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RESUMEN

Los biopolimeros son en la actualidad un tema de gran importancia debido a las
multiples aplicaciones que pueden alcanzar, especialmente las de tipo biomédico.
Especificamente la quitina y su principal derivado el quitosano, presentan como
ventaja adicional una considerable abundancia en la naturaleza, lo cual los ha
hecho mucho mas atractivos a nivel investigativo. En este trabajo se realizé la
extraccion de quitosano a partir del hongo Aspergillus niger, una fuente alternativa
de quitina y quitosano que se encuentra ampliamente disponible en la region,
como subproducto industrial de la produccién de acido citrico. Mediante la
optimizacion del proceso de extraccion de quitosano se logré alcanzar
rendimientos cercanos al 7%, valor superior a los ya reportados en la literatura,
con un proceso quimico mas sencillo, haciéndolo mas atractivo para el sector

industrial.

Una vez obtenido el quitosano se realiz6 una completa caracterizacion
espectroscopica y se determinaron sus principales propiedades como el grado de
desacetilacion y el peso molecular, que son fundamentales para definir las
aplicaciones en las que se puede utilizar el material extraido. El quitosano
obtenido presento un grado de desacetilacion del 77.3% mediante potenciometria
y 74.5% mediante analisis elemental; el peso molecular viscoso fue de 1.49x10°

g/mol clasificAandose como un quitosano de bajo peso molecular.

Posteriormente las cadenas de quitosano obtenido se entrecruzaron con
dialdehidos (glutaraldehido y glioxal) y con acidos dicarboxilicos (acido succinico y
acido glutarico), para obtener estructuras tridimensionales conocidas como
hidrogeles. Estos materiales son de gran interés ya que son estudiados en la
dosificacion controlada de principios activos, para mantener constante su

concentracion durante un tiempo prolongado. Los hidrogeles de quitosano se



caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja y presentaron una estabilidad
térmica por encima de los 250 °C. Mediante micrografias electronicas de barrido
se pudo observar que estos materiales presentan poros irregulares, polidispersos

e interconectados.

Los estudios cinéticos de hinchamiento mostraron que los hidrogeles sintetizados
siguen una cinética de hinchamiento de segundo orden. Se observé ademas que
el hinchamiento varia dependiendo del pH; cuando el pH del medio fue acido, se
alcanzo un mayor porcentaje de hinchamiento con respecto al estudio en medio
neutro o alcalino. Por otra parte se realizé la liberacién de Betahistina desde los
hidrogeles hinchados, la cual evidencié un mecanismo de difusion Fickiano, es

decir, controlado unicamente por fendmenos de difusion.

Los hidrogeles de quitosano fueron sometidos a degradacion hidrolitica bajo
condiciones fisiolégicas simuladas (pH 7.4 y 37 °C), el estudio mostré una pérdida
de peso alrededor del 37% en un periodo de 31 dias. Finalmente, se realizé un
estudio piloto de biocompatibilidad in vivo para los hidrogeles obtenidos, utilizando

conejos de raza New Zealand como modelo animal.



1. INTRODUCCION

Durante el proceso industrial para la obtencion del acido citrico, mediante la
fermentacién aerdbica de azucares en presencia del hongo Aspergillus niger, la
empresa Sucromiles S.A obtiene como coproducto 13500 ton/afio de micelio
humedo de este hongo. La pared celular del micelio esta constituida por
polisacaridos como la quitina, biopolimero lineal formado por unidades de N-acetil-
D-glucosamina unidas a través de enlaces B(1—4). La quitina es el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa, y mediante
procesos de desacetilacidon se obtiene el quitosano como su principal derivado
(Cai et al., 2006). Tanto la quitina como el quitosano han despertado gran interés a
nivel investigativo, ya que estos polisacaridos pueden encontrar aplicaciones en la
industria farmacéutica, textil, papelera y de alimentos, como también en la
agricultura y la medicina (Majeti et al., 2000). Todas estas aplicaciones que se le
atribuyen a estos biopolimeros se debe principalmente a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y abundancia en la naturaleza (Domard, 2011).

Tradicionalmente el quitosano se ha obtenido a partir del exoesqueleto de
crustaceos mediante un proceso que involucra varias etapas (desmineralizacion,
desproteinizacion, desacetilaciéon de la quitina y extraccion en medio acido del
quitosano) (Abdou et al., 2008; Bajaj et al., 2011). En el presente trabajo se
emplea el micelio del hongo Aspergillus niger como fuente de quitosano, el cual se
logra extraer en un proceso mas sencillo que involucra sélo dos etapas: hidrélisis
basica y extraccion en medio acido, obteniendo un quitosano de origen no-animal
y dandole un valor agregado a este coproducto industrial, esperando asi contribuir

a largo plazo con el desarrollo socio-econémico de la region.

Por otra parte, mediante el entrecruzamiento fisico o quimico de las cadenas de
quitosano se pueden obtener redes tridimensionales conocidas como hidrogeles,

los cuales se caracterizan por absorber grandes cantidades de agua o soluciones



acuosas a través de su hinchamiento, conservando su forma original (Shibayama
et al., 1993). El hinchamiento o transicion de fase de los hidrogeles es una
propiedad que puede variar de acuerdo a las condiciones del medio en el que se
encuentran, como por ejemplo la temperatura, el pH, la fuerza iénica, entre otras;
por esta razon, para describir su capacidad de hinchamiento frente algun estimulo
externo, algunos autores les han otorgado el calificativo de polimeros “inteligentes”
(Katime, 2000).

Los hidrogeles ademas son conocidos como sistemas de liberacion controlada de
diferentes principios activos tanto a nivel intracorpéreo como epidérmico, ya que
son capaces de mantener constante la concentracion de farmaco en un medio
determinado por un intervalo de tiempo prolongado. Esta segunda cualidad junto
con la respuesta selectiva al medio, ha motivado la ejecucidn de diversos estudios
enfocados a la liberacion controlada y dirigida de medicamentos y nutrientes a
sitios especificos del organismo. La liberacion de un farmaco al pH especifico del
tracto gastrointestinal, por ejemplo, evita problemas de tipo farmacocinético y
mejora la disponibilidad del medicamento en el organismo (Peppas et al., 2000,
Ishihara et al., 2006; Jain et al., 2007).

En este trabajo se obtuvieron hidrogeles de quitosano mediante el
entrecruzamiento covalente de sus cadenas con diferentes agentes
entrecruzantes, con el fin de obtener materiales compatibles y degradables utiles
para la industria farmacéutica. Se presentan ademas los resultados obtenidos en
los diferentes estudios de tipo cinético y de compatibilidad realizados sobre los
materiales sintetizados, aportando resultados de interés para la ciencia de los

materiales poliméricos.



2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 Los biopolimeros

Los polimeros naturales también llamados biopolimeros, son recursos renovables
generados durante el ciclo de vida de plantas, animales, bacterias y hongos. Los
biopolimeros se caracterizan por tener estructuras complejas, bajos indices de
polidispersidad y facil degradacién (Johnson et al., 2003). Dentro de los principales
biopolimeros se encuentran las proteinas, los polinucledtidos, los
polihidroxialcanoatos y los polisacaridos, estos ultimos conformados por unidades
de monosacaridos unidas a través de enlaces glicosidicos. Dentro de las
principales limitaciones que presentan los biopolimeros se encuentra su
insolubilidad en algunos medios y sus bajas propiedades mecanicas; sin embargo,
mediante modificaciones quimicas como procesos de funcionalizacién,
copolimerizacion, entrecruzamiento y formacién de compositos, ha sido posible el
mejoramiento de sus propiedades fisicoquimicas aumentando asi su aplicabilidad.
En la actualidad, los biopolimeros se han investigado ampliamente para
aplicaciones de embalaje y empaques biodegradables, como también para
aplicaciones biomédicas; especialmente para ser utilizados como dispositivos
terapéuticos cardiovasculares, ortopédicos, oftalmoldgicos, dentales, sustitutos de
la piel, sistemas de liberacion de farmacos y sensores para propdésitos de
diagnostico (Johnson et al., 2003; Tang et al., 2009; Siracusa et al., 2008).

Los polisacaridos eran considerados en un principio unicamente como fuente de
energia metabdlica, sin embargo, a lo largo de su existencia han encontrado
multiples aplicaciones debido a que son materiales no téxicos, biodegradables y
de gran abundancia en la naturaleza. Los polisacaridos se pueden clasificar de
acuerdo a su caracter acido-base, por lo que existen polisacaridos como el
glucdgeno, la celulosa y el dextrano que tienen un caracter neutro. La pectina, el
acido alginico y el agar son algunos ejemplos de polisacaridos con caracter acido.
Finalmente se encuentran algunos polisacaridos altamente basicos como la quitina

y el quitosano.



2.2 Quitina

La quitina es un polisacarido lineal nitrogenado conformado por unidades de 2-
acetamida-2-deoxi-B-D-glucopiranosa unidas a través de enlaces B(1—4). Este
polisacarido presenta una estructura similar a la celulosa; en lugar de tener un
grupo hidroxilo en el carbono numero 2, presenta el grupo acetamida como se
puede ver en el Esquema 1. La quitina fue aislada por primera vez en 1811 por el
quimico y botanico francés Henri Braconnot, quien encontré en algunos hongos un
material resistente a condiciones alcalinas (Khor, 2001); vale la pena resaltar que
la quitina fue el primer polisacarido identificado por el hombre seguido por la
celulosa que fue descubierta en 1838 por el quimico francés Anselme Payen
(Zugenmaier, 2008). En 1823 Antoine Odier hall6 un material con propiedades
similares a las descritas por Braconnot mientras estudiaba la cuticula de algunos
insectos y lo denomind quitina, nombre proveniente del griego “chiton” que hace
referencia a una tunica o envoltura. En 1843 Payen observd la presencia de
nitrégeno en la quitina, observacion que fue confirmada por Fischer y Leuchs.
Posteriormente, Karrer y Zechmeister realizaron experimentos con quitina y
encontraron la N-acetilglucosamina como su principal componente (Jeuniaux,
1996). Finalmente, la estructura de la quitina fue confirmada en la primera mitad
del siglo XX por Meyer y Pankow mediante estudios de difraccion de rayos X
(Meyer, 1935).
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Esquema 1. Estructura quimica de: (a) quitina y (b) celulosa.



Es importante resaltar que la quitina es el segundo polisacarido mas abundante en
la naturaleza después de la celulosa, ya que se encuentra ampliamente distribuida
en hongos, diatomeas, artrépodos y otro gran numero de animales y plantas; en la
actualidad se estima una produccién mundial de 10" ton de quitina por afno
(Kurita, 2006). A pesar de esta gran disponibilidad en la tierra, la explotacion
comercial de quitina solo se ha enfocado en los subproductos derivados de la
industria alimenticia marina, como camarones, cangrejos, langostas y calamares
(Kim, 2011), cuyos residuos generan un impacto ambiental negativo debido a su
persistencia, generacién de patégenos que ponen en riesgo la salud humana y el
aumento de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en rios y océanos. La
mayor produccion de quitina a partir de estas fuentes marinas se registra en
paises como la India, Polonia, Japoén, China, Estados Unidos, Noruega y Australia
(Dutta, 2004).

La quitina presenta pesos moleculares promedios entre 1.03x10° y 2.5x10° Da y
se caracteriza por ser un polisacarido insoluble en agua y en la mayoria de los
solventes organicos. Esta se puede solubilizar en soluciones con una fuerza iénica
grande como la hexafluoroacetona o el dicloroetano con acidos minerales, como
también en dimetilacetamida con un 5% de cloruro de litio (Majeti et al., 2000).
Tamura y colaboradores en el afio 2006 solubilizaron la quitina en una solucion
saturada de cloruro de calcio dihidratado en metanol, tomando como antecedente
la solubilidad que presenta el Nylon-6® en esta misma solucién (Tamura et al.,
2006). La insolubilidad que presenta la quitina esta asociada con el alto grado de
cristalinidad, debido a la formacion de diferentes enlaces de hidrégeno entre el
oxigeno del carbonilo del grupo acetamida ya sea con el hidrégeno del grupo
hidroxilo secundario ubicado en C-3, con el hidroxilo primario ubicado en C-6 6
con el hidrogeno de otro grupo acetamida, manteniendo fuertemente unidas las
cadenas de la quitina. Se reconocen en la actualidad tres formas cristalinas para
este polisacarido, las cuales dependen de la fuente de donde se extrae. La a-
quitina es la forma mas abundante y se halla presente en el caparazon de
mariscos y en la pared celular de los hongos. En esta forma cristalina las cadenas
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de quitina se encuentran organizadas en una configuracion anti-paralela
(Esquema 2) como lo hacen las cadenas del Nylon®, lo cual permite formar

cristales ortorrébmbicos y le da rigidez al polimero.

vivivwly

) Cadena de quitina

(a) : (b)

Esquema 2. Configuracion polimorfica de la a-quitina, a) modelo estructural, b) modelo con lineas.

En la B-quitina las cadenas se alinean de manera paralela como lo hacen las
cadenas de la celulosa, formando cristales monoclinicos. En este caso se
favorecen mas los enlaces de hidrégeno intramoleculares frente a las
interacciones intermoleculares que predominan en la a-quitina, como se puede
apreciar en el Esquema 3. Este tipo de quitina se encuentra comunmente
asociada con proteinas en calamares y diatomeas, y debido a que tiene un
empaquetamiento débil comparado con la a-quitina, faciimente se pueden
incorporar moléculas de agua en la red cristalina y lograr en algunos casos su
disolucién. Estudios sobre la obtencion de geles de quitina usando soluciones de
metanol saturadas con calcio, han demostrado que la forma B-cristalina tiende a
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convertirse de manera irreversible en la forma a-cristalina, confirmando asi la
estabilidad de esta ultima (Tamura et al., 2006). Finalmente se encuentra la y-
quitina que es una mezcla de las formas a y B, que combina las propiedades de
ambos polimorfismos y logra solamente un hinchamiento en su estructura cuando

entra en contacto con el agua.

AAdAAAAAA

—)p (Cadena de quitina

(b)

Esquema 3. Configuracion polimorfica de la B-quitina, a) modelo estructural, b) modelo con lineas.

2.2.1 Aplicaciones de la quitina

Debido a las interacciones que se generan a lo largo de la cadena polimérica, la
quitina tiene la capacidad para formar fibras. Las primeras fibras de quitina se
produjeron en 1926 mediante la disolucion de ésta en soluciones saturadas de
sales inorganicas como CaBr, y CaCl,. Estas fibras se pueden emplear para
obtener vendajes para heridas y como soportes para la ingenieria de tejidos
(Yusof et al., 2003; Muzzarelli, 2009; Jayakumar et al., 2011). También se ha
estudiado la formacién de hidrogeles de quitina mediante el entrecruzamiento

fisico de las cadenas utilizando cationes divalentes como el calcio, los cuales
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podrian ser utiles para la liberacion controlada de farmacos, fertilizantes,

pesticidas, etc.

El espectro de aplicaciones para la quitina es pequefo debido a su insolubilidad,
sin embargo, las aplicaciones de este polisacarido se ven incrementadas mediante
procesos de derivatizacion o funcionalizacion. Teniendo en cuenta que la unidad
monomeérica N-acetilglucosamina tiene un hidroxilo en C-3 y otro en C-6 que
pueden participar en diferentes tipos de reaccion, se han desarrollado diversos
estudios de funcionalizacion. La mayoria de estos trabajos se centran en la
reactividad superior que presenta el grupo hidroxilo de la posicion 6 para formar el
alcoxido correspondiente, bajo condiciones fuertemente alcalinas como ocurre
durante la formacion de la o-carboximetilcelulosa, s6lo que se requieren ademas
bajas temperaturas para evitar al maximo los procesos de desacetilacion en la
posicion 2. Es asi como se ha realizado la o-carboximetilacion de la quitina
empleando acido cloroacético a 0 °C (Esquema 4), este derivado ha mostrado
buena solubilidad en soluciones acuosas y buenas propiedades como agente de
quelacion de cationes divalentes como el calcio y el magnesio (Trujillo, 1968;
Tokura et al., 1983). Por otra parte, Tokura y colaboradores han realizado estudios
de o-alquilacién y o-acilacion de la quitina mejorando la solubilidad de ésta en
solventes organicos como DMSO, THF, dioxano, acetona, metanol entre otros
(Esquema 4). Vale la pena mencionar, que haciendo la quitina soluble en
solventes organicos se puede emplear para hacer fibras y peliculas, o puede
utilizarse como aditivo de pinturas, plasticos, entre otros (Somorin et al., 1979;
Kaifu et al., 1981).

La tosilacion de la quitina es otra de las metodologias usadas para funcionalizarla,
debido a la facilidad del grupo tosilo para ser sustituido, la especie tosil-quitina
resulta ser un excelente intermediario para la modificacién de la quitina. Como se
muestra en el Esquema 5, la tosil-quitina se puede transformar en mercapto-
quitina o yodo-quitina, los cuales han sido usados para la copolimerizacion injerto

via radicales libres con poliestireno (Kurita et al., 1992; Kurita et al., 1996),
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obteniendo un material hibrido (natural/sintético) con afinidad a los solventes

organicos.
CH,OCH,COONa |
L
O/
NH
CICH,COOH /l,\ dn
o) CHs
CH,0OH CH,O'Na* CH,OCH,—Ph
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HO 0 &
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Esquema 4. Algunas reacciones de o-alquilacién de la quitina.
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Esquema 5. Tosilacion de la quitina y copolimerizacion injerto con poliestireno.

11



2.2.2 El hongo Aspergillus niger como fuente de quitina

El hongo Aspergillus niger esta clasificado como un hongo de tipo filamentoso o
también llamado “moho”, especificamente perteneciente al grupo de los
Deuteromicetos, el cual estd ampliamente distribuido en la naturaleza. Se
encuentra en hojas secas, en granos almacenados, en abonos para cultivos, y en
frutos en descomposicion. Cada filamento o hifa del hongo crece en su extremo
por un mecanismo de extension celular como se muestra en la Figura 1 (Madigan
et al., 2004). El crecimiento masivo de estas hifas genera lo que se denomina

micelio que puede llegar a observarse sin ayuda del microscopio.

Las hifas pueden contener mas de un nucleo celular, no obstante, el principal
componente de éstas es la pared celular. A diferencia de la pared celular de las
plantas que ha sido estudiada desde el siglo XV, la pared celular de los hongos
fue considerada por mucho afnos como una estructura que solamente servia como
soporte, sin embargo, a partir del siglo XX las investigaciones en este tipo de
estructuras se han incrementado considerablemente y en la actualidad se le
atribuyen funciones como la proteccion de agentes externos, la regulacion de la
morfogénesis, participacion en la reproduccion del hongo, recepcion de sefales
externas, entre muchas otras (Feofilova, 2010).

De manera general la pared celular de los hongos tiene componentes
estructurales como la quitina, los glucanos (B-1,3 y B-1,6) y en algunos casos
celulosa. Ademas posee manoproteinas, galactoproteinas, a-1,3-glucanos,
glucosa, xilosa, lipidos, aminoacidos y N-acetil-D-glucosamina como componentes
intraestructurales conocidos como la matriz de la pared celular (Gooday, 1995). En
la Tabla 1 se muestra la composicidon de la pared celular de algunos grupos

taxonomicos de hongos.
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Figura 1. Representacion de las hifas durante su crecimiento masivo para la generacion de
micelio.

Tabla 1. Polisacaridos que conforman la pared celular de algunos hongos.

Polisacaridos que
Grupo Géneros conforman la pared
celular
Acrasiomicetes Polysphondylium, Dictyostelium Celulosa-glucoégeno
Oomicetes Phytophthora, Pythium Celulosa-B-Glucano
Hifoquitridiomicetes Rhizidiomyces Celulosa-Quitina
Zygomicetes Mucor, Phycomyces Quitina-Quitosano
Deuteromicetes Sch,-zfpslfjlrg,l,lffzomes Quitina-B-Glucano
Ascomicetes Saccharomyces, Candida Glucomanano-B-Glucano

Basidiomicetes Sporobolomyces, Rhodotorula Quitina- B-Glucano
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Para el caso especifico del género Aspergillus, la pared celular estd compuesta
por quitina, B-1,3 y 1,6 glucanos, como también por a-1,3 glucanos. Estos
polisacaridos cumplen funciones estructurales dandole la resistencia que requiere
la pared celular, como también funciones inmunolégicas proporcionandole
resistencia al hongo frente a virus, bacterias y parasitos infecciosos (MisloviCova et
al., 2000). La quitina se encuentra junto con los glucanos formando microfibras en
medio de la matriz de la pared celular. En la Figura 2 se representa la estructura
de la pared celular del hongo, los -1,3/1,6 glucanos ramificados se encuentran
principalmente en la superficie de la pared celular, mientras que los B-1,3 glucanos
lineales se encuentran asociados fisicamente con la quitina en el interior de la
matriz, formando lo que se denomina el complejo quitino-glucano que fue aislado

en 1979 por el quimico italiano Riccardo Muzzarelli (Muzzarelli, 1981).
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B -1,3 glucanos

Figura 2. Representacion de la pared celular del hongo Aspergillus niger.

Durante su proceso de germinacién y crecimiento el hongo Aspergillus niger

experimenta cambios en la composicion del complejo quitino/glucano; durante los
14



primeros dias de germinacion las esporas y esporoéfilos presentan una relacion
60/40 del complejo, sin embargo, siete dias después cuando hay una cantidad
considerable de micelio, la cantidad de quitina cae hasta alcanzar una relacion

20/80 para este complejo (Feofilova et al., 2006).

A pesar de su baja solubilidad, el complejo quitino-glucano ha adquirido interés en
multiples aplicaciones, por ejemplo Bornet y Teissedre estudiaron este complejo
para remover minerales como el hierro, el plomo y el cadmio, y contaminantes
organicos como la Ocratoxina A en vinos blancos y rojos producidos al sur de
Francia, observando reducciones hasta del 90% de estos contaminantes durante
la produccién y almacenamiento, mejorando asi su calidad y seguridad para el
consumo humano (Bornet et al., 2008). También se ha estudiado el crecimiento de
tejidos a partir del complejo quitino-glucano usando fibroblastos NIH/3T3 y como
auxiliar en procesos de floculacion y coagulacion para el tratamiento de aguas
residuales (Nud’ga et al., 2002; Skorik et al., 2010).

2.3 El quitosano

Mediante una reaccion de desacetilacion parcial o total de la quitina se obtiene su
principal derivado conocido como quitosano, el cual se puede clasificar como un
copolimero conformado por unidades de 2-amino-2-deoxi-p-D-glucopiranosa y 2-
acetamida-2-deoxi-B-D-glucopiranosa. En general, cuando el contenido de grupos
acetilos es mayor del 50% se considera quitina, mientras que para valores
menores se considera quitosano. Este presenta un contenido de nitrégeno de
6.80% o superior y se caracteriza por presentar pesos moleculares entre 1x10° y
5x10° Da. El descubrimiento del quitosano se le atribuye al profesor Rouget, quien
en 1859 hallé que calentando la quitina en medio alcalino se obtenia un material
que era soluble en acidos organicos. En 1894 el aleman Hoppe-Seyler llama a
este material quitosano, sin embargo, so6lo hasta 1950 se logré dilucidar su

estructura quimica (Khor, 2001).
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De manera general, la obtencion del quitosano se basa en una hidrolisis basica del
grupo acetamida que se encuentra en la posicibn 2 como se muestra en el
Esquema 6. Cuando se usan las cascaras de los crustaceos como fuente de
quitosano, se requiere dos pre-tratamientos, uno con hidroxido de sodio diluido
para eliminar restos de material organico y otro con HCI 1 M para eliminar el
carbonato de calcio como dioxido de carbono. Posterior a estos pre-tratamientos
se lleva a cabo la desproteinizacion y desacetilacion de la quitina, para finalmente
llevar a cabo la extraccion del quitosano en medio acido. En el afio 2007 en la
Universidad del Valle se llevé a cabo la extraccion de quitosano a partir de las
cascaras de camaron, el cual posteriormente fue reticulado con glioxal y usado
como soporte de las enzimas celulasa y pectinliasa, para procesos de clarificacion
de jugos de mora (Orozco, 2007). Abdou y colaboradores han extraido y
caracterizado el quitosano de diversas fuentes marinas como el camarén café, el

camardén rosado, los calamares, los cangrejos y las langostas (Abdou et al., 2008).
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Esquema 6. Desacetilacion de la quitina para obtener el quitosano.

Por otra parte, cuando se usan los hongos como fuente de quitosano, sélo se
requiere la hidrélisis en medio alcalino donde ocurre simultaneamente la
desacetilacion de la quitina como también la degradacion de proteinas y grasas.
Luego de este tratamiento, el quitosano puede ser extraido utilizando una solucién
acida diluida. Es asi como se han estudiado diferentes tipos de hongos como
fuente de quitosano, por ejemplo para el Mucor rouxii se reportan rendimientos
que van desde 1.2% hasta un 8%, con pesos moleculares promedios entre
0.56x10° y 1.6x10° Da y grados de desacetilacién entre 41 y 70 % (White et al.,

1979; Miyoshi et al., 1992; Synowiecki et al., 1997; Chatterjee et al., 2005). Para la
16




Absidia coerulea se reportan rendimientos de extraccion de quitosano alrededor
del 10% y pesos moleculares de 4.5x10° Da (Miyoshi et al., 1992, Gooday, 1993).
Tajdini y colaboradores utilizaron el micelio de Rhizomucor miehei y Mucor
racemosus como fuente de quitosano, empleando NaOH al 10% (p/v) a 121 °C y
acido acetico al 5% (v/v) a 95 °C, obteniendo un grado de deacetilacion de 98.6%
y 97.1% respectivamente (Tajdini et al., 2010). Nwe ha trabajado durante varios
afios aislando quitosano a partir del hongo Gongronella butleri, empleando para la
hidrélisis basica NaOH al 46% (p/v) a 46 °C durante 13 h y acido acético al 2%
(v/v) a 95 °C durante 5 h. Este proceso ha tenido rendimientos de 8.2-9.8%, con
grados de desacetilacion entre 75y 96% (Nwe et al., 2002; Nwe et al., 2008; Nwe
et al., 2011). Dentro de los hongos filamentosos, el Aspergillus niger junto con el
Gongronella butleri han sido destacados por tener gran potencial para la
extraccion de quitosano, debido a la gran produccion de biomasa durante su
crecimiento, generando hasta 6.50 g/L de biomasa seca en 9 dias de incubacion.
En el afno 2005 Wu y colaboradores reportaron la extraccién de quitosano a partir
de Aspergillus niger empleando 40 mL de NaOH 1 M por cada gramo de micelio
seco a 95 °C y acido acético al 2% (v/v) a 95 °C durante 6 h (Wu et al., 2005);
Tayel también ha empleado el micelio del hongo Aspergillus niger bajo
condiciones alcalinas similares a las reportadas por Wu, y acido acético al 10%
(v/v) a 60 °C durante 6 h (Tayel et al., 2011).

En un contexto nacional, en la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad
del Valle en el aino de 1994, Cundumi y Arango obtuvieron quitosano a partir del
micelio de Aspergillus niger proveniente de la empresa Sucromiles S.A,,
empleando NaOH al 40% (p/v) durante 6 horas a 120 °C y acido acético al 10%
(v/v) con un rendimiento de 3.83% en relaciéon al micelio seco (Cundumi et al.,
1994). Por otra parte en 2009, en el Departamento de Quimica de la Universidad
del Valle, Balanta retomo el trabajo planteado por Cundumi y Arango, obteniendo
en esta ocasion el quitosano con un rendimiento de 1.07% y un grado de
desacetilacion de 70-81% (Balanta et al., 2010).
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Una de las desventajas del método de extraccion quimica de quitosano es la
posible hidrolisis continua del polimero, disminuyendo considerablemente su peso
molecular y por ende sus propiedades mecanicas. Por esta razéon, se han
estudiado procesos biotecnoldgicos en los que se usa la lisozima para la ruptura
celular, diferentes proteasas para la desproteinizacion de la fuente de quitina y
quitina-deacetilasa para obtener finalmente el quitosano, el cual es aislado con
una solucion diluida de un acido y se precipita en medio basico (Kucera, 2004; Cai
et al., 2006). Este ultimo método presenta como principal ventaja que cada paso
es selectivo y se lleva a cabo en condiciones suaves. Sin embargo, los costos de
las enzimas son mucho mas altos que los reactivos requeridos por el método

quimico, lo que dificulta su escalamiento a planta piloto o superior.

2.3.1 Aplicaciones del quitosano

Como biopolimero el quitosano resulta muy interesante debido a sus potenciales
aplicaciones biomédicas, puesto que es biocompatible y biodegradable.
Adicionalmente, encuentra multiples aplicaciones a nivel industrial debido a su
solubilidad en medio acuoso, la cual a su vez esta relacionada con el grado de
acetilacion, el peso molecular y la distribucion de los grupos acetilo y amino a lo
largo de la cadena (Suyatma, 2006). A estas propiedades se le suma su actividad
antimicrobiana cuando los grupos amino se encuentran en forma catidnica
(Carhuapoma et al., 2005). A continuacion se describen algunas de las

aplicaciones del quitosano.

2.3.1.1 Tratamiento del agua

Diferentes estudios han demostrado la capacidad que tiene el quitosano para
quelar y remover metales pesados del agua, especificamente se reporta la
remocioén de mercurio, cadmio, niquel, cobre y zinc, utilizando concentraciones de
quitosano que van desde 1 hasta 10 ppm con rangos de temperatura entre 25 y 60
°C. En el 2010 Balanta estudi6é la utilidad que tiene el quitosano no solo para
remover metales como el plomo, niquel y cromo sino también como ayudante de

floculacion de materia organica presente en el rio Meléndez, reduciendo hasta en
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un 50% la dosis 6ptima del FeCl; como coagulante primario (Balanta et al., 2010).
Teniendo en cuenta que el quitosano presenta algunas similitudes con la celulosa,
se ha encontrado gran afinidad entre el quitosano y las tintas de aplicacién directa
o por dispersion. Esta afinidad ha motivado el estudio del quitosano para decolorar
los efluentes de las fabricas de tintes, encontrando una gran capacidad de
adsorcion para diferentes clases de tintes, en el Esquema 7 se muestra algunos
de los tintes con los cuales se ha estudiado el quitosano como material de
adsorcion (Bhavani et al., 1999; Majeti et al., 2000).

o} NHCH,
N
X
cl
/\ N (o} \rtl /\
0 NHCH, ) k
Azul 14 (dispersion) Azul 3 (basico)
o) NH, ~;
SO;Na |
P |
N
S0,CH,CH,0SONa
Azul 9 (reactivo) Verde 4 (basico)

Esquema 7. Estructuras de algunos colorantes adsorbidos con quitosano en los efluentes de las
fabricas de tintes.

2.3.1.2 Industria del papel y textil

Tanto la quitina como el quitosano pueden formar fibras que mejoran
considerablemente la resistencia del papel y disminuyen el consumo de pulpa de
celulosa. También se puede mejorar la fijacion de tintes en los textiles mediante la
adicion de fibras de quitosano (Kumar et al., 2004).
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2.3.1.3 Agricultura

Debido a su actividad antimicrobiana el quitosano se puede usar como un
pesticida biodegradable en cultivos, protegiendo tanto a la planta como a sus
frutos. Por ejemplo, en el afio 2007 estudios realizados sobre cultivos de tabaco
con quitosano, demostraron la efectividad de éste contra el virus del mosaico,
mejorando asi la produccion de este producto (Zhao et al., 2007). Por otra parte, la
calidad y cantidad de arroz producido se incrementa al proteger el cultivo con
quitosano, eliminando en gran porcentaje las enfermedades que tienden a padecer

esta clase de cultivos (Agrawal et al., 2002).

2.3.1.4 Biotecnologia

El quitosano encuentra aplicacion en la industria de los alimentos como clarificador
de jugos, ya que éste permite eliminar ciertas impurezas que pueden afectar el
color, el olor y el sabor; se han realizado estudios sobre jugos de manzana, mora y
pifia. En el afio 2007 Orozco en sus estudios de inmovilizacién de pectinliasa y
celulasa en la superficie del quitosano para clarificar jugo de mora, logré6 mejorar
en un 75% su viscosidad y en un 45% la clarificacion, mediante trabajos en
continuo de hasta 6 ciclos.

2.3.1.5 Industria cosmética

El quitosano forma mezclas hidrocoloidales para aplicaciones cosméticas que
permite no solo mejorar la viscosidad del producto sino que ademas deja abierta la
posibilidad de enlazar sustancias antioxidantes, antialérgicas, colorantes, entre
otros, a través de los grupos amino libre. Adicionalmente el caracter catiénico del
quitosano permite generar interacciones electrostaticas con el cabello que tiene un
caracter anionico, proporcionandole suavidad y resistencia. El quitosano es
ademas un excelente candidato para preparar cremas humectantes para la piel
(Majeti et al., 2000; Kumar et al., 2004).
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2.3.1.7 Alimento y nutricion

Oligdbmeros de quitosano promueven la generacion de lactasas para la digestion
de la lactosa de la leche, por lo tanto éste podria ser un complemento nutricional
para pacientes que presentan intolerancia a la lactosa. Por otra parte, el quitosano
y sus oligbmeros actuan como un alimento hipocolesterolémico, Kim vy
colaboradores demostraron cémo el quitosano reduce hasta en un 23% las grasas
presentes en ratones luego de 6 semanas de estudio (Kim et al., 1998).

2.3.1.8 Ingenieria de tejido

En ingenieria de tejido se pretende promover el crecimiento de células para
generar tejidos y drganos que puedan sustituir parcial o totalmente partes
defectuosas o disfuncionales del cuerpo. Para generar los tejidos es necesario
usar un material de soporte entre los cuales se destacan los polimeros naturales y
sintéticos. El PLA y el PGA son los polimeros comunmente empleados para el
crecimiento celular de fibroblastos a escala de laboratorio (Wang et al., 2003; Zhu
et al., 2002). Sin embargo, el quitosano es ahora uno de los principales medios de
cultivo celular ya que ademas de su biocompatibilidad, acelera este proceso de
crecimiento. En muchos de estos estudios el quitosano se usa junto con PLA 'y

PGA en forma de peliculas, estructuras porosas o como perlas (Jarry et al., 2001).

Adicionalmente, el quitosano se puede emplear para generar vendajes bio-
absorbibles para el tratamiento de heridas en la piel provocadas durante

accidentes o quemaduras.

2.3.1.9 Sistema de liberacion de farmacos

Al igual que el agar, el glucomanano y la pectina, el quitosano de bajo peso
molecular puede ser usado como excipiente en formulaciones sélidas de farmacos
debido a su facil bioabsorcion, con la ventaja de que actua como un antiacido,

previniendo ademas la irritacion estomacal (Majeti et al., 2000).
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2.4 Caracterizacion del quitosano

El peso molecular y el grado de desacetilacion son las propiedades mas
importantes del quitosano, de las cuales depende la calidad del biomaterial y la
funcién o aplicacion que podria llegar a realizarse con éste. En la Tabla 2 se

resumen los principales métodos empleados para caracterizar el quitosano.

Tabla 2. Métodos de caracterizacion del quitosano.

Propiedad Método de Caracterizacion

Viscosimetria

GPC (gel permeation chromatography)
Peso Molecular
Light scattering

Primera derivada en espectroscopia UV

Espectroscopia infrarroja

Resonancia magnética nuclear ("°C, 'H)
Grado de desacetilacion Titulaciones potenciométricas

Analisis elemental cuantitativo

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Resonancia magnética nuclear en estado

Estructura molecular 13~ 15n: 1
liquido y sdélido ("°C, N, 'H)

2.5 Biocompatibilidad y biodegradabilidad del quitosano

La norma ASTM F2475-11 define la biocompatibilidad como la capacidad que
tiene un material para ser biolégicamente inerte en el cuerpo humano o en
cualquier otro huésped mientras realiza determinada funcion. En otras palabras la
biocompatibilidad esta directamente relacionada con la citotoxicidad que pueda
presentar el material. EI método de cultivo celular, es la manera mas simple y
ampliamente empleada para estudiar tanto la toxicidad como la interaccion

quitosano-célula. Estudios con fibroblastos L929 soportados en quitosano han
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demostrado la biocompatibilidad de este biopolimero al no interferir en el

crecimiento celular, al contrario favoreciendo su proliferacion.

Por otra parte la norma ASTM D-5488-944 define la biodegradabilidad como la
capacidad que tiene un material para descomponerse en moléculas de bajo peso
molecular como diéxido de carbono, metano y agua mediante un proceso
enzimatico. La biodegradacion del quitosano esta relacionada con su
depolimerizacion, generando inicialmente oligbmeros que posteriormente se
descomponen a los correspondientes monomeros N-acetilglucosamina vy
glucosamina. Para llevar a cabo este proceso de depolimerizacion la naturaleza
emplea la enzima bacterial conocida con el nombre de quitinasa, la cual esta
presente en el tracto digestivo de muchos animales invertebrados y vertebrados
como peces, lagartos, aves y en mamiferos como los cerdos. En el caso de los
seres humanos la biodegradacion del quitosano esta principalmente asociado a la
enzima lisozima, la cual se encuentra ampliamente disponible en los macréfagos
(Boot et al., 1995).

2.6 Hidrogeles

Un gel es un sistema polimérico de origen natural o sintético, cuyas cadenas se
encuentran entrecruzadas a través de enlaces covalentes y no covalentes,
adquiriendo la forma de una red tridimensional (ver Figura 3). Estos sistemas
pueden absorber gran cantidad de liquidos a través del hinchamiento de su
estructura, permaneciendo insoluble y sin perder su forma geométrica original
(Shibayama, 1993) es decir, que son sistemas que pueden almacenar en su
interior moléculas de bajo peso molecular. En estado seco son sélidos duros y se
les conoce como xerogeles, pero cuando entran en contacto con algun disolvente
se hinchan hasta alcanzar un equilibrio fisicoquimico, convirtiéendose en sélidos
elasticos o blandos. Cuando un gel se hincha por la absorcion de agua o
soluciones acuosas se denomina hidrogel, mientras que si el hinchamiento se da

en presencia de un solvente organico se denomina organogel (Wichterle, 1971).
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Cadena de polimero

Entrecruzamiento de las cadenas
poliméricas

Figura 3. Modelo representativo de un hidrogel.

El caracter hidrofilico de los hidrogeles se debe a la presencia de grupos afines al
agua como —OH, -COOH, -CONH,, -CONRy, -SOsH (Friends et al., 1993). La
insolubilidad del hidrogel se debe a la existencia de una malla o red tridimensional
en su estructura, formada por enlaces covalentes y fuerzas cohesivas débiles
como fuerzas de Van der Waals, atracciones electrostaticas y enlaces de
hidrogeno. El tacto suave y la consistencia elastica que presentan estos materiales
se deben principalmente al gran contenido de agua, el cual esta determinado por
la presencia de monomeros hidrofilicos y por la baja densidad de
entrecruzamiento del polimero (Allen et al., 1992). Por otra parte, los hidrogeles se
hinchan aumentando su volumen varias veces sin perder su forma como resultado
del balance entre las fuerzas dispersivas y las fuerzas cohesivas intermoleculares,

que actuan sobre las cadenas hidratadas del polimero.

Los hidrogeles se pueden clasificar de acuerdo al ordenamiento fisico de la red
tridimensional, encontrandose hidrogeles amorfos (completamente trasparentes),
semicristalinos (de apariencia opaca), y agregados hidrocoloidales (Peppas et al.,
1986). Otra forma de clasificar los hidrogeles se basa en la naturaleza de los
grupos laterales presentes en la red polimérica, encontrandose hidrogeles idnicos

(catidnicos, anidnicos, anfoliticos) e hidrogeles neutros. También se clasifican
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dependiendo del método de preparacion y la estrategia sintética empleada como
red homopolimérica, copolimérica o como red interpenetrada (Saenz, 2003).

Se pueden generar hidrogeles a partir de polimeros naturales o sintéticos. Para los
hidrogeles sintéticos generalmente se usan reacciones en cadena iniciadas por
radicales libres, en las cuales se adiciona simultaneamente mondmeros
difuncionales y moléculas polifuncionales como agentes de entrecruzamiento. Las
propiedades mecanicas, el grado de hinchamiento y la aplicabilidad de los
hidrogeles, estan directamente relacionadas con las caracteristicas de los
monomeros empleados y la densidad de entrecruzamiento. En la mayoria de los
casos, cuando se preparan hidrogeles homopoliméricos no se logra obtener
simultdneamente buenas propiedades mecanicas y un alto grado de hinchamiento,
por lo que es necesario recurrir a procesos de copolimerizacion que permitan,
mediante una buena combinacién de mondmeros, mejorar estas dos propiedades.
Monémeros como N-metilacrilamida, N-isopropilacrilamida, metacrilato de 2-
hidroxietilo y la acrilamida, son comunmente copolimerizados con mondémeros
ionizables como acido acrilico, acido metacrilico, acido estirensulfénico vy
vinilsulfénico, acido itaconico, etilenimina, entre otros. Para esta clase de
hidrogeles los agentes entrecruzantes comunmente empleados son: dimetacrilato
de etilenglicol, dimetacrilato de dietilenglicol, dimetacrilato de 2-hidroxitrimetileno y
N,N-metilenbisacrilamida (Huglin et al., 1990; Sanchez et al., 1996; Blanco et al.,
1994).

Otra forma de generar hidrogeles es mediante el entrecruzamiento de cadenas
poliméricas de origen natural. Esta clase de hidrogeles llaman la atencién debido a
la inminente biodegradabilidad que presenta esta familia de polimeros, lo cual los
hace especiales para aplicaciones biomédicas. Se han preparado hidrogeles de
dextrano empleando hidroxietiimetacrilato (HEMA) y carbonato para su
entrecruzamiento, mostrando una marcada biodegradabilidad bajo condiciones
fisiolégicas (Van Dijk-Wolthuis et al., 1997). El glucomanano también se ha usado

para preparar hidrogeles mediante la generacion de copolimeros injerto con
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mondémeros acrilicos, los cuales se pueden entrecruzar facilmente mediante
radicales libres. El alginato (copolimero de acido galurénico y manurénico) se
puede entrecruzar fisicamente mediante la adicion de cationes divalentes como
Mg**, Ca®*", Sr** 6 Ba?*, generando hidrogeles que presentan propiedades de
biocompatibilidad, mucoadhesion y facil manipulacion (Drury et al., 2004; Coviello
et al., 2007).

A partir del quitosano se pueden formar hidrogeles fisicos o quimicos que son
sensibles a estimulos externos como el pH. En un medio acido los grupos amino
libres del quitosano se encuentran protonados generando repulsion de cargas que
promueven el hinchamiento del material polimérico (Gil et al., 2004). Para llevar a
cabo la formacién de hidrogeles quimicos de quitosano se pueden usar tanto los
grupos hidroxilos en C-3 y C-6, como también el grupo amino ubicado en C-2,
siendo mas usado este ultimo por su caracter nucleofilico a la hora de reaccionar
con el agente entrecruzante. Por tal motivo las cadenas de quitosano se suelen
entrecruzar con dialdehidos como el glioxal y el glutaraldehido. También se ha
utilizado la genipina (Esquema 8), un compuesto que se extrae a partir del fruto de
la Gardenia jasminoides y la Genipa americana (Muzzarelli, 2009). Bodnar vy
colaboradores reportaron la preparacion de nanohidrogeles de quitosano,
utilizando acidos di y tricarboxilicos como agentes entrecruzantes no téxicos, que

contribuyen a la biocompatibilidad del material (Bodnar et al., 2005).

OH OH

OCH;

Esquema 8. Estructura quimica de la genipina.
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Debido a la biocompatibilidad del quitosano, los hidrogeles no solo se pueden
emplear para la liberacion controlada de medicamentos como por ejemplo la
insulina (Sarmento et al., 2007), sino que también se pueden hacer membranas de
hemodialisis, suturas biodegradables, sustituyentes artificiales de la piel, agentes

cicatrizantes en quemaduras, inmovilizadores de enzimas y células, entre otros.

El grado de entrecruzamiento influye en factores como el tamafo de poro del
material, la resistencia mecanica y el porcentaje de hinchamiento. Actualmente se
tiene claro que pequefas cantidades del agente entrecruzante aumentan la
capacidad de absorcién y a medida que aumenta la densidad de entrecruzamiento
el hinchamiento se reduce debido a que disminuye la movilidad de las cadenas

poliméricas.

2.6.1 Caracteristicas de los hidrogeles
Vale la pena mencionar algunas propiedades encontradas en los hidrogeles, las

cuales los han convertido en tema de investigacion actual:

2.6.1.1 Transicion de fase

Los xerogeles se caracterizan por ser solidos amorfos y en algunos casos
semicristalinos. Sin embargo, cuando se hinchan presentan propiedades tipicas
tanto de sélidos como de liquidos al adquirir cierta elasticidad. Este material puede
contener en su interior hasta un 99% de su peso en liquidos como el agua (Parejo
et al., 1998). Durante el proceso de hinchamiento se presentan grandes cambios
de volumen, lo cual se considera una transicion de fase y es dependiente de
agentes externos como la temperatura, cambios de pH o alteraciones de la
concentracion de electrolitos. En la Figura 4 se representan los dos posibles
estados en los que se puede hallar un hidrogel.
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Punto de
Entrecruzamiento

Cadena de
polimera

Estado contraido o colapsado

Estado hinchado

Figura 4. Estado contraido e hinchado en los que se puede encontrar un hidrogel debido a la
transicion de fase.

Esta transicion de fase fue descrita tedricamente por Dusek y Patterson en 1968
(Dusek et al., 1968), quienes postularon la existencia de una variacion discontinua
y abrupta del volumen de un gel, por analogia con la transicién globular descrita
para muchos polimeros por Pititsen y colaboradores tres afos atras (Pititsen et al.,
1965). Dicha transicion fue demostrada experimentalmente en 1978 por Tanaka,
empleando poliacrilamidas parcialmente ionizadas y utilizando como medio de

estudio una mezcla de acetona/agua (Tanaka, 1978).
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Esquema 9. Principales interacciones intermoleculares que intervienen en la transicion de fase.
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En el Esquema 9 se representan los cuatro tipos de interacciones que intervienen
y determinan el comportamiento del hidrogel durante la transicién de fase a nivel

molecular.

Las interacciones electrostaticas o couldmbicas, son de largo alcance e
inversamente proporcionales a la constante dieléctrica del medio, se pueden
introducir en la cadena polimérica mediante la ionizacion parcial o total de los
grupos ionizables, lo que da lugar a interacciones de repulsion. Como las cargas
no pueden desplazarse al estar unidas a la cadena, los contraiones tienden a estar
localizados cerca de ellas para mantener un equilibrio eléctrico en el sistema.
Como resultado se crea un potencial Donan entre el interior y el exterior del gel,
con el consiguiente incremento de la presion osmoética interna, produciendo el

hinchamiento del material (Parejo et al., 1998).

Las interacciones hidrofobicas se pueden controlar en el caso de los polimeros
sintéticos, sustituyendo el grupo lateral de las cadenas poliméricas con grupos no
polares. Estas interacciones se hacen evidentes porque las moléculas de agua en
un ambiente de cadenas poliméricas hidrofébicas, forman microdominios muy
ordenados con una estructura similar a las moléculas de agua en cristales de

hielo.

Los enlaces de hidrogeno con energias de enlace entre 3 y 9 kcal/mol juegan un
papel importante en las propiedades fisicoquimicas de muchos polimeros, ya que
se establecen tanto intramolecular como intermolecularmente y son los
responsables de interacciones cooperativas que se desarrollan entre segmentos
de cadena (Eustace et al., 1988).

Por ultimo, se encuentran las fuerzas de Van der Waals o afinidad polimero-
polimero, que fueron evidenciadas en 1980 por Tanaka cuando realizd sus

estudios con geles de poliacrilamida parcialmente ionizada en la mezcla
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agual/acetona (Tanaka et al., 1980). La acetona por ser un disolvente polar
aprotico (mal disolvente de poliacrilamidas) da lugar a un aumento de las
interacciones entre las cadenas de polimero en la red tridimensional, originando

una transicién de volumen en el material.

2.6.1.2 Equilibrio de hinchamiento

Una vez los hidrogeles entran en contacto con el agua, se empieza a dar un
proceso de difusion hacia el interior de la red polimérica, lo cual conduce a un
proceso de hinchamiento el cual es favorecido termodinamicamente. Durante este
proceso las cadenas poliméricas que conforman el hidrogel asumen una
configuracion elongada, generando una fuerza retracti en oposicion al
hinchamiento. A medida que la red tridimensional se hincha, la presién elastica de
las cadenas aumenta y se alcanza un equilibrio de hinchamiento cuando ambas
fuerzas se igualan. La maxima cantidad de agua que puede contener el hidrogel
en el equilibrio de hinchamiento esta entonces directamente relacionada con la
presencia de los mondmeros hidrofilicos y con la densidad de entrecruzamiento de

las cadenas.

2.6.1.3 Sensibilidad al medio
Los hidrogeles han recibido el adjetivo de inteligentes ya que poseen la capacidad
de realizar un hinchamiento selectivo frente a diferentes estimulos del medio, entre

los que se encuentran: el pH, la temperatura o la fuerza idnica.

e Hidrogeles sensibles al pH
La presencia de grupos ionizables en la red polimérica permite generar una
respuesta frente al pH. Esta clase de hidrogeles también es denominada

comunmente polielectrolitos entrecruzados.

En la Tabla 3 se presentan algunos grupos funcionales ionizables a partir de los
cuales se podrian generar hidrogeles sensibles a cambios de pH. Uno de los

primeros trabajos sobre este tema lo realizé Katchalsky, quien estudid el
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hinchamiento de hidrogeles a base de poli(acido metacrilico); en estos primeros
estudios con acidos carboxilicos quedd establecido que el aumento del pH
incrementaba el numero de cargas fijas (iones carboxilato) en la red
tridimensional, lo cual produce un aumento en la repulsiones electrostaticas entre

las cadenas, incrementando el hinchamiento del material (Katchalsky et al., 1995).

Tabla 3. Grupos funcionales ionizables a partir de los cuales se pueden obtener hidrogeles
sensibles al pH.

Grupos Grupos
anidénicos cationicos

- COO~ ~-N* -
— OPO; _NH*
- 0S0; ~ NH;
-SO; - NH;

-OCS, — NRNH

—OPO;~ ~NR,H*
- PO;~ — NR;

PO;" -5*

- Sio;” — P -

Se puede obtener el efecto contrario si se emplean hidrogeles con grupos
funcionales como las aminas, los cuales se ionizan a pH bajos, generando fuerzas
repulsivas entre cargas positivas y el consecuente incremento en el hinchamiento.
Khare y Peppas retomaron los estudios con el poli(acido metacrilico) y observaron
una dependencia directa del hinchamiento con el pH y la fuerza iénica del medio
(Khare et al., 1995).

e Hidrogeles termosensibles
Otro parametro determinante en el proceso de hinchamiento de hidrogeles es la
temperatura. En las ultimas dos décadas se han sintetizado diferentes hidrogeles

capaces de hincharse o colapsar dependiendo de la temperatura del medio. El
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primer estudio sobre la transicion de fase en volumen de un hidrogel
termosensible fue realizado en 1987 por Hirokawa y Tanaka empleando derivados
de poliacrilamidas como la N-isopropilacrilamida (NIPA), la dietilacrilamida y la
dimetilacrilamida (Hirokaw et al., 1987). La respuesta selectiva de los hidrogeles
con los cambios de temperatura esta relacionada con el balance entre los diversos
tipos de interacciones que existen en el sistema, especialmente con los puentes

de hidrégeno y las interacciones hidrofobas.

e Hidrogeles sensibles a otros estimulos

Algunos hidrogeles presentan transicion de fase frente a otras variables como son:
la composicion del disolvente, la presencia de luz ultravioleta y la fuerza iénica del
medio. También se han obtenido hidrogeles bioquimicamente sensibles, los cuales
son perturbados por agentes bioactivos como enzimas o receptores que forman
complejos y logran la transicién de fase hacia el hinchamiento o el colapso del
material (Okano et al., 1990).

2.6.2 Aplicaciones de los hidrogeles

Los hidrogeles han sido tema de estudio por mas de medio siglo, por lo que hoy
en dia se tiene un claro entendimiento de muchas de sus caracteristicas. Esto ha
permitido enfocar estratégicamente la sintesis de nuevos hidrogeles dependiendo
de la aplicacién que se le desea dar al material.

Los primeros trabajos en este campo fueron realizados por Kuhn y colaboradores
a comienzo de los afos 50, estudiando basicamente la sintesis y caracteristicas
termodinamicas de poliacidos acrilicos y metacrilicos entrecruzados (Kuhn et al.,
1950). A partir de estos estudios nace en los afios 60 un interés por los polimeros
con propiedades superabsorbentes por parte de Bashaw y Harper, quienes
propusieron y patentaron el uso de los hidrogeles para inmovilizar agua y
emplearlos en la lucha contra incendios (Bashaw et al., 1966). Posteriormente, en
1972 Harper y Harmon estudiaron y patentaron el uso de este tipo de materiales

como productos para la higiene personal, y fue asi como en los afios 80 se
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desencadend la aplicacion a gran escala de estos materiales, teniendo la mayor
acogida en la fabricacion y comercializacion de pafales desechables y productos
para el aseo personal en general (Harper et al., 1972; Harmon, 1972). Por esa
misma época surgié el interés de emplear los hidrogeles en la agricultura, para
mejorar la capacidad de retencion de agua del suelo, favoreciendo por tanto el
desarrollo de las plantas, la recuperacion de zonas semiaridas y terrenos de
cultivo poco fértiles (Martinez et al., 1997). También se han empleado como supra-
absorbentes controladores de ambiente humedo, en el control de componentes
aromatizantes y en la dosificacién de pesticidas en cultivos. Rojas y colaboradores
reportaron en el 2004 la preparacion de hidrogeles a través de la copolimerizacion
por radicales libres del acido itacénico y la acrilamida, y estudiaron la liberacién
controlada del plaguicida Bromacil desde estos hidrogeles durante 4 dias a

diferentes valores de pH y una temperatura de 23 °C (Rojas et al., 2004)

Por otra parte, se vienen implementando procesos de descontaminacion ambiental
empleando hidrogeles para atrapar metales pesados. Esta aplicacion se debe a la
presencia de grupos ionizables en la red tridimensional, la cual permite atraer
metales por fuerzas electrostaticas. En un estudio realizado por Katime vy
Rodriguez se demostré cémo se lleva a cabo eficientemente la adsorcion de Cu?*
y Zn** con hidrogeles de poli(acido acrilico-co-acido itacénico) (Katime et al.,
2001).

Paralelo a esta historia, en 1960 Wichterle y Lim sintetizaron hidrogeles de
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA) y resaltaron su posible uso en
aplicaciones biomédicas (Wichterle et al., 1960). Esto dio inicio al desarrollo de
nuevos hidrogeles con fines biomédicos, como lentes de contacto, revestimiento
de suturas, membranas de hemodialisis y liberacién controlada de farmacos.
Recientemente se ha publicado la sintesis de hidrogeles a partir de mezclas de
poli(N-vinilpirrolidona) (NVP) y poli(alcohol vinilico-co-acetato de vinilo) en
presencia de glutaraldehido para sustituir algunos tejidos blandos del cuerpo
humano. En el 2007 el magazin de nuevas tecnologias médicas MedGadget
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anuncio que los profesores Joel Schneider y Darrin Pochan de la Universidad de
Delaware patentaron un nuevo tipo de hidrogel obtenido a partir de péptidos, el
cual fue disefiado para sanar heridas en la piel y al mismo tiempo liberar
medicamentos antibacteriales (MedGarget, 2007). Con toda esta nueva gama de
aplicaciones, ahora los hidrogeles se pueden clasificar como biomateriales

poliméricos.

Como sistemas de liberacién de farmacos, los hidrogeles se han estudiado para la
liberacion controlada de antibidticos, analgésicos, antineoplasticos, entre muchos
otros medicamentos. Uno de los principales desafios de esta area es el desarrollo
de sistemas (hidrogel-medicamento) que permitan la liberacion de farmacos de
modo constante, en la dosis deseada, durante un periodo de tiempo prolongado y
en el sitio adecuado. Diversos hidrogeles tanto de origen natural como sintético se
han propuesto para liberar farmacos de forma controlada. Katime de la
Universidad del Pais Vasco y Sanchez de la Universidad Nacional de Colombia
publicaron en 1996 la obtencion de hidrogeles a través de la copolimerizaciéon de
diferentes monoésteres derivados del acido itacénico y la acrilamida, y estudiaron
estos materiales bajo diferentes condiciones de pH y temperatura (Sanchez et al.,
1996). Chen y colaboradores por su parte, publicaron la sintesis de hidrogeles a
partir de glucomanano (un polisacarido de glucosa y manosa) y acido acrilico,
obteniendo sistemas de liberacidon controlada resistentes a la degradacién de las
enzimas del tracto gastrointestinal y con respuesta selectiva al pH (Chen et al.,
2005). Saez del Grupo de Nuevos Materiales de la Universidad del Pais Vasco
estudio los mecanismos que gobiernan la liberacidon controlada de farmacos desde
materiales poliméricos (Saez et al., 2004). En la actualidad existe una gran
cantidad de estudios sobre liberacion de principios activos desde matrices
poliméricas. En la Tabla 4 se destacan algunos de estos trabajos.
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Tabla 4. Algunos hidrogeles de origen natural y sintético estudiados como sistemas de liberacion
controlada de farmacos, con sus respectivos principios activos estudiados.

m
" Poli(acido metacrilico-co-acrilamida) Cefazolina sédica

:% Poli(acido metacrilico) Metoclopramida

% Poli(acido metacrilico-co-etilenglicol) Insulina

g Poli(acido metacrilico-co-HEMA) Timolol

E Poli(N-vinil-2-pirrolidona-co-acido acrilico) Vitamina B12

£ Poli(acrilamida-co-monopropil itaconato) 5-Fluorouracilo

* Glucomanano Acido 5-aminosalicilico
% Alginato Metoclopramida

E Dextrano-Lactato-HEMA Inmunoglobulina G
S Quitosano Paclitaxel

E Acetato de pullulan Clonazepam

T Carragenina Amitriptilina

2.7 Sistemas de liberacién controlada

En los sistemas de liberacién controlada desde matrices poliméricas, la velocidad
de liberacion del principio activo esta practicamente controlada por las
propiedades del polimero y se clasifican como transportadores quimicos vy
transportadores fisicos, de acuerdo a la forma como se incorpora el farmaco en el

biomaterial.

2.7.1 Sistemas controlados por difusién
Cuando la unién entre el polimero y el ingrediente activo es de caracter fisico, la
liberacion es controlada por el fendbmeno de difusion, ya sea a través de la

estructura molecular del polimero o bien a través de macroporos que existen en el
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biomaterial. En este primer grupo se encuentran incluidas cuatro subclases de

sistemas:

a) Sistemas con nucleo interno que contiene el farmaco. Se trata de una cavidad
central en la que se encuentra el principio activo rodeado por una membrana
delgada, homogénea y no porosa. El principio activo esta contenido dentro de una
capa de polimero, la cual puede hincharse o no en el medio biolégico donde se
aplica. El transporte del farmaco al exterior se da por la disoluciéon de este en la
interfase soluto/polimero, a través de los segmentos macromoleculares y bajo la
influencia de un gradiente de concentracion que sigue la primera ley de Fick
(Korsmeyer et al., 1981; Langer et al., 1983). En la Figura 5 se puede observar

este tipo de sistema antes y durante el proceso de liberacion.

polimero polimero

tarmaco farmaco
tiempo 0 tiempo t
Figura 5. Sistema de liberacion controlada con nucleo interno.
b) Dispositivos monoliticos. En estos sistemas el compuesto farmacoldgico se
encuentra uniformemente distribuido en el soporte polimérico. En este caso la

migracion del farmaco al medio exterior se produce por difusion molecular a través

del soporte ya mencionado. En la Figura 6 se representa esta clase de sistema.
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farmaco disuelto o disperso
en el polimero

tiempo 0 tiempo t

Figura 6. Dispositivo monolitico para la liberacion controlada.

La interpretacion del fendmeno de difusion en este sistema puede realizarse
utilizando la segunda ley de Fick. En cualquier caso, se produce una disminucion
de la velocidad de migracion del farmaco con el tiempo, debido principalmente a
que el recorrido de difusién aumenta de forma continua, lo que puede ser una

desventaja para su formulacion como sistema de liberacion a velocidad constante.

c) Sistemas controlados por hinchamiento. Son sistemas similares a los
monoliticos, sélo que esta vez el ingrediente activo se encuentra disperso en un
soporte de polimero hidrofilico y entrecruzado, el cual se hincha sin disolverse
cuando se pone en contacto con un medio acuoso. Se trata entonces de los ya
mencionados hidrogeles. La migracién del farmaco al medio acuoso desde un
sistema de esta naturaleza implica un proceso de absorcion de agua y otro
simultaneo de desorcion del ingrediente activo por un mecanismo de difusion
controlado por el hinchamiento que sufre el polimero. En la Figura 7 se puede ver

la representacion de este sistema.
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farmaco disuelto o disperso
en el polimero

. polimero hinchado
V'\desde donde

< . se libera el farmaco
tiempo 0 tiempot -

Figura 7. Sistema de liberacion controlada por hinchamiento.

2.7.2 Sistemas controlados por via quimica

En este segundo grupo de sistemas transportadores de farmacos, la liberacion se
produce mediante una reaccion quimica, en la cual se lleva a cabo la ruptura de la
union farmaco-polimero. Esta ruptura puede ser un ataque hidrolitico o enzimatico,
una ionizacién o una protonacién. En este segundo grupo se encuentran incluidas

principalmente dos subclases:

a) Sistemas bioerosionables. En estos sistemas el ingrediente activo se encuentra
disperso en un material polimérico biodegradable, el cual se va erosionando con el
tiempo a través de procesos fisicos como hinchamiento, deformacién o
desintegracion estructural, permitiendo asi la liberacion del farmaco. En la Figura 8

se representa este sistema.

farmaco disuelto o
disperso en el
polimero biodegradable

tiempo 0 tiempo t

Figura 8. Sistema de liberacion bioerosionable.
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b) Sistemas de cadenas laterales. En este caso el farmaco se encuentra unido
quimicamente a las ramificaciones del polimero y es liberado principalmente por
una ruptura hidrolitica o enzimatica (ver Figura 9). En el caso en el que se
emplean enzimas para catalizar la hidrdlisis, la velocidad de liberacion del farmaco

puede acelerarse o retardarse (Saez et al., 2004).

Polimero
(] [ v ) o> L 1[ ]
| Jn ggggg £m ruptura 'hid’rc')h'tica l JnL | g | | m
N 0 enzimatica O O O

Figura 9. Sistema de liberacion de cadenas laterales.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Extraccion quitosano

A pesar de que la quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza, con una produccién anual de 10" ton, su proceso industrial de
extraccion se ha limitado a las fuentes marinas como los cangrejos, camarones y
langostinos. Este proceso esta entonces direccionado a ciertas regiones del
planeta donde haya abundancia de estas especies y esta restringido ademas a
determinadas temporadas del afo donde haya proliferacion de ellas.
Adicionalmente, el proceso de extraccion de quitosano de fuentes marinas se
caracteriza por ser un proceso complejo que envuelve etapas previas de
desmineralizacion para eliminar carbonatos y desproteinizacién debido a que la
quitina en estos casos esta asociada covalentemente a las proteinas. Sélo
después de estos pre-tratamientos es posible llevar a cabo la desacetilacion de la
quitina y la extracciéon del quitosano en medio acido. Debido a la gran aplicabilidad
del quitosano, la cual esta fundamentada en su biodegradabilidad,
biocompatibilidad y abundancia en la naturaleza, es evidente la necesidad de
implementar procesos de extraccién de quitosano a partir de fuentes diferentes a
las marinas, que sean asequibles en cualquier época del afio, de bajo costo y que

requieran procesos mas sencillos de extraccion.

Por otro lado la empresa Sucromiles S.A. afincada en el Valle del Cauca, durante
la produccion de acido citrico a partir de la cafia de azucar, obtiene anualmente
como coproducto 13500 ton de micelio del hongo Aspergillus niger, el cual
presenta poca aplicabilidad y una escasa comercializacion como suplemento
alimenticio para ganado. Debido a su naturaleza organica y su alto contenido de
humedad, el micelio tiende a descomponerse en un lapso de dos semanas
generando un impacto ambiental negativo; sin embargo, uno de los principales
componentes del micelio es la quitina, la cual se encuentra junto con los glucanos

conformando la pared celular. En este orden de ideas, mediante la desacetilacion
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de la quitina es posible entonces obtener un quitosano de origen no-animal, el cual
se puede extraer en cualquier época del afio, dandole ademas un valor agregado
a este coproducto industrial, esperando asi contribuir con el desarrollo socio-

econdmico de la region.

3.2 Obtencion de hidrogeles de quitosano

Cuando a una persona se le administra un farmaco se espera el efecto curativo de
algun sintoma o enfermedad; este efecto sélo es posible si el farmaco es
transportado eficazmente a través del organismo humano con una buena
biodisponibilidad y en las concentraciones terapéuticas adecuadas. Sin embargo,
algunos farmacos presentan problemas farmacocinéticos como tiempos de vida
media cortos o estrechos margenes de concentraciéon terapéutica, lo que resulta
en una disminucion de su eficiencia si la concentracion de farmaco esta por debajo
del intervalo terapéutico o el riesgo de intoxicacion si por el contrario la
concentracion es superior a la esperada. Una forma de evitar estos problemas es
mediante el empleo de formulaciones de liberacion controlada, que
tradicionalmente han sido matrices poliméricas (Figura 10). Las proteinas usadas
como farmacos producto de la revolucion biotecnoldgica, son un buen ejemplo de
sustancias que requieren una liberacion controlada debido a que son moléculas
que facilmente se pueden degradar bajo condiciones gastrointestinales,
impidiendo que este farmaco alcance su concentracion terapéutica adecuada en el
organismo. En este orden de ideas, las cadenas de quitosano pueden ser
entrecruzadas quimicamente, generando redes tridimensionales conocidas como
hidrogeles. Estos materiales se caracterizan por realizar una liberacion controlada
mediante fendmenos de difusién tanto intracorpéreo como a nivel epidérmico de
medicamentos y nutrientes, manteniendo de esta manera una concentracion

constante del principio activo por un tiempo prolongado.

41



----- Intervalo
""" terapeéutico optimo

Concentracién en plasma

Tiempo (h)

Figura 10. Curvas de concentracion del principio activo en plasma vs. tiempo para un intervalo
terapéutico estrecho. (A) y (B) sistemas convencionales para la entrega de farmacos, (C) sistema
de liberacion controlada.

Debido a la biodegradabilidad y biocompatibilidad del quitosano, la obtencion de
hidrogeles a partir de este biopolimero es una alternativa atractiva en la que se
espera que no haya ningun tipo de reaccién adversa, en comparacion con los
hidrogeles de origen sintético, en los cuales existe un inminente riesgo por la
presencia de monomeros residuales altamente toxicos. Una caracteristica
adicional de los hidrogeles de quitosano, es la sensibilidad que pueden tener estos
frente al pH; debido a los grupos amino que se encuentran a lo largo de la cadena
polimérica, se espera un mayor hinchamiento a valores de pH acido en

comparaciéon con valores de pH alcalino.
Se pretende entonces hacer un estudio sobre hidrogeles de quitosano, utilizando

como materia prima el quitosano extraido del micelio del hongo Aspergillus niger,

el cual se encuentra libre de alérgenos.
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4. JUSTIFICACION

En estudios previos realizados en la Universidad del Valle (Cundumi et al., 1994;
Balanta et al., 2010), se ha llevado a cabo la extraccién de quitosano a partir del
micelio de Aspergillus niger. No obstante, en estos trabajos se reportaron
rendimientos de extraccion de 1.07-3.83%, lo cual ha hecho poco atractivo el
micelio producido por la empresa Sucromiles S.A. para un proceso industrial de
produccion de quitosano. Sin embargo, de acuerdo a la ficha de técnica del micelio
que se muestra en la Tabla 5, ademas de azucares, lipidos, proteinas,
polisacaridos y humedad, existe alrededor de un 15% de quitina, es decir que aun
se pueden incrementar los rendimientos de la extraccién de quitosano empleando
el método mas sencillo posible, en aras de hacer este proceso mas atractivo para

la industria colombiana.

Tabla 5. Ficha técnica del micelio producido por la empresa Sucromiles S.A.

Analisis % plp*
Proteina 11.0
Cenizas 1.95
Grasas 1.04
Calcio 0.30
Fosforo 0.09
Acido citrico 0.05
Quitina 14.7
Azucares 51.1

* En base seca.

Por otra parte, en la actualidad se reconoce el uso de polimeros en medicina como
una practica ampliamente extendida y en continuo desarrollo, ya que los polimeros
no solo han reemplazado a otros materiales empleados (como piezas metalicas),
sino que abrieron el campo a nuevas aplicaciones que antes eran dificiles de

43



alcanzar. Los hidrogeles especificamente han despertado gran interés para ser
empleados como sistemas de liberacion de farmacos o como membranas de
hemodialisis. Estos polimeros con una baja densidad de entrecruzamiento resultan
entonces atractivos para la liberacion de farmacos con problemas

farmacocinéticos.

El grupo amino presente en el C-2 de cada unidad repetitiva del quitosano es tal
vez el principal centro de reaccion de este biopolimero. Gracias a su caracter
nucleofilico se hace posible llevar a cabo reacciones de funcionalizacién y de
entrecruzamiento. En este sentido, empleando moléculas difuncionales con un
caracter electrofilico como dialdehidos y &cidos dicarboxilicos, se pretende
obtener hidrogeles de quitosano extraido del hongo Aspergillus niger. Se espera
ademas un hinchamiento selectivo al pH del medio, tomando como fundamento la
protonacion de los grupos aminos a pH acido, lo cual generara repulsion de cargas
positivas a través de la red, aumentando considerablemente el hinchamiento del
material polimérico. A valores de pH basicos no se presentara este tipo de

repulsiones por lo cual el material se debe mantener colapsado.

Con el fin de estudiar a fondo la aplicabilidad de los hidrogeles, se realizara la
liberacion controlada in vitro de farmacos hidrosolubles, bajo condiciones
controladas de pH y temperatura. Adicionalmente se estudiara la
biodegradabilidad de estos hidrogeles simulando condiciones fisiologicas en el
laboratorio. De esta manera, en este proyecto se pretende obtener hidrogeles con
una respuesta selectiva al pH, que combinen ademas las propiedades de un
polimero biocompatible, biodegradable y con actividad antimicrobiana, proveniente

de un recurso renovable y ampliamente disponible en la region.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Extraer quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger generado por la empresa
Sucromiles S.A. para sintetizar hidrogeles y estudiar su aplicabilidad en la

liberacion controlada de un farmaco.

5.2 Objetivos Especificos

— Optimizar a escala de laboratorio el proceso de extraccidn de quitosano
proveniente del micelio generado en una planta productora de acido citrico.

— Caracterizar el quitosano obtenido mediante viscosimetria capilar,
valoracion potenciométrica, analisis elemental, resonancia magnética

nuclear y espectroscopia infrarroja.

— Sintetizar hidrogeles de quitosano a través del entrecruzamiento quimico de

sus cadenas con moléculas difuncionales.

— Estudiar in vitro la cinética de hinchamiento de los hidrogeles a diferentes

valores de pH.

— Estudiar in vitro la cinética de liberacion controlada de un farmaco bajo

condiciones controladas de pH y temperatura.

— Evaluar la degradabilidad de los hidrogeles de quitosano mediante la

simulacion de condiciones fisioldgicas.

— Estudiar la biocompatibilidad de los hidrogeles de quitosano mediante

pruebas piloto de implantacion en un modelo animal.
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6. METODOLOGIA

6.1 Equipos

Espectrofotometro UV-VIS 1700 PharmaSpec Shimadzu
Espectrofotometro IR Thermo Scientific Nicolet 6700
RMN Bruker Avance Il 400 MHz UltraShield

pH-metro CG820 Schott Gerate

Analizador elemental Thermo Flash EA 1112 series
Calorimetro diferencial de barrido TA Instruments 2920
Termobalanza TA Instruments 2050

Microscopio electrénico de barrido

Viscosimetro Ubbelohde con capilar 0C

International Centrifuge Universal Model UV

International Clinica Centrifuge Model CL

6.2 Reactivos

Micelio seco (10% humedad, Sucromiles S.A.); hidroxido de sodio (99%, Merck);
acido clorhidrico (37%, Panreac Quimica S.A.U); cloruro de sodio (99%, Aldrich);
cloruro de potasio (99%, Merck); fosfato monobasico de potasio (99%, Merck);
fosfato dibasico de potasio (98%, Merck); acido acético glacial (99%, Sucromiles
S.A.); etanol (96%, Sucromiles S.A.); éter etilico (99%, Sigma-Aldrich); glioxal
(40%, Sigma-Aldrich); glutaraldehido (25%, Sigma-Aldrich); acido succinico (99%,
Sigma-Aldrich); acido glutarico (99%, Aldrich); betahistina clorhidrato (99%, MK

Tecnoquimicas). Todos los reactivos se usaron como se recibieron.

6.3 Estimacién de la cantidad de quitina presente en el micelio de

Aspergillus niger

Antes de iniciar el proceso de extraccion de quitosano, se determiné la cantidad de
quitina presente en la pared celular del micelio proveniente de la empresa

Sucromiles S.A. Para ello se realizd la extracciéon del complejo quitina-glucano
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utilizando la metodologia descrita previamente en la literatura (Kogan et al., 2003;
Skori et al., 2010). El micelio seco (100.10 g) se colocé en 500 mL de una solucién
de NaOH 1 M con agitacion mecanica, durante 1 h a 60 °C. Posteriormente, el
material insoluble en el medio alcalino se filtr6 y se lavd exhaustivamente con
agua destilada (2.2 L), etanol al 96% (1.5 L) y finalmente con éter etilico (0.8 L),
para luego colocarlo a secar en horno a 50 °C hasta obtener finalmente un sélido
blanco (44.861 g); Este proceso se hizo por triplicado y a cada una de las
muestras se le realizd un analisis elemental cuantitativo. Adicionalmente este
complejo se caracteriz6 mediante RMN-"N en estado sélido empleando la
rotacion al angulo magico o MAS (Magic Angle Spinning) y polarizacion cruzada o

CP (Cross Polarization).
6.4 Extraccion de quitosano de micelio del hongo Aspergillus niger

6.4.1 Disefio experimental

De acuerdo a la Figura 11 se observa que el proceso de extraccién de quitosano a
partir del micelio de hongos, involucra fundamentalmente una etapa de hidrdlisis
basica y una de extraccién con un acido diluido que van acompafadas de pasos

complementarios de filtracion y lavado.

Micelio seco Tratamiento ) 4 Efluente
> = — avado —_—
alcalino basico

Biomasa

Precipitacion Tratamiento
' del quitosano [* acido

UITOSANO Solido

Figura 11. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de quitosano a partir de hongos.
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En este proceso es evidente la presencia de multiples variables que pueden
modificar la eficiencia del proceso, por ejemplo las temperaturas de cada
tratamiento, las concentraciones, los tiempos de cada proceso, entre otros. Por
esta razén y teniendo en cuenta que en la literatura se reportan algunas
metodologias con claras discrepancias para obtener quitosano, se realizd una
optimizacién a escala de laboratorio empleando un disefio experimental de tipo
factorial, tomando la concentracion de hidréxido de sodio y el tiempo de reaccion
para el tratamiento basico como variables de control. Se presta especial atencién
al tratamiento basico porque es la etapa donde ocurre la destruccién de la pared
celular, la liberacion de la quitina del complejo quitina-glucano y la conversion a
quitosano mediante la desacetilacion. Para el tratamiento acido se empled acido
acético el cual se mantuvo a una concentracién constante de 10% (v/v) a 100 °C
durante 3 h. El rendimiento al final de la extraccion fue tomado como la variable de
respuesta para el disefio propuesto, el cual se describe mediante la siguiente

ecuacion:

N = mnx r (Ecuacion 1)

En donde N es el numero de experimentos a realizar, m el numero de niveles (4
en este caso), r el numero de réplicas experimentales (2 para este proceso) y n el
numero de variables de control (2); de acuerdo a esto se realizaron 32

experimentos para encontrar las condiciones optimas del proceso.

6.4.2 Influencia del tratamiento acido en la extraccién

Una vez encontradas las mejores condiciones para el tratamiento alcalino de la
muestra mediante el disefio experimental descrito anteriormente, se realizdé una
segunda serie de ensayos empleando acido clorhidrico al 1% (v/v) en lugar de
acido acético al 10% (v/v), con el fin de estudiar como influye la fuerza del acido
en el rendimiento de la extraccién. Esta segunda serie de experimentos se realizd
a dos temperaturas, inicialmente a 70 °C y luego se repitieron experimentos a
25 °C.
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6.4.3 Extraccion de quitosano con las mejores condiciones encontradas

Una vez establecidas las mejores condiciones para el proceso, se llevo a cabo la
extraccion de quitosano en repetidas ocasiones mediante la siguiente
metodologia: el micelio seco (100 g) fue lavado varias veces con agua para
eliminar impurezas como acido citrico remanente y azucares solubles en agua.
Luego que la muestra se seco en un horno a 50 °C, se sometidé a una hidrdlisis
basica empleando 500 mL de NaOH al 40% (p/v) (5 mL de solucién por cada
gramo de micelio) bajo agitacién mecanica, a 110 °C durante 4 h. El material
insoluble en el medio alcalino se filtré a gravedad y se lavd exhaustivamente con
agua destilada (3 L) hasta alcanzar un pH alrededor de 8. La solucion alcalina
fitrada al momento de aislar el material insoluble luego de la reaccidon, se
almacené para una segunda hidrélisis basica. El so6lido obtenido (alrededor de 40
g) se adicion6 en 1.5 L de agua destilada y se acidifico adicionando gota a gota
HCl al 37 % (p/v) hasta alcanzar un pH alrededor de 3 (3.5 mL en total). La mezcla
se mantuvo con agitacion mecanica, durante 3 h a temperatura ambiente. El
sobrenadante del anterior paso se separé por centrifugacion a 4500 rpm durante
10 min y se basific6 con NaOH 30% (p/v) hasta alcanzar un pH de 10 (2 mL en
total) para promover la precipitacion del quitosano, el cual fue aislado finalmente
mediante filtracion al vacio en un embudo Buchner; a la biomasa obtenida de la

centrifugacion se le realizé una segunda extraccion acida.

El quitosano obtenido se lavd con agua destilada, etanol al 96% y acetona para
eliminar las impurezas y el NaOH remanente. Finalmente, el sdlido obtenido se

colocd a secar en horno a 50 °C, obteniendo un sélido de color amarillo claro (6.91

g9)-

6.4.4 Extracciéon de quitosano en planta piloto
Las condiciones empleadas en el laboratorio se reprodujeron en un reactor de
doble chaqueta equipado con bafo de aceite y con capacidad para 10 L. Para

cada ensayo se empleé 1000 g de micelio seco en 5 L de NaOH al 40% (p/v),
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obteniendo 339 g del sdlido insoluble en el medio alcalino. Para la extraccion del
quitosano en medio acido se emplearon 4 L de HCl al 0.2% (v/v).

6.5 Caracterizacion del quitosano extraido

6.5.1 Caracterizacion espectroscopica

El quitosano se caracterizé mediante espectroscopia infrarroja empleando la
pastilla de KBr. Posteriormente, se realizaron experimentos de RMN-'H usando
DMSO-ds como solvente acompaiado por dos gotas de FsCCOOH para disolver la
muestra. Los experimentos de RMN se realizaron a una temperatura de 25 °C.

Adicionalmente, el quitosano se caracterizé mediante RMN-"°N y RMN-"*C en
estado solido con polarizacion cruzada y rotacion al angulo magico (CP-MAS). Los
experimentos de ">C se llevaron a cabo con una frecuencia de barrido de 29.8 kHz
(pulso de 90° de 10 us), el tiempo de contacto fue de 1 ms, el tiempo de
adquisicién de 50 ms y el tiempo de relajacion de 1.1 s; se realizaron en total 1507
barridos para adquirir los espectros de *C. Para los experimentos de >N se us6
una frecuencia de barrido de 24.4 kHz (pulso de 90° de 10 ps), el tiempo de
contacto fue de 2 ms, el tiempo de adquisicion de 50 ms y un tiempo de relajacion
de 1.4 s; se realizaron 4248 barridos para obtener los espectros de ®N. En todos
los experimentos se empled un rotor de circonio de 4 mm de diametro con una

frecuencia de rotacién en el MAS (54.7°) de 5 MHz y un temperatura de 25 °C.

6.5.2 Grado de desacetilacidon del quitosano

Se determiné el grado de desacetilacion del quitosano extraido mediante
titulaciones potenciométricas y por analisis elemental cuantitativo. Para el analisis
potenciométrico se disolvieron 0.5 g de quitosano en 20 mL de HCI 0.3 M, esta
solucion se titulé6 con NaOH 0.10 M, previamente estandarizado con ftalato acido
de potasio. Las mediciones de pH se realizaron gradualmente tras la adicion de
cada mililitro de NaOH hasta cuando el pH llegé a 12. Paralelamente se realizo el
analisis elemental de tres muestras de quitosano extraido; el grado de
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desacetilacion se estimo teniendo en cuenta la relacion carbono/nitrégeno para las

unidades de N-acetilglucosamina remanentes en el polimero.

6.5.3 Determinacién del peso molecular

El peso molecular promedio viscoso M, del quitosano se determind mediante
viscosimetria capilar en un bafo termostatico a 25 °C. Las soluciones de
quitosano se prepararon empleando una mezcla de acido acético 0.1 M y cloruro
de sodio 0.2 M siguiendo la metodologia previamente reportada por Parada y
colaboradores y aplicando posteriormente la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada
(Parada et al., 2004; Kasaai, 2007).

6.5.4 Analisis térmico

Al quitosano aislado se le realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) para determinar su respectiva temperatura de transicion vitrea y de
descomposicién. Las mediciones se llevaron a cabo con el biopolimero seco
haciendo un primer barrido desde 20 hasta 110 °C a una velocidad de 10 °C/min y
un segundo barrido desde 20 hasta 400 °C con la misma rampa de temperatura.
También se estudid la estabilidad térmica del biopolimero mediante analisis

termogravimétrico (TGA).

6.5.5 Difraccion de rayos X
Se analiz6 el difractograma obtenido para el quitosano extraido mediante su

comparacién con una muestra de quitosano comercial.

6.6 Sintesis de hidrogeles de quitosano

Una vez se caracterizo el quitosano extraido, se sintetizaron hidrogeles mediante
el entrecruzamiento quimico de sus cadenas empleando dialdehidos y acidos
dicarboxilicos, variando los porcentajes de entrecruzamiento. La sintesis de los
hidrogeles se llevo a cabo empleando un anillo de teflon con un diametro interno
de 5.5 cm y un espesor de 4 mm, en medio de dos placas de vidrio previamente

silanizadas con dimetilclorosilano al 5% en tolueno seco. Las placas fueron
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sujetadas con ganchos una vez se introdujo la mezcla de reaccidon como se
muestra en la Figura 12. Este sistema permitio obtener hidrogeles con
dimensiones regulares, lo cuales posteriormente eran cortados con un

sacabocados de 7 mm de diametro.

Figura 12. Dispositivo empleado para la sintesis de los hidrogeles.

6.6.1 Entrecruzamiento con dialdehidos

Se emplearon el glioxal y el glutaraldehido como agentes entrecruzantes. Para
cada sintesis se usaron 10 mL de una solucion de quitosano al 4% en acido
acético al 2%. Posteriormente, se adicionaron diferentes volumenes de
glutaraldehido al 2% para obtener porcentajes de entrecruzamiento de 25, 50, 75 y
100%. Luego de agitar la mezcla de reaccion en un vortex por 30 segundos, se
transfirié rapidamente al molde de teflon mostrado en la Figura 12; en algunos
casos fue necesario eliminar las burbujas generadas durante la agitacion en un
sonicador antes de llevar la mezcla al molde. Transcurrida una hora de reaccion
se observo la gelificacién de la solucion; sin embargo, la reaccion se dejé durante
24 h.

Para los hidrogeles con glioxal se usé la misma metodologia descrita
anteriormente. Sin embargo, para que el proceso de gelificacion se diera, fue
necesario adicionar 0.05 mL de NaOH 1.75 M durante la agitacién de la mezcla de
reaccion en el vortex. Luego de esto la reaccion se dejo durante 24 h. Una vez se

retiraron las placas de vidrio silanizado, los hidrogeles se cortaron y lavaron con
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agua destilada por un periodo de dos semanas para eliminar las moléculas de
dialdehido que no reaccionaron. Finalmente, se secaron en horno a 50 °C hasta

alcanzar un peso constante.

6.6.2 Entrecruzamiento con acidos dicarboxilicos

En este caso se empled el acido succinico y el acido glutarico como agentes
entrecruzantes. Inicialmente, se preparé una solucion de cada uno de los acidos
con una concentracién de 0.38 M, y se ajustod el pH a 6.5 mediante la adicion de
pequenas perlas de NaOH. Posteriormente, a la solucién del acido carboxilico
correspondiente se le adiciond N-hidroxisuccinimina (NHS) en una relacion 1:2 con
respecto al acido. La mezcla de reaccion se llevo a 4 °C con la ayuda de un bafo
termostatico e inmediatamente se adicion6 la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
cabodiimida (EDC) como agente de condensacion en una relacién 1:5 con
respecto al acido carboxilico. Pasados 5 minutos esta mezcla de reaccion se
adiciono sobre la solucion de quitosano al 4% en acido acético al 2% y se agitd
durante 30 segundos en un votex, para finalmente transferirla al molde de teflon
donde se dej6 reaccionar durante 24 h a temperatura ambiente. Se emplearon los
volumenes necesarios de cada acido carboxilico para obtener hidrogeles con
porcentajes de entrecruzamiento del 25, 50, 75, y 100%. Transcurrido el tiempo de
reaccion los geles formados se cortaron y lavaron con agua destilada por un

periodo de dos semanas.

6.7 Caracterizacion de los hidrogeles de quitosano

6.7.1 Caracterizacion espectroscopica
Los hidrogeles sintetizados se caracterizaron en estado seco mediante

espectroscopia infrarroja, empleando la pastilla de KBr.

6.7.2 Micrografia electronica de barrido
Mediante la técnica de microscopia electronica de barrido se estudiod la superficie

del material obtenido y se comparo con el material de partida.
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6.7.3 Analisis térmico
Mediante el analisis térmico de los hidrogeles obtenidos con el quitosano extraido,

se determind las respectivas temperaturas de degradacion.

6.8 Cinética de hinchamiento de los hidrogeles

Para los estudios cinéticos de hinchamiento los hidrogeles se llevaron al estado
xerogel y previamente pesados se sumergieron en soluciones acuosas a
diferentes valores de pH. El estudio cinético se realizé empleando 100 mL del
medio de hinchamiento a una temperatura de 37 °C, la cual era controlada
mediante un bafio termostatico. El proceso de hinchamiento se sigui6 mediante el
incremento en el peso del hidrogel con respecto al tiempo. Antes de realizar cada
una de estas mediciones, el hidrogel se sacaba del medio y se secaba con papel
secante para eliminar el exceso de soluciéon de la superficie. Los tiempos de
pesado para cada muestra en minutos fueron: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 290, 320, 350, 380, 410, 440,
470, 500, 530, 560, 590. En los dias posteriores se tomaron tres pesos al dia, en
la mafana, al medio dia y en la tarde, hasta cuando no se presentaron variaciones
considerables en el peso de cada pastilla, punto en el cual se alcanza el equilibrio
de hinchamiento.

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de las muestras, y se
uso6 un pH acido (pH 3), un pH fisiolégico obtenido mediante buffer de fosfatos (pH
7.4) y un pH basico (pH 11).

El grado de hinchamiento (W) y el contenido de agua (H) se calcularon mediante

las expresiones matematicas 2 y 3 respectivamente.

(Ecuacioén 2)

W {peso hiimedo- peso seco}c1 00

peso humedo
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(Ecuacion 3)

e {peso hiimedo- peso seco}c1 00

peSoSeCo

6.9 Cinética de liberacion in vitro de un farmaco modelo

6.9.1 Incorporacién del farmaco en el hidrogel

La incorporacién del farmaco en los hidrogeles se realizé mediante el proceso
fisico de hinchamiento del material polimérico. Para ello las pastillas en estado
xerogel se introdujeron en una disolucion acuosa de betahistina 1.0 M en ausencia
de luz para evitar su degradacién y a temperatura ambiente durante una semana,
tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio de hinchamiento. La solucion del
farmaco se prepar6 con una solucién buffer de KH,PO4/KoHPO,4 ajustada a pH de
7.4.

6.9.2 Estudios cinéticos de liberacion

Una vez se cargaron los hidrogeles con el farmaco se procedié a realizar los
estudios de liberacion. Estos se hicieron desde las pastillas hinchadas, a 37.0
0.1 °C, empleando como medio de liberacién 100 mL de solucién buffer a pH de
7.4 y con agitacion constante a 100 rpm; para que la pastilla no se desplazara en
la solucion se coloco sobre un soporte plastico. El seguimiento de la liberacion se
realizd tomando alicuotas del medio en distintos intervalos de tiempo vy
determinando la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS a 222 nm donde el
farmaco presentaba la maxima absorbancia. Los tiempos para cada medicion en
minutos fueron: 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, 360,
390, 420, 450, 480, 510 y al dia siguiente tres mediciones (mafiana, medio dia y
tarde) hasta alcanzar el equilibrio (concentracidn constante); una vez se realizaba

la medicion se devolvia la alicuota al medio para mantener el volumen constante.
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6.10 Ensayos de degradacion hidrolitica

A los hidrogeles sintetizados se les realizo un estudio de degradacion hidrolitica
empleando una solucion reguladora de fosfatos a pH 7.4 y 37 °C segun la norma
ASTM F 1635-04a. La solucion reguladora se preparé empleando NaCl 0.137 M,
KCI 2.7x10° M, K;HPO,43H,0 1.0x10% M y KH,PO4 2.0x10™ M.

Los hidrogeles secos se depositaron en tubos con tapa que contenian la solucién
reguladora y se colocaron en incubadora a 37 °C por un periodo de 31 dias. Las
muestras fueron retiradas los dias 2, 5, 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 31, lavadas con
agua destilada y secadas en horno a 60 °C hasta cuando el peso de la muestra
fue constante. La pérdida de peso Wy (%) de la muestra se calcul6 empleando la
Ecuacién 4, donde W; representa el peso inicial de la muestra seca y W es el peso

final de la muestra seca luego de la degradacion.

W, = {Wi - W }xlOO (Ecuacion 4)
W,

i

6.11 Estudios de biocompatibilidad in vivo

Para evaluar el comportamiento de los hidrogeles de quitosano en condiciones
bioldgicas reales, se realizé la implantacion subcutanea de los materiales en
conejos (Orictolagus cuniculus), machos, raza New Zealand, con una edad
aproximada de 6 meses, y un peso entre 1600 y 2100 g. El protocolo de manejo
del animal, quirurgico y eutanasico fue aprobado por el comité de ética de la

Universidad del Valle.

6.11.1 Procedimiento pre-quirurgico

En la fase pre-quirurgica los conejos fueron vacunados con 0.2 miligramos de
Ivermectina al 1% subcutaneo. Se evaluaron las condiciones de salud de los
animales, tomando registros de temperatura corporal, peso y consumo de

alimento. Se observd también el acicalamiento, mantenimiento del habitat,
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posiciones en reposo y alerta por parte del animal conforme a la norma ISO
10993-6 8.5.3 (Animals and Implantation).

6.11.2 Procedimiento quirdrgico

Para la fase quirurgica, los animales fueron sedados con tranquilan (0.3 mL/kg,
Laboratorios Zoo), xilasyn 2 (0.4 mL/kg, Laboratorios Synthesis) y ketamina 50
(0.5 mL/kg, Holliday Scott) en una dosis unica via parenteral. Una vez anestesiado
el animal (aproximadamente 10 min después), se preparé el campo quirurgico
mediante rasurado y desinfeccion con iodopovidona (Figura 13-A).
Posteriormente, con un bisturi Bard/Parker No 3, hoja No 11, se realizd una
incision longitudinal de 2 cm en el lado izquierdo de la cadera y se separaron
cuidadosamente los tejidos para crear dos bolsas subcutaneas (Figura 13-B). En
cada bolsa se implantd una muestra de hidrogel de quitosano (Figura 13-C). A
cada conejo se le implanté en el lado derecho una membrana de colageno como

muestra de control; en total se emplearon 5 conejos para la prueba piloto.

Finalmente, la incision fue suturada con material reabsorbible vicryl®, con la
técnica de puntos simples (Figura 13-D). Como procedimiento post-quirurgico el
animal fue tratado con clorhidrato de tramadol (0.25 mg, analgésico intramuscular)
y penicilina procainica 400000 Ul (antibiético intramuscular). El area suturada fue

protegida con gentamisina como antibiético tépico.
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(A)

(C) (D)

Figura 13. Implantacién de hidrogeles en el modelo animal. (A) Preparacion del campo quirdrgico,
(B) diseccion de la epidermis, (C) insercion del material polimérico y (D) sutura de la incision.

6.11.3 Eutanasia y recuperacion de las muestras
Los animales fueron sacrificados a los 21 dias de estudio utilizando una
sobredosis de barbituricos (Clorhidrato de Ketamina 1 mg,) aplicada
intramuscularmente, seguida de una inyeccién intravenosa de Eutanax®
(Pentobarbital Sédico y Fenilhidantoina, 1 mL/5 kg). Las muestras fueron
removidas con el tejido conectivo circundante y se conservaron en formol al 10%.
Finalmente para el estudio histolégico se empleé hematoxilina-eosina como
método de tincion.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 Estimacién de la cantidad de quitina presente en el micelio de
Aspergillus niger

El micelio de los hongos estd compuesto principalmente por pared celular
acompafada de algunos nucleos celulares presentes en menor proporcion. Es
bien conocido que la pared celular del hongo Aspergillus niger se compone de
quitina y glucanos (Tabla 1). La quitina se encuentra unida fisica y covalentemente
a una matriz de glucanos, que cumplen funciones inmunoldgicas en el hongo.
Ademas de estos polisacaridos, en la pared celular se encuentran presentes
algunos fosfolipidos, proteinas y ADN, que son biomoléculas fundamentales para
la vida del hongo. De acuerdo a lo anterior, es posible realizar una estimacion de
la cantidad de quitina presente en la pared celular del micelio, eliminando las
biomoléculas mencionadas anteriormente hasta dejar solamente el complejo

quitina-glucano (CQG).

Mediante el tratamiento basico a 60 °C durante una hora, se logra hidrolizar las
proteinas y saponificar los lipidos. La degradacibn se hace evidente
experimentalmente por el empardeamiento de la mezcla de reaccion. El sélido
insoluble en el medio alcalino fue aislado y lavado hasta obtener un sélido blanco
como el que se muestra en la Figura 14. En la Tabla 6 se muestran los resultados

del analisis elemental realizado a cada una de las muestras obtenidas.

Tabla 6. Analisis elemental para tres muestras del complejo quitina-glucano (CQG).

Muestra No. | Cantidad de CQG recuperado (g) | % N| % C | %H
1 44.8613 1.75 | 35.06 | 5.36
2 47.5598 1.70 | 32.38 | 4.92
3 43.3345 1.74 | 32.52 | 5.68
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Figura 14. Complejo quitina-glucano aislado del hongo Aspergillus niger.

Una vez se han eliminado las proteinas del micelio, la unica fuente de nitrégeno
sera la quitina como se puede observar en el Esquema 10. Por lo tanto, un
contenido de nitrdgeno promedio del 1.73% representa un contenido de quitina del
27.23%. Como de este complejo se aislaron alrededor de 45.25 g (partiendo de
100 g de micelio), se puede decir finalmente que el micelio del hongo Aspergillus
niger contiene un 12.32% de quitina. Este valor es comparable frente a un 11% de
quitina reportado por Heux y colaboradores, usando RMN como método de
cuantificacion en muestras de Aspergillus niger producido por la compania belga
Gesval (Heux et al., 2000).

e N
CH,OH CH,OH
| o 1] 0 e
< HO °© HO ° >
NH OH
L Jn L Jn
\_ (e} CH3 4
Quitina: CsH1305N Glucano: C6H1OO5

Esquema 10. Estructura y férmula molecular del complejo quitina-glucano.

Para garantizar que la cuantificacion tenga validez es importante demostrar que no
se ha realizado la desacetilacion de la quitina, y poder usar las férmulas
moleculares del anterior esquema. El espectro RMN-"°N de la Figura 15 fue
tomado para una de las muestras del CQG en estado sdlido. En este se observa

unicamente una sefal a 126 ppm que corresponde a los grupos amida presentes
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en el C2 de la quitina. No se observa la sefal caracteristica de los grupos amino

que representaria el proceso de desacetilacion y aparecerian alrededor de 20

ppm.

CQG 15N.ESP

126.43

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
Chemical Shift (ppm)

Figura 15. Espectro RMN-"°N CP-MAS del complejo quitina-glucano.

7.2 Optimizacion de la extracciéon de quitosano

Mediante el tratamiento del micelio en condiciones fuertemente alcalinas a una
elevada temperatura se logra destruir la pared celular y se promueve la
degradacion de las proteinas presentes en el medio. Luego de este paso el
complejo quitina-glucano se disocia liberando la quitina, la cual a su vez es
convertida en quitosano mediante el proceso de desacetilacion que se muestra en

el Esquema 11.

CH,OH QH,OH CH,OH QH,OH
Q Q
Q o Q
o] 100-120 °C o -t
NH, )NH\

NH NaOH

NH
)\ )\ n n
o cH o CHy o CHy

Esquema 11. Reaccién de desacetilacién de la quitina en medio basico.

En esta primera etapa el quitosano y los glucanos permanecen insolubles en el
medio alcalino, y son aislados mediante procesos de filtracion o centrifugacion.
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Una vez el material insoluble es separado y lavado con agua destilada para
eliminar el exceso de NaOH, el quitosano es extraido a través de su disolucién en
un medio acido, lo cual promueve la protonacién de los grupos amino a lo largo de

las cadenas poliméricas como se muestra en el Esquema 12.

CH,OH GH20H CH.OH GH20H
o) ¥ o)
2 o Sl D B 2 o O
HO HO = o HO \
OH @
NH NH, N NH;

n n

Esquema 12. Protonacion y desprotonacion del quitosano durante la etapa final de extraccion.

Finalmente, el quitosano en solucion se puede recuperar mediante su precipitacion
en medio basico. Este proceso de extraccion resulta bastante sencillo frente a la
extraccién de quitosano a partir de los subproductos derivados de la industria
alimenticia marina, como camarones, cangrejos, langostas y calamares, en donde
hay que usar pasos adicionales para eliminar residuos carnicos y minerales.
Ademas, los residuos de las fuentes marinas se caracterizan por ser materiales
persistentes, que generan patégenos que ponen en riesgo la salud humana y
aumentan la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en rios y océanos (Islam et
al., 2004; Beaney et al., 2005). Sin embargo, la extraccion de quitosano a partir de
hongos es un proceso que presenta rendimientos inferiores a los obtenidos con

derivados del mar, siendo esta su principal desventaja.

En trabajos previos sobre la extraccion de quitosano a partir del micelio de la
misma fuente, se han reportado rendimientos del 1-3%. No obstante, la estimacién
del contenido de quitina mostré que hay alrededor de 12 g de quitina por cada
100 g de micelio, lo que representa tedricamente hasta un 9.51% de quitosano. Se
construyé entonces un disefio experimental de tipo factorial, con el fin de encontrar
condiciones o6ptimas, que permitan obtener la mayor cantidad de quitosano al
menor costo posible; en otras palabras hacer mas atractivo este subproducto

industrial altamente disponible en la region, como fuente industrial de quitosano.
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Dentro de la optimizacidon se mantuvieron constantes los siguientes parametros:
cantidad de micelio seco (50 g), volumen de solucion de NaOH (250 mL) y
temperatura de reaccion (110 °C). Para el tratamiento acido se adiciond acido
acético al 10% hasta alcanzar un pH alrededor de 3.5, la mezcla se dejo durante
3 h a 100 °C. Finalmente, para precipitar el quitosano se adicioné6 NaOH al 30%
hasta alcanzar un pH de 11. En la Tabla 7 se observan los rendimientos obtenidos
para el disefio experimental planteado, tomando como variables el tiempo de

reaccion y la concentracion de NaOH.

Tabla 7. Disefo experimental factorial para la optimizacion de la extraccion de quitosano.

Corrida | NaOH (%p/v) | Tiempo (h) | Rendimiento (%)
I 2 0.49
I 3 0.60

20
1 4 0.74
v 5 0.80
Vv 2 0.58
VI 3 0.70
30
VI 4 0.83
VIII 5 0.80
IX 2 1.44
X 3 1.82
40
Xl 4 2.03
Xl 5 1.91
Xl 2 1.50
XV 3 1.70
50
XV 4 1.99
XVI 5 1.90

* Con base al micelio seco.

Los valores de la anterior tabla se pueden analizar mejor mediante la grafica de

barras de la Figura 16, en donde se observa claramente cémo el rendimiento de la
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extraccion aumenta cuando se tienen concentraciones de NaOH alrededor de 40 y
50%. Como no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos
para estas dos concentraciones, se toma la menor de ellas con el animo de
disminuir los costos. Igualmente, para estas concentraciones se observa un mayor
rendimiento en los tiempos prolongados; sin embargo, el proceso se ve
desfavorecido cuando se realiza por 5 h. Posiblemente la exposicion prolongada
del polimero en el medio fuertemente alcalino promueve la degradacion del
mismo. Se toman entonces como condiciones Optimas de extraccion una
concentracion de NaOH del 40% durante 4 h a 110 °C.

Il 2h
| B 3h
1,8 - Il 4h
C15h

2,0 1

1,6
1,4
1,2

1,04

0,8
06
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00 . .
20 30 40

NaOH (% p/v)

Rendimiento (%)

50

Figura 16. Resultados del disefio experimental empleado.

Las condiciones encontradas en el tratamiento alcalino son similares a los
resultados reportados previamente en la literatura (Cundumi et al., 1994; Balanta
et al., 2010), el rendimiento continua siendo del orden del 2% de un 9.51% posible
tedrico. Se estudido entonces la influencia del acido en la segunda etapa del
proceso; para ello se tomd un tiempo de 4 horas para la hidrolisis basica y se

repitieron las extracciones usando acido clorhidrico al 1% (v/v) en lugar de &cido
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acético al 10% (v/v) para alcanzar el pH de 3.5. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 17, donde se observa como el acido mineral mejoro
considerablemente el proceso de extraccion al aumentar el rendimiento hasta un
5% cuando se emplea NaOH al 40% en la etapa inicial. Vale la pena mencionar
que al usar HCI se requirid un menor volumen para llevar el pH a 3.5 en
comparaciéon a las cantidades requeridas con el acido carboxilico, esto representa

entonces una disminucién de costos.

I Acido acético 10 %
6 B Acido clorhidrico 1 %

5

4

2

14

0 : - . ‘ . . . .
0 20 30 40 50 60

1

% rendimiento
w
1

Concentracion de NaOH (%)

Figura 17. Influencia del acido en el proceso de extraccidon de quitosano.

Para obtener los resultados que se muestran en la Figura 17, el HCI diluido se usé
a una temperatura de 70 °C. Como este acido es demasiado fuerte es muy
probable que ademas de favorecer la separacion del quitosano, promueva la
hidrolisis de los enlaces glucosidicos del polisacarido a extraer, produciendo
oligbmeros de glucosamina. Por esta razén se realizaron dos ensayos en los
cuales el tratamiento acido se realizé durante 3 horas, a temperatura ambiente con
agitacion mecanica. Bajo estas ultimas condiciones el rendimiento se elevé a un
7%, con la ventaja de tener un ahorro energético en la segunda etapa del proceso.
Finalmente, en el diagrama de bloques de la Figura 18 se observan las

condiciones usadas para la extraccion de quitosano partiendo de 100 g de micelio
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seco. Para alcanzar el maximo rendimiento obtenido hasta el momento, fue

necesario someter la biomasa que se obtiene del tratamiento alcalino a un doble

tratamiento acido como se observa en la Figura 18. Para disminuir al maximo los

costos del proceso, el efluente obtenido luego de la hidrdlisis basica se uso6 para

una segunda extraccion, es decir que 500 mL de NaOH al 40% se pueden usar

para tratar hasta 200 g de micelio.

Efluente
> basico

HCI1 %

Efluentes Agua
NaOH 40% <« basicos (2L)
I (500 mL) 1 ‘
Micelio SECO  mmmupp- Tratamiento basico —> — Lavado
100 g 4 h, 110 °C
Biomasa
NaOH 30%

500 mL
(2mL) Y ,; ( )

Tratamiento Acido, 25
°C, 3h.

s+ o] T Je— G +—
Segundo
tratamiento

a2

Efluente Sélido
basico

Figura 18. Diagrama de bloques para el proceso de obtencién de quitosano.

El quitosano obtenido se purificd solubilizandolo en acido acético al 2%, los sdlidos

en suspension correspondientes a los glucanos que se alcanzaron a pasar en el

proceso, fueron aislados mediante centrifugacion a 2500 rpm durante 15 minutos.

Posteriormente, el polimero se precipité adicionando NaOH al 30% (p/v), se filtrd

al vacio y se lavd con agua y etanol.

7.3 Caracterizacion del quitosano

7.3.1 Espectroscopia infrarroja

En la Figura 19 se muestra el espectro IR de una muestra de quitosano extraido

(linea roja) y una muestra de quitosano comercial (linea negra), en ambos

espectros se observan las mismas bandas caracteristicas para este compuesto; a
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3460 cm™ se observa una banda ancha que corresponde al estiramiento de los
grupos hidroxilos (-OH), en esta misma region esta solapada la vibracion de
tensién de los grupos amino (-NHy); a 2921 cm’”’ aparece la banda de estiramiento
de los enlaces C-H alifaticos. La banda de estiramiento del grupo carbonilo (-C=0)
aparece a 1655 cm™, la cual es conocida como banda | para amidas y en
1592 cm™' se observa la vibracién de deformacion del enlace N-H, conocida como
banda Il para las amidas. También se observan las bandas de torsién para el
grupo metileno (-CHy-) a 1422 cm™; a 1370 cm™ se observa la vibracion de los
enlaces libres N-H. Las bandas de absorcién observadas a 1079 cm™ y 895 cm’™
corresponden a la vibracion de los enlaces C-O-C, estas bandas fueron
observadas previamente en la literatura (Nwe et al., 2008) y confirman la union de

los monémeros mediante enlaces B-glucosidicos.
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Figura 19. Espectro FTIR del quitosano extraido y el comercial.
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7.3.2 Resonancia magnética nuclear

En el espectro de resonancia magnética protdnica que se muestra en la Figura 20
se observa un singulete localizado a 2.07 ppm correspondiente a los protones del
grupo acetamida (-COCHjs); a 2.88 ppm aparecen los protones de C2 de la
fraccion glucosamina; entre 3.47 y 3.68 ppm se observan la sefiales
correspondientes a los protones de C3-C6 para las fracciones de D-glucosamina y
N-Acetil-glucosamina; finalmente a 4.76 ppm se observa el proton de C1 para la
D-glucosamina. Esta asignacion se hace de acuerdo a trabajos reportados
previamente en la literatura (Abdou et al., 2008; Kumirska et al., 2010). La senal

correspondiente al solvente deuterado aparece a 2.50 y 3.28 ppm.

3M-013.ESP DMSO-d6

3.68

9—2.07

j\

55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 20. Espectro "H-RMN del quitosano extraido en DMSO-ds y CF;COOH a 25 °C.

En la Figura 21 se observa el espectro RMN-"C tomado en estado sélido, en el
cual aparecen sefales anchas con algunas sefiales solapadas. Esto revela la
pérdida de cristalinidad cuando se desacetila la quitina, en la cual existe una gran
cantidad de enlaces de hidrogeno que mantienen un ordenamiento estructural. En
la Tabla 8 se asignan los diferentes desplazamientos quimicos observados en el

espectro.
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Figura 21. Espectro RMN-"*C CP-MAS para el quitosano extraido.

Tabla 8. Desplazamientos quimicos del quitosano obtenidos por RMN-"°C CP-MAS.

0 (ppm)
C=0 | 175.28
C1 105.80
C4 83.27
C5 76.03
C3 76.03
C6 61.57
C2 57.91
CHs 24.04

Para completar la caracterizacion del quitosano extraido, se tomd un espectro
RMN-"°N (Figura 22). En éste se observa principalmente la sefial correspondiente
al grupo amino alrededor de 29 ppm, y una sehal muy débil a 127 ppm
perteneciente a los grupos acetamida remanentes en las unidades acetiladas. Al
comparar con el espectro del complejo quitina-glucano se hace evidente el

proceso de desacetilacion.
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Figura 22. Espectro RMN-"°N CP-MAS para (A) quitosano extraido y (B) complejo quitina-glucano.

7.3.3 Determinacién del grado de desacetilacion

La valoracion potenciométrica del quitosano permiti6 obtener la grafica de la
Figura 23, en la cual al aplicar la primera derivada en cada uno de sus ejes se
observan dos puntos de inflexion, el primero de ellos corresponde a la titulacion
del exceso HCI en el medio y el segundo a la valoracion de los grupos NH3" del
quitosano extraido. Por lo tanto la diferencia entre los dos puntos de inflexion
corresponde a la cantidad de HCI requerido para protonar los grupos amino del
quitosano. El grado de desacetilacion se calcula entonces mediante la Ecuacion 5

que se muestra a continuacion (Parada et al., 2004; Dos Santos et al., 2009).

16.1(V,_V;)M (Ecuacién 5)
w

%DD = 100 —

En la Ecuacion 5, V4 y Vz representan el primer y segundo volumen de inflexion
respectivamente, M es la molaridad de la solucion de NaOH usada para la

valoracion y w el peso de la muestra de quitosano en gramos. De acuerdo con los
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valores obtenidos de la grafica, el quitosano presenta un grado de desacetilacion
promedio de 77.29%.
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Figura 23. Valoracion potenciométrica del quitosano para determinar el grado de desacetilacion.

Por otra parte, a tres muestras de quitosano se les realizé6 un analisis elemental
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 9. Mediante la Ecuacién 6
en la cual se tiene la relacién C/N en la muestra de quitosano, se obtiene un grado

de desacetilacion promedio de 74.48% (Dos Santos et al., 2009).

C

5~ 5145 (Ecuacion 6)
%DD =100 — | ¢ 716 * 100

Tabla 9. Analisis elemental de diferentes muestras de quitosano obtenido de Aspergillus niger.

Muestra | % C %H % N C/N %DD

1 38.38 | 7.52 | 6.86 | 5.594 | 73.79
2 37.84 | 713 | 6.82 | 5.548 | 76.49
3 39.07 | 6.95 | 6.97 | 5.605 | 73.16
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7.3.4 Peso molecular promedio viscoso

Para determinar el peso molecular del quitosano mediante viscosimetria se calculd
inicialmente la viscosidad especifica (nsp) del polimero empleando la Ecuacion 7,
donde n es la viscosidad de cada una de las soluciones preparadas y ns la

viscosidad del solvente empleado para el experimento.

i . (Ecuacion 7)

Una vez calculado ns, se us6 en la ecuacion de Huggins (Ecuacion 8) para
conocer la viscosidad intrinseca [n] del quitosano; en la Ecuacion 8 py, representa
la concentracion de cada solucion, K es la constante de Huggins y la relacion

Nsp/Pb €S conocida como la viscosidad reducida.

nsp
Pr

(Ecuacion 8)

= |nl + Klnl?pp

Al graficar la viscosidad reducida de cada solucién en funcién de su concentracion

se obtiene la grafica de la Figura 24.
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Figura 24. Viscosidad reducida de las soluciones de quitosano extraido con HCIl a 70 °C en funcién
de la concentracion.
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Haciendo la regresion lineal de la grafica anterior y teniendo en cuenta la Ecuacion
8, la viscosidad intrinseca de la muestra de quitosano es de 117.71 mL/g.
Conociendo el valor de [n] se puede emplear la ecuacion de Mark-Houwink-

Sakurada (Ecuacion 9) para determinar el peso molecular del polimero.

M\ (Ecuacion 9)
bl = (57)
En la Ecuacion 9, K y a son las constantes dadas para determinado sistema
polimero-solvente a determinada temperatura y se encuentran reportados
previamente en la literatura. Para el caso especifico del quitosano en las
condiciones de estudio K = 1.81x10° mL/g y a = 0.93 (Kasaai et al., 2007). De
acuerdo a estos valores el quitosano extraido presenta un peso molecular Mv de
1.49x10° g/mol. Este valor corresponde a una muestra de quitosano extraida
empleando HCI al 1% a 70 °C; sin embargo, como se mencioné en la seccion 7.2
los mejores resultados se obtuvieron empleando este mismo acido mineral a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Al hacer el analisis
viscosimétrico para una muestra extraida a temperatura ambiente se obtuvo la

grafica de la Figura 25.
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Figura 25. Viscosidad reducida de las soluciones de quitosano extraido con HCl a 25 °C en funcion
de la concentracion.
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A partir de la anterior grafica se obtuvo una viscosidad intrinseca de 150.86 mL/g,
la cual corresponde a un peso molecular de 1.90x10° g/mol. En la Tabla 10 se
resumen los resultados del analisis viscosimétrico y en estos se puede ver
claramente como la temperatura promueve la depolimerizacién del quitosano
mediante la ruptura de los enlaces glucosidicos en el medio fuertemente acido. El
quitosano en general se caracteriza por presentar pesos moleculares entre 1x10°
y 5x10° g/mol (Majeti et al., 2000), es decir que el quitosano extraido en este
estudio se encuentra en el limite inferior y se puede clasificar como de bajo peso

molecular.

Tabla 10. Influencia de la temperatura en el tratamiento con HCI al 1% en el peso molecular del
quitosano obtenido.

Temperatura (°C) | [n] (mL/g) | Mv (g/mol)
25 150.86 1.90x10°

70 117.71 1.49x10°

7.3.5 Andlisis térmico

En la Figura 26 se muestran los resultados del analisis termogravimétrico para el
quitosano, en el cual se observan tres pérdidas de peso importantes. La primera
de ellas se presenta a 48 °C con una pérdida de peso de 8.5%, que corresponde a
la evaporacién de la humedad superficial presente en la muestra. A 266 °C se
observa una pérdida de peso del 28%, mientras que a 322 °C se ha perdido el
50.1% del peso inicial de la muestra, estas dos disminuciones de peso son
atribuidas a la degradacion de la muestra de quitosano. Los valores obtenidos del
TGA son comparables con resultados obtenidos previamente en la literatura para
muestras de quitosano con %DD alrededor de 70%, donde ademas se ha podido
encontrar una mayor estabilidad térmica en comparacion con muestras con mayor
grado de desacetilaciéon (~97%) (Abdel-Fattah et al., 2007).
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Figura 26. TGA obtenido para una muestra de quitosano extraido.
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Figura 27. TGA obtenido para una muestra de quitosano comercial.
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El analisis termogravimétrico de una muestra de quitosano comercial se presenta
en la Figura 27, en este se observa una pérdida de agua superficial alrededor de
48 °C con una disminucion en el peso del 8.5%. Posteriormente se observa la
degradacion de la muestra a 300 °C con una pérdida de peso del 43%.
Comparando con el TGA del quitosano extraido que fue estable hasta 266 °C, se
observa una mayor estabilidad térmica para la muestra comercial. Este
comportamiento puede estar relacionado con la diferencia en los pesos
moleculares, ya que el quitosano obtenido del hongo Aspergillus niger presenta un

Mv de 1.9x10° g/mol frente a un 3.1x10° g/mol que se reporta para la muestra

comercial.
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Figura 28. DSC obtenido para una muestra de quitosano extraido.

El analisis DSC se llevé a cabo mediante calentamiento continuo hasta alcanzar
los 400 °C, teniendo establecido de acuerdo al TGA que la muestra de quitosano

empieza su descomposicion térmica alrededor de los 266 °C. También se sabe de

76



antemano que la muestra contiene un 8.5% de agua, por esta razén se realizaron
dos ciclos de calentamiento y enfriamiento, el primero de ellos hasta 110 °C para
eliminar las interferencias provocadas por la humedad. En la Figura 28 se muestra
el segundo barrido de DSC tanto para la muestra extraida como para la comercial,
donde se observa una variacion en la pendiente a 125 °C y 129 °C
respectivamente, las cuales corresponden a la temperatura de transicién vitrea
(Tg). Existen en la literatura diferentes reportes acerca de la T4 del quitosano,
encontrandose valores que van desde los 95 °C, pasando por los 140-150 °C e
inclusos llegando a valores alrededor de 203 °C (Bhat et al., 2012; Abdel-Fattah et
al., 2007; Dong et al., 2004; Sakurai et al., 2000). Estas diferencias estan
asociadas con la dificultad que se presenta a la hora de establecer la T4, debido al
caracter higroscoépico y al bajo volumen especifico de las cadenas rigidas de la
muestra. Se podria pensar incluso que el evento térmico a los 125 °C corresponde
a una fusion, sin embargo como se mostrara mas adelante en la difraccion de los
rayos X, las muestras son completamente amorfas como para presentar
temperaturas de fusion. También se observa un pico exotérmico para cada una de
las muestras a 276 °C y 305 °C. Este pico de descomposicion ha sido relacionado
con las unidades de glucosamina que conforman el biopolimero, ya que las
muestras con un bajo grado de desacetilacion presentan un segundo pico
exotérmico alrededor de los 400 °C correspondiente a la descomposicion de las
unidades de N-acetilglucosamina siendo esta la parte cristalina del material
(Guinesi et al., 2006).

7.3.6 Difraccién de rayos X

Al comparar el difractograma del quitosano extraido con el del quitosano comercial
en la Figura 29, se observan picos caracteristicos alrededor de 10.5°, 20.0° y
26.5°. El difractograma del quitosano obtenido presenta picos anchos y de baja
intensidad lo cual representa una estructura amorfa (Cai et al., 2006). De acuerdo
con la literatura la sefial a 10.5° corresponde a un espaciamiento d de 8.92 A,
mientras que la sefal de 20.0° representa un espaciamiento d de

aproximadamente 4.41 A. Adicionalmente, la sefial de 10.5° es caracteristica en
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muestras de quitosano obtenidas a partir de a-quitina la cual esta presente en la
pared celular de los hongos, mientras que en muestras obtenidas a partir de B-

quitina esta sefal tiende a desaparecer (Abdou et al., 2008).
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Figura 29. Difractogramas del quitosano extraido (==) y de una muestra comercial (==).

7.4 Extraccion de quitosano en planta piloto

Figura 30. Planta piloto para la extraccion de quitosano.
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Como etapa final para el proceso de obtencion de quitosano se realizaron ensayos
de extraccidn en el reactor de la Figura 30 utilizando las condiciones encontradas
en el laboratorio. Los resultados fueron reproducibles, sin embargo, se observo
una leve disminucion del rendimiento al pasar de un 7% en laboratorio a un 5.6%
en planta piloto. Es decir que en un ensayo partiendo de 1000 g de micelio seco,
se pueden obtener hasta 56 g de quitosano. Tomando como referencia estas
cifras, se puede hacer un analisis de costos gruesos sobre el proceso en estudio,
teniendo en cuenta los costos de las materias primas vigentes en el mercado. En
la Tabla 11 se muestran los costos en délares (USD) por kilogramo de reactivo, y

se calcula el costo para la produccion de un 1 kg de quitosano.

Tabla 11. Analisis de costos gruesos para la obtencion de 1 kg de quitosano.

Materia prima Costo $USD/kg Cantidad (kg) | Total ($USD)

Micelio Seco 0.42 17.9 7.5

NaOH 1.84 17.9 32.9

HCI 36.07 0.13 4.7
TOTAL 45.1

Es importante resaltar que el valor reportado en la anterior tabla no incluye los
costos energéticos, maquinaria, ni la mano de obra para el proceso. En Tabla 12
se muestran algunos precios de quitosano industrial vendido a granel en diferentes
paises. Se observa como el quitosano extraido en este trabajo podria llegar a
competir con paises como Chile y Tailandia; sin embargo, los costos de las
materias primas estan por encima del precio comercial en paises como EEUU y
China. Hay que tener en cuenta que el quitosano industrial es obtenido a partir de
especies marinas, las cuales pueden contener alérgenos, mientras que el
quitosano extraido del hongo Aspergillus niger no contiene este tipo de sustancias
y solo puede estar acompafado de trazas de glucanos los cuales no tienen ningun

efecto nocivo, esta caracteristica le da un valor agregado al producto extraido.
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Tabla 12. Precio del quitosano industrial en diferentes paises.

Pais Empresa Precio ($USD/kg)
Tailandia | Marine greenland Co., Ltd. 125.0

Chile Quitoquimica 100.0

EEUU Amazon Discovery 41.8

China Weifang Kehai Chitosan Ltd., Co. 13.5

7.5 Sintesis de hidrogeles de quitosano

7.5.1 Entrecruzamiento con dialdehidos

Una vez caracterizado el quitosano, se us6 para la formacién de hidrogeles por el
entrecruzamiento quimico de sus cadenas a través de los grupos amino en C-2.
Para el caso de los dialdehidos, la red se obtiene al formar enlaces tipo imina

conocidos también como bases de Schiff y se representan en el Esquema 13.

HO

CH,OH

NH, N
CH,OH Q Q \>
o] pras
PR P R
Ho Ho H R H
NH, NH

HoN
Glioxal: R=0 OH OH
Glutaraldehido: R = ( CH,), 0 S §

Vi [¢]

Esquema 13. Reaccién de entrecruzamiento de las cadenas de quitosano con dialdehidos.
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Se uso entonces el glioxal y el glutaraldehido como agentes de entrecruzamiento,
en ambos casos la formacién de los geles se evidencio durante el experimento por
la aparicion de un color amarillo caracteristico del enlace imina, como se muestra

en la Figura 31.

Figura 31. Hidrogeles de quitosano entrecruzados con dialdehidos luego de ser cortados.

De manera general, la obtencion de los hidrogeles con este grupo funcional resulta
ser bastante versatil debido a la facilidad con que se lleva a cabo la reaccion, la
cual inicia con un ataque nucleofilico por parte de los grupos amino del quitosano
sobre el grupo carbonilo, para generar un intermediario tetraédrico que faciimente
forma el doble enlace C=N mediante la eliminacién de una molécula de agua. En
el Esquema 14 se muestra el mecanismo propuesto para la reaccion de
entrecruzamiento, en éste se muestra la reacciéon con uno de los extremos del
dialdehido correspondiente y se espera que suceda este mismo proceso con el

otro extremo.
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Esquema 14. Mecanismo de reaccion para el entrecruzamiento de las cadenas de quitosano con
dialdehidos.

Con el glutaraldehido como agente entrecruzante fue posible obtener hidrogeles
con diferentes porcentajes de entrecruzamiento, con resistencia al tacto y a los
procesos de hinchamiento. Con el glioxal por el contrario sélo se obtuvo hidrogeles
resistentes cuando el porcentaje de entrecruzamiento fue alto, y aun asi eran
materiales débiles que facilmente se fracturaban. En la Tabla 13 se resumen las
observaciones hechas con cada uno de los hidrogeles obtenidos; en esta tabla es
clara la influencia que tiene la longitud del agente entrecruzante en las
propiedades finales del material polimérico. Al tener una menor longitud, es menos
probable que la formacion de las bases de Schiff se de en ambos extremos del
dialdehido, por lo que el entrecruzamiento real puede ser mucho menor al valor
calculado tedricamente. El glutaraldehido que es una molécula que genera un
entrecruzamiento a través de cinco atomos de carbono, logra unir las cadenas de
quitosano con una mayor efectividad.
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Tabla 13. Caracteristicas que presentaron los hidrogeles obtenidos con dialdehidos a diferentes
porcentajes de entrecruzamiento.

I Caracteristicas del hidrogel

Entrecruzamiento (%) Glioxal Glutaraldehido
Se formo el gel pero no
mantuvo su forma
El gel mantuvo su forma

75 pero se fragmentd
facilmente al hincharse
El hidrogel presento
100 resistencia al tacto y al

hinchamiento

50

Todos los hidrogeles
presentaron resistencia al
tacto y al hinchamiento

7.5.2 Entrecruzamiento con acidos dicarboxilicos

Se empled acido succinico y acido glutarico para el entrecruzamiento del
quitosano extraido. En este caso la formacion de los geles se da mediante la
generacion de enlaces tipo amida entre los acidos dicarboxilicos y el grupo amino
del quitosano, como se representa en el Esquema 15. En este caso los hidrogeles

fueron incoloros a diferencia de los obtenidos con los dialdehidos (Figura 32).

CH,OH CH,OH
o)
0 -
HO OHo °
NH, NH
CH,OH CH,OH o 0 o
. o EDC
7 - - >
- 0To fo} + R
HO R OH NHS
NH, NH, °
HoN FN
Acido succinico: R = ( CH,), ’ OH OH
Acido glutérico: R = ( CH,), o o
o o ’
CH,OH CH,O0H

Esquema 15. Reaccién de entrecruzamiento de las cadenas de quitosano con acidos
dicarboxilicos.
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Figura 32. Hidrogeles de quitosano entrecruzados con acido glutarico luego de ser cortados con el
sacabocados.

La formacion de los enlaces tipo amida resulta bastante compleja debido a la
presencia de un mal grupo saliente (-OH) en el grupo carbonilo, por lo cual se
hace necesario el uso de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) cuya
estructura se muestra en el Esquema 16. Esta carbodiimida se caracteriza por ser
soluble en agua, funciona en un rango de pH de 4 a 6 y es comunmente usada en

reacciones que involucran aminas primarias.

/\N:C:N/\/\N/

Esquema 16. Estructura quimica de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

De acuerdo con el Esquema 17, la EDC inicialmente abstrae un proton del medio
generando la especie (l), sobre la cual se realiza un ataque nucleofilico por parte
de los iones carboxilato produciendo la O-acilisourea (ll) (Nakajima et al.,1995).
Este intermediario es muy reactivo y puede sufrir el ataque nucleofilico del grupo
amino del quitosano lo cual generaria el nuevo enlace tipo amida que se busca en
la reaccion (V). La reactividad de (ll) es tan alta que puede reaccionar con otras
especies del medio como por ejemplo, con otra molécula de acido carboxilico y
generar anhidridos (lll), los cuales pueden ser hidrolizados por el medio acuoso o

reaccionar con el quitosano para formar la especie (V).
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Esquema 17. Mecanismo de reaccion propuesto para el entrecruzamiento de las cadenas de
quitosano con los acidos dicarboxilicos.

La especie (ll) también puede ser hidrolizada por el medio acuoso, lo que
desfavorece por completo la reaccion de entrecruzamiento del quitosano. La
adicion de la N-hidroxisuccinimida (NHS) a la mezcla de reaccion, permite atrapar

la O-acilisourea mediante la generacion del correspondiente éster activado (IV),
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que por lo general suele ser estable y menos reactivo. De esta forma se mejora el
rendimiento de la reaccion de condensacion, ya que una vez generada la especie
(IV), solamente el grupo amino del quitosano tiene el poder nucleofilico para
generar la especie (V); de la misma forma reacciona el otro extremo del acido

carboxilico para generar el entrecruzamiento de las cadenas.

A pesar de las consideraciones tomadas en cuenta para favorecer la reaccién
entre los acidos dicarboxilicos y el quitosano, solo se obtuvieron hidrogeles
resistentes cuando el porcentaje de entrecruzamiento fue alto. Esto demuestra el
bajo rendimiento con el cual ocurre esta reaccién. En la Tabla 14 se resumen las

observaciones hechas con cada uno de los hidrogeles obtenidos.

Tabla 14. Caracteristicas que presentaron los hidrogeles obtenidos con acidos dicarboxilicos a
diferentes porcentajes de entrecruzamiento.

I Caracteristicas del hidrogel

Entrecruzamiento (%) Acido succinico Acido glutérico
50 Se obtuvo una solucidn Se obtuvo una solucidén
viscosa viscosa

. El gel mantuvo su forma
Se formo el gel pero no

75 pero se fragmenté
mantuvo su forma . :
facilmente al hincharse
El gel mantuvo su forma El hidrogel presento
100 pero se fragmento resistencia al tacto y al
facilmente al hincharse hinchamiento

7.6 Caracterizacion de los hidrogeles de quitosano

Mediante espectroscopia IR se pudo confirmar la formaciéon de los hidrogeles
gracias a la banda caracteristica de estiramiento del enlace C=N a 1670 cm™” y la
deformacion del enlace C-N a 1072 cm™ que se pueden observar en el espectro
de la Figura 33; en esta misma figura se aprecia una disminucién de la vibracion

de estiramiento del enlace C=0 a 1635 cm™' con respecto al quitosano de partida.
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Figura 33. Espectro IR de una de las muestras de hidrogel obtenida con quitosano extraido.

Mediante microscopia electrénica de barrido se puede ver la transformacién de la
superficie del material partiendo desde el micelio del hongo hasta la obtencion de
los hidrogeles. En la Figura 34 la micrografia (A) corresponde a una muestra de
micelio sin ningun tipo de tratamiento, en esta se observan aglomerados con cierta
regularidad pertenecientes a la superficie de las hifas. En la micrografia (B) se
observa como mediante el tratamiento fuertemente alcalino se logra destruir la
pared celular permitiendo la obtencion del quitosano. Posteriormente, en las
micrografias (C) y (D) se observan dos muestras de quitosano luego de la
reaccion de entrecruzamiento. Cuando se realiza el enlazamiento quimico de las
cadenas de quitosano se obtiene un material altamente poroso a través del cual
pueden difundir moléculas de menor tamano. Se observa ademas cémo los
hidrogeles presentan un tamafo de poro menor cuando el porcentaje de

entrecruzamiento aumenta.
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Figura 34. Microscopia electrénica de barrido para: (A) micelio, (B) quitosano extraido, (C) hidrogel
con un 50% de entrecruzamiento y (D) hidrogel con un 100% de entrecruzamiento.

Mediante analisis termogravimétrico se compard la estabilidad de todos los
hidrogeles sintetizados. En las Figuras 35 y 36 se muestran los TGA de las
muestras entrecruzadas con glutaraldehido y &cido glutarico al 100%. Para las
demas muestras se obtuvieron graficas similares y en la Tabla 15 se reportan los

valores donde se observo la mayor pérdida de peso debido a los procesos de
degradacion térmica.
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Figura 35. Andlisis termogravimétrico (TGA) para el hidrogel obtenido con glutaraldehido al 100%.

Todas las muestras analizadas mediante TGA presentaron estabilidad térmica por
encima de los 200 °C. Se pudo observar una leve influencia con respecto al
porcentaje de entrecruzamiento, ya que las muestras con mayor grado de
entrecruzamiento se degradaron a temperaturas superiores. Los hidrogeles
obtenidos con acidos carboxilicos describen una temperatura de degradacion mas
alta frente a los obtenidos con aldehidos; los enlaces tipo amida permite generar
entrecruzamiento fisico mediante enlaces de hidrégeno, lo cual puede mejorar las
propiedades del material. Ademas, la estabilidad del enlace amida es superior
porque cuenta con estructuras de resonancia que la hacen mas estable, a
diferencia de las iminas que poseen un plano nodal en el enlace conformado por
atomos de carbono y nitrégeno en hibridacién sp?, lo cual los hace mas labiles y
susceptibles a la degradacién; por esta razéon en muchos casos una vez se forma

el enlace imina se reduce hasta la amina secundaria correspondiente en presencia
de NaBH;3;CN.
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Figura 36. Analisis termogravimétrico (TGA) para el hidrogel obtenido con acido glutérico al 100%.

Tabla 15. Temperaturas de degradacién para los diferentes hidrogeles sintetizados.

Entrecruzamiento Peso perdido Temperatura
Agente entrecruzante
(%) (%) (°C)
75 68.12 250.21
Glioxal

100 74.22 251.03

50 77.63 250.78
Glutaraldehido 75 73.62 256.25

100 71.42 262.32
Acido succinico 100 70.89 295.75
Acido glutarico 100 62.05 303.04

90




7.7 Estudios de hinchamiento de los hidrogeles de quitosano

Para estudiar el hinchamiento de los hidrogeles, se tomaron en cuenta variables
como el pH del medio y densidad de entrecruzamiento. Una vez se introducian las
pastillas en estado xerogel en el medio de hinchamiento se empezaba a dar una
transicion de fase, en donde inicialmente el hidrogel aumentaba su volumen y
trataba de perder su forma, pero luego de varias horas (entre 1 y 2 horas)
recuperaba su forma inicial y continuaba aumentando de tamafo, alcanzando un
alto grado de elasticidad. Estos estudios se realizaron por triplicado a valores de

pH de 3.0, 7.4 y 11.0, manteniendo una temperatura constante de 37°C.

En la Figura 37 se muestra el grado de hinchamiento W calculado a partir de la
Ecuaciéon 2 en funcion del tiempo para los diferentes hidrogeles sintetizados con
glutaraldehido a diferentes valores de pH. En estas graficas se observa como los
hidrogeles con diferente porcentaje de entrecruzamiento describen un proceso de
hinchamiento similar; no obstante, se observa un mayor grado de hinchamiento

cuando las muestras se encuentran a pH acido (pH 3.0).
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Figura 37. Grado de hinchamiento (W) en funcion del tiempo de los hidrogeles obtenidos con
glutaraldehido: (A) 50%, (B) 75%, (C) 100%.

92



En la Tabla 16 se muestran los valores de W una vez los hidrogeles alcanzaron su

equilibrio termodinamico de hinchamiento.

Tabla 16. Valores de W en el equilibrio de hinchamiento a los diferentes valores de pH y

porcentajes de entrecruzamiento.

Entrecruzamiento Weq (%)
(%) pH3.0 | pH7.4 | pH11.0
50 79.69 51.87 47.99
75 76.04 49.31 45.85
100 67.49 44.60 37.96

Los valores de la anterior tabla se pueden analizar mediante la grafica de barras

de la Figura 38, en ésta se puede observar claramente cémo el grado de

hinchamiento de los hidrogeles de quitosano depende tanto del porcentaje de

entrecruzamiento como del pH del medio. Se observa que al aumentar la densidad

de entrecruzamiento de las cadenas del polimero, disminuye el grado de

hinchamiento, ya que al estar las cadenas poliméricas mas unidas, el hidrogel

presenta un tamafio de poro mas pequefo que dificulta la entrada de la solucion.

50

Figura 38. Grados de hinchamiento (W) en el equilibrio para los hidrogeles de quitosano con
glutaraldehido a diferentes valores de pH y porcentajes de entrecruzamiento.
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I pH3
I pH7 4
I pH 11

93



Glutaraldehido 50%

300+
—— pH3.0
—— pH7.4
— pH11
<
I
c L) ) T )
0 500 1000 1500
t/min
(A)
Glutaraldehido 75%
3001
— pH 3.0
— pH7.4
200- — pH 11
S
I
100
c ] ] ] ]
0 500 1000 1500
t/min
(B)
Glutaraldehido 100 %
—— pH3.0
- pH74
— pH11
S
r

(C)

Figura 39. Contenido de agua (H) en funcion del tiempo para los hidrogeles de quitosano
obtenidos con glutaraldehido: (A) 50%, (B) 75%, (C) 100%.



En la Figura 39 se representa el contenido de agua H calculado mediante la
Ecuacion 3 en funcién del tiempo, para los hidrogeles obtenidos con
glutaraldehido. En esta grafica se observa de nuevo que hay una mayor absorcion
de la solucién circundante a pH acido. Esta respuesta de hinchamiento selectiva
frente al pH se debe a la presencia de los grupos ionizables en las cadenas del
polisacarido entrecruzado. A valores de pH acidos se lleva a cabo una reaccion
acido-base, en la cual los grupos —NH; libres del quitosano se protonan generando
la especie —NH3" que conlleva a la separacion de las cadenas poliméricas tanto
por repulsiones electrostaticas entre cargas positivas, como también por el
rompimiento de los enlaces de hidrogeno intramoleculares, permitiendo asi un

mayor hinchamiento del material.

A valores de pH neutro y basico, los grupos aminos estan desprotonados
disminuyendo las interacciones repulsivas entre las cadenas poliméricas, las
cuales se aproximan entre si mediante enlaces de hidrégeno, manteniendo el

material colapsado.

La respuesta selectiva de los hidrogeles frente al pH del medio es una de las
propiedades por las cuales estos materiales han sido calificados como inteligentes
(Katime, 2000); para el caso especifico de los hidrogeles de quitosano, se podrian
emplear para hacer liberacion de farmacos dirigida hacia sitios especificos del
organismo donde se tenga un ambiente con un pH moderadamente acido,
favoreciendo el hinchamiento del material y la difusién del farmaco a través de él.
Optimizar los tratamientos con farmacos antitumorales, es uno de los principales
retos que afronta la humanidad en las ultimas décadas, debido a que éstos
presentan una baja selectividad hacia las células cancerigenas y una inaceptable
toxicidad sobre los tejidos sanos. Sin embargo, los tejidos cancerosos se
caracterizan por tener un pH mas acido (alrededor de 4.5) que los tejidos
saludables (Guerrero-Ramirez et al., 2008; Saez-Martinez et al., 2008). Esta
marcada diferencia puede servir como sefial de diferenciacién entre células

buenas y malas; en este caso si los hidrogeles de quitosano son llevados a
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escalas nanométricas, serian buenos candidatos para ser usados como
dispositivos de liberaciéon de farmacos anticancerigenos, minimizando asi los

efectos adversos que estos presentan.

7.7.1 Estudio cinético del hinchamiento

Es importante determinar de qué orden es la cinética que describen los hidrogeles
en estudio durante el proceso de hinchamiento. Para una cinética de primer orden,
la velocidad de hinchamiento (dW/dt) es directamente proporcional a la capacidad
de hinchamiento disponible, la cual se calcula haciendo la diferencia entre el
hinchamiento en el equilibrio W. y el hinchamiento W en un tiempo t. Por lo tanto
el modelo matematico para una cinética de primer orden se describe mediante la

Ecuacion 10, donde K es la constante de proporcionalidad.

dd_Vf': KGOV, —W) (Ecuacion 10)

Haciendo la respectiva separacion de variables y la posterior integracion de la

Ecuacion 10, se obtiene la siguiente expresion:

w, -w

0

(Ecuacion 11)
ln{ W }:Kl

Una expresion similar a la Ecuaciéon 11, se puede deducir a través de la ley de

Fick para el hinchamiento controlado por difusidon de peliculas unidimensionales:
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1{ W } 2Dt (Ecuacion 12)
n 0

En la Ecuacion 12, D es el coeficiente de difusion del solvente que promueve el
hinchamiento y h es el espesor de la pastilla en estudio. Esta expresion tiene
como condicidon que D y h sean constantes. Por lo tanto si K =z°D/h*, las
Ecuaciones 11 y 12 son equivalentes. Siguiendo la Ecuacion 11, al graficar

ln[WOC/(Wm—W)] en funciéon del tiempo para cada una de los hidrogeles

sintetizados (Figura 40), se observa la no linealidad de cada una de las graficas, lo
cual indica que el valor de K de la Ecuacion 11 no es constante; este
comportamiento demuestra entonces una variacion del coeficiente de difusion D a
medida que trascurre el hinchamiento. Se deduce entonces que los datos de
hinchamiento obtenidos experimentalmente, no se ajustan a una cinética de primer

orden y que el proceso no esta controlado unicamente por fendmenos de difusion.
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Figura 40. Cinéticas de primer orden para los hidrogeles de quitosano con glutaraldehido.
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Para una cinética de segundo orden, la velocidad de hinchamiento (dW/dt) es

directamente proporcional al cuadrado de la capacidad de hinchamiento

disponible, es decir (W, —)’, como se describe a continuacion:

dd_l/;/ _ KW, W)’ (Ecuacion 13)

Haciendo la respectiva separacion de variables e integrando a ambos lados de la

igualdad, la Ecuacion 13 se convierte en:

KWt (Ecuacion 14)
1+ KWt

Dividiendo a ambos lados de la igualdad de la Ecuacion 14 entre KW W vy

reordenando la expresién, se obtiene la Ecuacion 15.

L+ 1 (Ecuacion 15)
W, KW}

0

L
w

La Ecuacion 15 es una ecuacion lineal de la forma y=mx+ B, en donde la

pendiente m=1/W_ y el intercepto B=1/KW/, por lo que al graficar /W en
funcién del tiempo se espera obtener una linea recta. En la Figura 41 se observa
claramente un comportamiento lineal al realizar dicha grafica, demostrandose asi
que los hidrogeles de quitosano se ajustan a un modelo cinético de segundo

orden.
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Figura 41. Cinéticas de segundo orden para los hidrogeles de quitosano con glutaraldehido.
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Para los hidrogeles obtenidos a partir de acidos carboxilicos, solo fue posible
estudiar el hinchamiento con las muestras que tenian un entrecruzamiento del
100% debido a la baja resistencia que presentaron las otras proporciones. Al igual

que con los aldehidos, los valores se ajustaron a una cinética de segundo orden.

7.8 Cinética de liberacion in vitro de un farmaco modelo

Como una posible aplicacion para los hidrogeles obtenidos en este trabajo, se
estudio la liberacion de Betahistina desde ellos. Este farmaco antivertiginoso es un
analogo de la histamina, que se caracteriza por ser una droga que se absorbe
rapidamente en el organismo, convirtiéendose en metabolitos inactivos. El principal
efecto adverso de la Betahistina es la generacion de ulcera péptica. Los estudios
de liberacion se llevaron a cabo a 37 °C y pH de 7.4 buscando de esta forma
simular condiciones fisiologicas. Para el estudio se emplearon hidrogeles
obtenidos con glutaraldehido y acido glutarico. La concentraciéon de la droga en
estudio, se determin6é construyendo una curva de calibracion con soluciones de
concentracion conocida en un rango de 0.25 a 5 mg/L. En la Figura 42 se muestra
la curva de calibracion y en la Tabla 17 se encuentran los datos obtenidos de la

regresion lineal correspondiente.
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Figura 42. Curva de calibracion para la betahistina analizada por espectroscopia ultravioleta.
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Tabla 17. Valores obtenidos de la regresion lineal para la curva de calibracion

y=mx+B
m (Abs./ppm) | B (Abs.) R?
0,024 0,003 0,995

El proceso de liberacion de farmacos desde matrices poliméricas esta controlado
principalmente por fendmenos de difusién. Por lo tanto para estudiar la cinética de
liberacion se emplea el modelo matematico de difusion descrito por la ley de Fick,

la cual se define matematicamente como (Saez et al., 2004):

M D )2 (Ecuacion 16)
) 4[@1)

En donde M¢/M _ es la fraccion de farmaco liberado, t es el tiempo, D es el

coeficiente de difusion del farmaco desde el hidrogel y d es el espesor de la
muestra polimérica. Esta ecuacion es valida para sistemas isotrépicos, en donde
las propiedades de la difusidon son las mismas en cualquier punto del sistema. Una
ecuacion mas general para los estudios de liberacidon se puede deducir a partir de
la segunda ley de Fick, la cual se puede emplear en periodos de tiempo cortos y

para hidrogeles con formas geométricas como pastillas, cilindros y esferas:

M, ” (Ecuacion 17)
o

00

En la Ecuacion 17, n es el modo de transporte del farmaco y k la constante del
sistema polimero-disoluciéon. Cuando n tiene un valor de 0.5 la liberaciéon del
farmaco sigue el mecanismo de difusién Fickiano y se puede estudiar mediante la
Ecuacién 16. Cuando n es diferente a 0.5, el mecanismo de difusidén se considera
no Fikiano o andmalo y si n es igual a 1, se considera que sigue el mecanismo de

difusion de Schott (Katime et al., 1999). Utilizando los valores de concentracion
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obtenidos durante el proceso de liberacién desde los hidrogeles y la Ecuacion 17,
se construyé la grafica de la Figura 43. En ésta se observa que tanto los
hidrogeles obtenidos con glutaraldehido como los obtenidos con acido glutarico
describen el mismo comportamiento durante la liberacidon del farmaco. La
concentracion del farmaco alcanza una alta concentracion en la solucion durante
los primeros 300 minutos, luego aumenta a su valor maximo, donde permanece

constante durante el tiempo restante del estudio.

—— Glutaraldehido
1.0- —— Acido glutarico

L) L) L) L) L)
1000 2000 3000 4000 5000
t/min

O -

Figura 43. Cinética de liberacion de betahistina desde los hidrogeles de quitosano.

Para conocer el mecanismo de difusion de la liberacion, se aplica el logaritmo
natural a ambos lados de la ecuacién 17 para obtener la Ecuacién 18 y analizar la

linealidad de la grafica.

(Ecuacion 18)

ln[M’ jzlnk+n-lnt
M

0

De acuerdo a la anterior expresion, se grafica In(M¢/M _ ) en funcion de In t como se

muestra en la Figura 44; en esta grafica se observa un comportamiento lineal

durante las primeras horas de la liberacién, lo cual representa un proceso de
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liberacion controlado por el fendmeno de difusion conocido como comportamiento
Fickiano. Este resultado concuerda con estudios previos en los que se ha
demostrado que la difusion de moléculas pequenas desde polimeros
elastoméricos en estado hinchado es de tipo Fickiano (Katime et al., 1999); sin
embargo, para las ultimas horas de liberacién se pierde la linealidad y el proceso
se hace andémalo. Este comportamiento puede ser producido por el aumento en el
recorrido de difusidon de las moléculas de farmaco que se encuentren en el centro
de la matriz polimérica, perdiéndose la isotropia del sistema que es una condicién

fundamental para ajustarse al modelo de Fick.

—a— Glutaraldehido
0,0 —e— Acido Glutarico

-0,1-

-0,2-

0,34

Ln(M/M)

0,4

0,54

-0,6 T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9
Ln(t)

Figura 44. Representacion de In(M/M..) en funcién de In t, para la liberacion de Betahistina desde
los hidrogeles de quitosano en equilibrio de hinchamiento.

7.9 Estudio de degradacion hidrolitica
En la Figura 45 se presenta la degradacion de los hidrogeles de quitosano bajo
condiciones fisiolégicas simuladas. Se observa una tendencia en aumento para la

pérdida de peso de la muestra a medida que trascurren los dias. Sin embargo,

104



cuando se cumplié un mes de estudio las muestras solo habian perdido un 37%
de su peso inicial para las muestras entrecruzadas con glutaraldehido y un 35%
para las entrecruzadas con acido glutarico. Este indice de degradacion bajo se
debe a la presencia del entrecruzamiento covalente de las cadenas de quitosano
como se ha observado en estudios previos (Costa-Junior et al., 2009), donde la
degradacion hidrolitica para las muestras con alto grado de entrecruzamiento
fluctué entre 30 y 50%. Se tiene claro ademas que la pérdida de peso esta
asociada a procesos de solvatacion y depolimerizacion de las cadenas de
quitosano, que van erosionando el material. Asumiendo un comportamiento lineal
para el proceso de degradacion, se requieren aproximadamente 2.8 meses para
alcanzar la degradacion completa del material polimérico. Este comportamiento
resulta conveniente para aplicaciones como vendajes reabsorbibles en
gquemaduras, donde se requiere una degradacién progresiva a mediano plazo, que

permita la regeneracion de los tejidos.

40

[ Glutaraldehido 50%
- I Acido glutarico 50%
30 -
e 254
(@]
n
(0]
2 20
(0]
©
©
S 15
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8
10
5_
0 , . . .
5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura 45. Pérdida de peso en funcion del tiempo luego de la degradacion hidrolitica de los
hidrogeles de quitosano.
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7.10 Estudios de biocompatibilidad in vivo

Los materiales implantados se dejaron durante 21 dias con el fin de realizar una
prueba piloto de biocompatibilidad. Se fij6 este numero de dias ya que de acuerdo
a la literatura, el quitosano se degrada en un lapso de 15 a 30 dias dependiendo
de factores como el grado de desacetilacion, el peso molecular y el modo de
implantacion (Khor, 2001). Como se observa en la Figura 46-A las muestras de
quitosano entrecruzadas con glutaraldehido se reabsorbieron por completo,
observandose una dermis completamente sana, sin ningun tipo de inflamacién o
necrosis. Durante el periodo de estudio no se presentd ninguna respuesta adversa
para la interaccion entre el material implantado y el tejido de la piel, es decir que el
material no generd una respuesta a cuerpo extrafio y mostro indicios de
biocompatibilidad. Es importante resaltar este resultado ya que pese al efecto
citotoxico asociado al glutaraldehido (no se ha demostrado que sea cancerigeno),
los grupos formilos de este agente entrecruzante se encuentran bloqueados
formando enlaces tipo imina con el quitosano, lo que le confiere el caracter
biocompatible como se habia demostrado previamente mediante pruebas in vitro
(Costa-Junior et al., 2009), y se corrobora mediante el estudio in vivo realizado en

este trabajo.

Aunque el quitosano no es generado de forma natural por la especie animal en
estudio, se sabe de antemano que existen enzimas como la quitinasa y la
lisozima, que son liberadas por los macréfagos y que tienen la capacidad para
llevar a cabo la biodegradacion tanto de la quitina como del quitosano (Boot et al.,
1995). Adicionalmente, se conoce la existencia de la enzima quitin-deacetilasa,
que remueve los grupos acetilos remanentes en la cadena de quitosano, para que
posteriormente este ultimo sea hidrolizado hasta su unidad monomérica, la
glucosamina. Esta ultima pasa a formar glicosaminoglicanos, los cuales estan
presentes en las matrices extracelulares de los tejidos y tienen como funcién
organizar y dar funcionamiento adecuado a la matriz extracelular (Sanchez et al.,
2007).
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(B)

Figura 46. Recuperacion de las muestras y tejido conectivo circundante. (A) Hidrogel quitosano-
glutaraldehido; (B) Hidrogel quitosano-acido glutarico.

Por otra parte, en la Figura 46-B se observa la dermis en la cual se implantaron
muestras de quitosano entrecruzado con acido glutarico, en este caso se observa
una reaccién a cuerpo extrafo que conlleva al encapsulamiento del material
polimérico mediante un tejido fibroso, como se muestra en la Figura 47-A del
estudio histolégico.
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Figura 47. Estudio histoldgico de las muestras de piel implantada con hidrogeles de quitosano-
acido glutarico.
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El analisis histolégico muestra ademas que el material esta siendo infiltrado por
células mononucleadas y granulocitos (Figuras 47-B y 47-C). En la Figura 47-D se
observa la presencia de macréfagos por lo que se hace evidente la
biodegradacion del material polimérico con una inflamacién aguda. Alrededor del
cuerpo extrafio se observa tejido conectivo denso no modelado y moderada
cantidad de vasos sanguineos (Figuras 47-E y 47-F). Los neutrdfilos representan

un 70%, eosindfilos 10%, linfocitos 10%, macréfagos 10% y plasmotocitos 1%.
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8. CONCLUSIONES

Se logro optimizar a escala de laboratorio el proceso de extraccion de quitosano a
partir del hongo Aspergillus niger generado por la empresa Sucromiles S.A. El
aumento en el porcentaje de rendimiento a valores cercanos al 7% frente a los
reportados previamente en el literatura (1.07-3.83%), la disminucién en costos
energéticos y la minimizacion de las cantidades empleadas, hacen atractiva esta
metodologia como fuente alternativa de quitosano, dandole un valor agregado a

un subproducto industrial ampliamente disponible en la regidn durante todo el afio.

Al quitosano extraido se le realizd una completa caracterizacion estructural
mediante espectroscopia IR y RMN en solucién y en estado sélido. Este presentd
ademas un peso molecular viscoso de 1.90x10° g/mol (clasificandose como un
quitosano de bajo peso molecular) y un grado de desacetilacién del 77.3%. El
contenido de nitrogeno de acuerdo al analisis elemental fue de 6.88% en
promedio. El analisis térmico mostré para el quitosano extraido una temperatura
de transicion vitrea alrededor de 125 °C y una estabilidad térmica hasta los
266 °C.

Se sintetizaron y caracterizaron hidrogeles de quitosano mediante el
entrecruzamiento quimico de sus cadenas con dialdehidos mediante la formacion
de enlaces tipo imina y acidos dicarboxilicos mediante la formacién de enlaces tipo
amida, estos ultimos con la ayuda de la carbodiimida como agente de
condensacion. Los hidrogeles obtenidos con los acidos dicarboxilicos presentaron
una mayor estabilidad térmica frente a los hidrogeles obtenidos con los
dialdehidos, comportamiento atribuido a la generacion de enlaces de hidrégeno

que promueven el entrecruzamiento fisico entre las cadenas del quitosano.

Los datos obtenidos durante los estudios de hinchamiento mostraron que los

hidrogeles sintetizados presentan una cinética de hinchamiento de segundo orden.
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Para el caso de los hidrogeles obtenidos con glutaraldehido se observé la
influencia que tiene el porcentaje de entrecruzamiento en el proceso de
hinchamiento del material. A medida que se incrementa el grado de
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, disminuye el grado de
hinchamiento. Este comportamiento es confirmado con los resultados obtenidos
mediante las micrografias electronicas de barrido, donde se pudo ver intersticios
mas grandes para los hidrogeles con menor grado de entrecruzamiento, que

permiten una mayor entrada de agua a la matriz polimérica.

Los hidrogeles sintetizados presentaron una respuesta de hinchamiento selectiva
dependiendo del pH del medio; a valores de pH acidos el material alcanzé el
mayor grado de hinchamiento, mientras que a valores de pH neutros o basicos, el
hinchamiento disminuyé considerablemente. A pH 11.0 el material presenté un

grado de hinchamiento minimo.

El estudio cinético de liberacidn de Betahistina desde los hidrogeles en equilibrio
de hinchamiento, mostr6 un mecanismo de difusion Fickiano para las primeras
horas del estudio, posteriormente el proceso se vuelve andmalo y deja de estar

gobernado unicamente por los procesos de difusion.

Bajo condiciones fisiolégicas simuladas, los hidrogeles mostraron una degradacién
progresiva, perdiendo apenas el 37% de su peso inicial durante un mes de
estudio. Esto se debe al entrecruzamiento quimico de las cadenas poliméricas y a

la ausencia de enzimas en el medio simulado.

De acuerdo al estudio in vivo realizado, los hidrogeles preparados con
glutaraldehido como agente entrecruzante se reabsorbieron por completo y
mostraron ser biocompatibles al no afectar el tejido tisular luego de 21 dias de
estudio. Este resultado fue consecuente con estudios realizados in vitro
anteriormente, pese a que se esta usando un aldehido difuncional catalogado

como toéxico.
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Para los hidrogeles generados con acido glutarico, se observo una clara respuesta
a cuerpo extrafo, aislando el material implantado mediante una fibrosis vy
generando una inflamacién aguda, procesos que demuestran una baja
biocompatibilidad del material. Sin embargo, el material estaba siendo

biodegradado mediante procesos como la fagocitosis.
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9. PERSPECTIVAS

En este trabajo se logro aislar el complejo quitina-glucano, el cual puede ser usado
para la generacion de hidrogeles fisicos mediante quelacion de metales. Este
complejo también puede ser funcionalizado para mejorar su solubilidad tanto en

agua como en solventes organicos y por ende ampliar su aplicabilidad.

Optimizar el proceso de extraccion de quitosano a partir de Aspergillus niger en

planta piloto para aproximar esta metodologia a la escala industrial.

Implementar procesos de extraccion enzimatica de quitosano a partir de

Aspergillus niger y evaluar la relacion costo/beneficio frente al proceso quimico.

Aprovechando la alta reactividad del grupo amino del quitosano, se pueden
evaluar nuevos agentes entrecruzantes que permitan obtener hidrogeles

biocompatibles y biodegradables.
Sintetizar hidrogeles de quitosano a escala nanométrica y funcionalizarlos con

biomoléculas que permitan hacer liberacion de farmacos de una manera

controlada y dirigida al mismo tiempo.
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PRESENTACIONES EN CONGRESOS

Los resultados parciales de este trabajo fueron presentados en los siguientes

eventos:

- Simposio Latinoamericano de Polimeros. Julio 2010, San José, Costa Rica.

- Congreso Latinoamericano de Quimica. Octubre 2010, Cartagena,

Colombia.

- European Polymer Congress. Junio 2011, Granada, Espania.
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