que
aungue la constitucion corporal de cada biomodelo era la misma, se presentaron
diferencias individuales tanto en la fisiologia de los animales, como en la morfologia de
las peliculas, esto explica el por qué los materiales implantados se degradaron a
diferentes velocidades. Se muestran solamente las histologias relacionadas a los
biomodelos 1, 3y 6 (en los biomodelos 2 y 5 las histologias son similares al biomodelo
1). Cabe resaltar que el estudio histoldgico realizado presentd resultados comparables
a los previamente reportados en la literatura por otros autores (38, 703). En el caso del
primer biomodelo experimental denominado N1D1, en las figuras 38a y 38b se
evidencia que el tejido conectivo en color rosa claro es normal, denso e irregular. Hay
presencia de foliculos pilosos (Ovalos fucsia alargados) rodeados de glandulas
sebaceas (esferas blanquecinas pequenas). Cerca de la dermis profunda se observan
adipocitos (linea ancha de color blanco), luego aparece una linea de queratina,
localizada en la parte mas externa de la piel. Se observa el musculo (granulos en color
rosado) en contacto con la dermis profunda. No hay evidencia de cuerpos extranos o

restos de material.
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c D
Figura 38. Histologias para el modelo N1D1: aumentos (a) y (b) 4x, (c) 10x y (d) 40x.

En la figura 38c se indica claramente la epidermis (linea continua de tono violeta claro),
y debajo de la misma aparece el tejido conectivo (color rosa claro) junto a un foliculo
piloso (6valo alargado), rodeado de glandulas sebaceas (esferas blancas). El aumento
a 40x de la figura 38d, muestra la acumulacion de fibroblastos (células pequerfas de
color azul-violeta) cerca al foliculo piloso y en medio del tejido conectivo (rosa claro).
Para el caso del tercer biomodelo experimental (denominado N3D1) se encontrd
material polimérico, esto se detalla en la figura 39a, cuyo aumento a 4x muestra el
tejido conectivo ampliamente distribuido (color rosa claro), hay presencia de foliculos
pilosos y glandulas sebaceas (tonos blancos). En la dermis profunda se muestran los
adipocitos igualmente de color blanco y finalmente se observa la capa muscular, en

color fucsia claro, siendo de aspecto normal.
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c d
Figura 39. Histologias para el modelo N3D1: aumentos (a) 4x, (b) y (c) 10x y (d) 40x.

En la figura 39b, el aumento a 10x revela la presencia de material correspondiente a la
pelicula de quitosano implantada en proporcion 90:10, que se ha tenido de color
violeta por accion de la hematoxilina, debido a que cuando el pH se torna acido, los
grupos amino del quitosano presente en la pelicula se protonan, pudiendo reaccionar
con la hematoxilina, exhibiendo el color violeta. En la figura 39¢c con aumento a 10x se
puede apreciar que una parte de la pelicula de quitosano ha sido degradada ya que
una cavidad de color blanco aparecio alrededor de la misma, adicionalmente una capa
de fibroblastos rodea al material implantado, encapsulandolo. Finalmente, la figura 39d
con aumento a 40x muestra que el material polimérico estaba rodeado de fibroblastos,
la presencia de tres cavidades (zonas claras al centro) alrededor de la pelicula

implantada, denotan que hubo degradacion o reabsorcion del material, y en la zona
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inferior se observan adipocitos de color blanco. En el sexto biomodelo experimental
(denominado N6D1) la pelicula de quitosano se degradd por completo, pues en la
figura 40a con aumento a 10x no hay indicios de material, solamente se aprecian el
epitelio (linea densa de color violeta claro), el tejido conectivo normal de tipo denso no
modelado (tono rosa claro), foliculos pilosos (6valos alargados), glandulas sebaceas
(esferas pequenas de color blanco) y vasos sanguineos (pequenas esferas coloreadas
de color rosa claro). Rodeando al tejido conectivo hay tejido fibrdtico, el cual induce
cicatrizacion en aquella zona. En la figura 40b con aumento a 40x se ilustran
claramente tres capas: la primera se refiere al estrato corneo (color rosa claro), una
capa intermedia (estratos granulosos y espinosos, de color violeta), y finalmente una
densa capa de queratina color fucsia, ademas de fibroblastos (pequenas células

coloreadas de azul) rodean estas tres capas.

a B
Figura 40. Histologias para el modelo N6D1: ampliaciones (a) 10x y (b) 40x.

Llama la atencion que la pelicula de quitosano comercial usada como material de
control implantada al sexto biomodelo (denominado N6D2) no se degradd por
completo, ya que el material se encapsulé como si fuera un cuerpo extrafio. La figura
41a (aumento de 4x) muestra claramente la presencia de tejido epitelial con queratina
(capa violeta), la dermis superficial y profunda (en color fucsia claro). El tejido conectivo
se muestra denso y no modelado (igualmente en color fucsia), la capa muscular de

aspecto granuloso se ve rodeada de tejido fibrético. Al centro de la imagen, la figura
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41b (aumento a 10x) se logran apreciar cuerpos extranos color malva claro,
proveniente de la pelicula de quitosano comercial, rodeados de una densa capa de
fiboroblastos (células pequenas color azul violeta). Las figuras 41cy 41d (con aumentos
a 40x) muestran que el material de control ademas de ser encapsulado fue fraccionado
en trozos, probablemente una parte del mismo haya sido degradado antes de ser
encapsulado, ademas la hematoxilina reaccion6 con el material polimérico
encapsulado, tinéndole de un color fucsia claro, dada la protonacion de los grupos

amino del quitosano, al igual que ocurrid con el tercer biomodelo experimental.

c d
Figura 41. Histologias para el modelo N6D2: aumentos (a) 4x, (b) 10x (c) y (d) 40x.

Hasta aqui puede decirse que el material presente en la bolsa subcutanea de cada

modelo animal no presenté respuestas inflamatorias en la region de implantacion, salvo

100



lo ocurrido en el biomodelo N3D1 en donde hubo presencia de material polimérico
degradandose, y en el biomodelo N6D2, donde si hubo encapsulamiento; sin embargo
en los demas biomodelos experimentales se dio una respuesta rapida por parte de las
células creadoras de tejidos, como fue el caso de los fibroblastos, encargados de
sintetizar nuevos tejidos y de mantener en buen estado la matriz celular. Se concluye
que los resultados histologicos de este proyecto dan a entender que los materiales
sintetizados pueden ser utilizados en regeneracion de tejidos, con resultados
comparables a los de Brito y colaboradores (704), quienes también implantaron
peliculas de quitosano a ratas Wistar. La tabla 11 resume los aspectos relacionados

respecto al material implantado en todos los biomodelos experimentales.

Tabla 11. Resumen de los resultados histologicos™.

Apariencia histolégica

Materiales . . . . .
implantados  Modelo  Epitelio D7 D7 Tejido Capa bR
superficial profunda conjuntivo muscular  presente?
N1D1 Normal Normal Normal Normal Normal No
Tejido
N2D1 Normal Normal Normal Normal fibrético No
. cicatrizal
Pelicula de .
Litosano Material
qurtos N3D1 Normal Normal purpura sin Normal Normal Si
extraido y
. degradar
plastificante .
(relacién Vet
. N5D1 Normal Normal Normal Normal fibrético No
90:10) o
cicatrizal
Tejido
N6D1 Normal Normal Normal Normal fibrético No
cicatrizal
Tejido
N1D2 Normal Normal Normal Normal fibrético No
cicatrizal
, N2D2 Normal Normal Normal Normal Normal No
Pelicula de Tejido
quitosano - oo Normal | Normal Normal Normal fibrotico No
comercial y o
o cicatrizal
plastificante -
(relacién Vit
90:10) N5D2 = Normal Normal Normal Normal fioréotico No
) cicatrizal
Material sin Tejido
N6eD2 Normal Normal Normal fibrético Si
degradar o
cicatrizal

*El biomodelo N4 fallecié antes de realizar el estudio. N# es el niumero del biomodelo (1-6). D1: peliculas
de quitosano sintetizadas. D2: peliculas de quitosano comercial usadas como material de control.
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7.6.2 Interaccion de las peliculas de quitosano al interior de los biomodelos

experimentales

El quitosano aunque fue biocompatible e inocuo tras su implantacion, no es un
compuesto que se produzca naturalmente al interior del organismo de los biomodelos
estudiados, tal como sucedio en el biomodelo N6D2 en donde fue reconocido como
un cuerpo extrano. Como consecuencia de ello, es probable que se haya metabolizado
o degradado al interior de los cuerpos de los otros modelos animales por la accion de
los macréfagos y fagocitos, transformandose en subproductos presentes en la matriz
extracelular como pueden ser los glicosaminoglucanos, D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina. Otra posible forma de degradacion del polimero al interior de los modelos
animales ocurrid mediante la liberacion de enzimas, como por ejemplo la lisozima, que
es capaz de romper las uniones tipo B(1,4) entre las cadenas de quitosano,
transformandolas en oligosacaridos o0 monémeros de D-glucosamina (703). La figura

42 indica como seria la ruptura de los enlaces O-glucosidicos por parte de la enzima

lisozima.
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Figura 42. Posibles sitios de accién de la lisozima. Adaptado de Tomihata (703)

Adicionalmente, los fluidos fisioldgicos propios de cada biomodelo animal pudieron
degradar las peliculas (siendo reconocidas como cuerpos extrafnos), minimizando su
presencia al interior del organismo mediante hidrolisis o cambios en el pH, de acuerdo
a lo senalado por Renkema (47). Esto Ultimo no pudo comprobarse, debido a que no
se monitored el comportamiento enzimatico o fisiolégico en los modelos animales

durante los 21 dias de estudio.
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8. CONCLUSIONES

Se logro la extraccion, identificacion y caracterizacion del quitosano extraido del micelio
del hongo Aspergillus niger (provisto por la empresa Sucroal S.A) con un rendimiento

de reaccion del 5.02% en base seca.

El quitosano fue caracterizado estructuraimente mediante espectroscopia FTIR, RMN
('H y "®C-CP-MAS). Dentro de sus propiedades fisicoquimicas, la masa molecular
promedia fue de 1.52 x 10° g/mol, el grado de deacetilacion (determinado por dos
métodos diferentes) esta comprendido entre 70.81-75.30%. El andlisis térmico mostrd
estabilidad del polimero en el barrido en que se trabajo, la calorimetria de barrido
diferencial dio a conocer que la temperatura de transicion vitrea (Tg) fue de 124.36°C,
y por difraccion de rayos X se corrobord su caracter amorfo, tanto en el polimero

como la transparencia en las peliculas de quitosano.

En cuanto a las propiedades mecanicas, las peliculas de quitosano demostraron tener
resistencia, exhibieron algo de transparencia y flexibilidad. Ademas mediante disefio
experimental se comprobd que la concentracion iddnea tanto para el polimero, como
para la mezcla plastificante debia ser del 1% p/v 0 v/v segun el caso. Asi mismo, las
peliculas de quitosano fueron lo suficientemente estables bajo condiciones fisioldgicas
simuladas durante un periodo de siete semanas luego de ser sometidas a pruebas de

degradacion hidrolitica.

Mediante microscopia electronica de barrido se pudo estudiar la morfologia de las
peliculas obtenidas, ya que las micrografias permitieron elucidar que el material
aparentemente uniforme y continuo presentaba algunos pliegues y porosidad,
haciéndolo una plataforma apta para el crecimiento celular, y por ende la regeneracion

de tejidos.

Los estudios in vivo realizados demostraron que las peliculas de quitosano después
de 21 dias de implantacion no se encontraban presentes al interior de la mayoria de

los biomodelos experimentales, habiéndose reabsorbido por completo, demostrando
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su caracter biocompatible y biodegradable, sin afectar el tegjido conectivo y sus

alrededores.

Se presume que las peliculas de quitosano interactuaron con los fluidos fisioldgicos y
enzimas presentes en el organismo de los biomodelos experimentales, ya que el
polimero pudo degradarse y metabolizarse hacia subproductos que constituyen la
matriz extracelular, como es el caso de los glicosaminoglucanos, y resiudos de D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. De igual manera, los componentes
plastificantes utilizados (glicerol y acido oleico) no presentaron reacciones adversas en
los biomodelos a los que se les implantd; salvo en uno de ellos, donde se presentd
encapsulamiento de un fragmento del material polimérico de control implantado
(reconocido como un cuerpo extrano) y que fue encapsulado hasta ser degradado por

accion de los macrofagos y enzimas.

Por ultimo, lo interesante y novedoso de este trabajo es que las peliculas elaboradas
provienen de quitosano del hongo Aspergillus niger, ya que este quitosano obtenido
esta exento de sustancias alergénicas y nocivas al provenir de una fuente de origen no
animal, a diferencia de otros trabajos en donde se utiliza quitosano comercial o
industrial, con posibles alérgenos provenientes de las fuentes marinas, que podrian

inducir rechazo del material implantado.

104



9. PERSPECTIVAS
9.1 Extraccion de quitosano

Con respecto al proceso de obtencion del quitosano del micelio de Aspergillus niger,
se desea orientar la produccion del mismo a escala industrial, asi mismo se proponen
cambios como utilizar enzimas (en lugar de NaOH) las cuales pueden ser capaces de
hidrolizar los enlaces entre la quitina y los azucares glucanos, y a su vez, utilizar
enzimas que remuevan el grupo acetilo, para asi minimizar la generacion de efluentes
basicos en el proceso actual, con consecuencias ambientales favorables y orientadas
a la quimica verde. Asi mismo emplear los glucanos resultantes (como subproducto
de la extraccion del quitosano) y aprovechar sus propiedades nutraceuticas vy

medicinales.
9.2 Produccion de peliculas de quitosano

Es deseable que se preparen peliculas de quitosano que también sean mezcladas con
otros polimeros tales como alginato o colageno en el caso de la regeneracion de tejidos
blandos, y para el caso de la regeneracion de tejido 6seo, se pretende realizar su
mezcla con acido poli-L-lactico, acido poliglicélico o poli-e-caprolactona. Como
consecuencia, surge la propuesta de emplear otros agentes plastificantes para las

peliculas de quitosano de acuerdo al (los) polimero (s) con el que se desee mezclar.

Utilizar disoluciones de farmacos e incorporarlos a las peliculas de quitosano para su
uso topico, y aprovechar las propiedades de quitosano como agente hemostatico en
la produccion de vendajes a partir de las peliculas del polimero para su uso en heridas

abiertas que comprendan una gran extension.

Elaborar peliculas de quitosano para usos multiples (recubrimientos para proteccion

de alimentos y farmacos).

Estudiar la morfologia de las peliculas de quitosano haciendo uso de microscopia

electronica de barrido (SEM) mediante cortes en la seccion transversal, para examinar
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la forma en que se integran los componentes en las peliculas, y asi mismo realizar un

estudio mas detallado sobre su resistencia y propiedades mecanicas
9.3 Estudios de implantacion in vivo

Elaborar matrices de quitosano, para posteriormente incluir las células habiendo
determinado cuales son los factores de crecimiento responsables de la regeneracion

en los diferentes tejidos y 6rganos donde se vayan a implantar las peliculas.

10. PRESENTACIONES EN EVENTOS

Los resultados parciales y definitivos de este trabajo fueron presentados en sociedad

en los siguientes eventos:

e Xl Simposio latinoamericano de polimeros (SLAP), Universidad de los Andes
(Bogota, Colombia) Septiembre 24 a 28 de 2012

e |l Simposio de quimica, Universidad del Valle (Cali, Colombia), Octubre 29 a
Noviembre 2 de 2012

e |l Simposio de quimica, Universidad del Valle (Cali, Colombia), Octubre 28 a
Noviembre 1 de 2013
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