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RESUMEN

Un andamio en ingenieria tisular, es un material biocompatible capaz de generar una
interaccion con un sistema bioldgico donde en conjunto, puede suministrar un soporte a
células y farmacos. Hoy en dia los biopolimeros son materiales capaces de tener
propiedades mecanicas aceptables sin sacrificar la biocompatibilidad. Esto ha fomentado
sus aplicaciones como andamios celulares, que por su estructura tridimensional permiten
un soporte inerte y un control de la absorcién en el tejido u érgano. Investigaciones
recientes se han centrado en el desarrollo de propiedades que van desde la capacidad de
absorcion y retencién de liquidos, insolubilidad, adherencia, toxicidad nula, resistencia a
la corrosion y capacidad de cambiar de volumen manteniendo su forma. Esto hace que las
aplicaciones se potencien dentro del campo de la ingenieria tisular, la cual a pesar de ser
considerada una rama de la ingenieria relativamente nueva, ha avanzado en los ultimos
aflos en aplicaciones como controladores de liberacion de farmacos, dispositivos
anticonceptivos, rellenos, adhesivos y regeneracion de tejido éseo y dermis. En esto dltimo
se han encontrado excelentes resultados de funcionalidad, biomecanica vy
biocompatibilidad; generando el desarrollo de nuevos biomateriales con propiedades
adecuadas para obtener sustitutos funcionales. Ello con el fin de ofrecer soluciones
terapéuticas a pacientes con pérdida o falla de algun tipo de tejido; asi como acelerar la

curacion de heridas mediante la aplicacion de andamios proteinicos.

Entre los nuevos biomateriales se esta explorando la aplicacibn de compuestos que
tengan facilidad de produccion o que se encuentren de forma abundante en la naturaleza.
Tal es el caso del quitosano que puede ser extraido a partir de exoesqueletos de
artropodos. En este trabajo se propone la extracciéon del quitosano y la formacién de un
hidrogel mediante el entrecruzamiento quimico y/o electroquimico de quitosano con
compuestos dicarbonilicos. Ademas, la obtencion de quitosano funcionalizado con
metilglioxal busca mejorar las propiedades mecanicas, de adherencia, y biocompatibilidad.
Estos nuevos biomateriales podrian ser empleados como andamios dentro del campo de
la regeneracién de tejidos. De igual manera se evaluaré el efecto de factores tales como
el grado de desacetilizacion del precursor, el método de sintesis, el tipo de agente quimico,
concentracion y pH. Dichos factores son de suma importancia para concretar las

propiedades del producto como andamio tisular.
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ABSTRACT

A scaffold in tissue engineering is a biocompatible material qualified to generate an
interaction with a biological system where, together, it can provide support to cells and
drugs. Today biopolymers are materials capable of having acceptable mechanical
properties without sacrificing biocompatibility. This has promoted their applications as
cellular scaffolds, which due to their three-dimensional structure allow inert support and
control of absorption in the tissue or organ. Recent research has focused on the
development of properties ranging from the ability to absorb and retain liquids,
insolubility, adherence, zero toxicity, corrosion resistance and the ability to change
volume while maintaining its shape. This means that the applications are enhanced
within the field of tissue engineering, which despite being considered a relatively new
branch of engineering, has advanced in recent years in applications such as drug
release controllers, contraceptive devices, fillers, adhesives and regeneration of bone
tissue and dermis. In the latter, excellent results have been found in terms of
functionality, biomechanics and biocompatibility; generating the development of new
biomaterials with adequate properties to obtain functional substitutes. This last in order
to offer therapeutic solutions to patients with loss or failure of some type of tissue; as

well as accelerating wound healing through the application of protein scaffolds.

Among the new biomaterials, the application of compounds that are easy to produce or
that are abundant in nature is being explored. Such is the case of chitosan that can be
extracted from the exoskeletons of arthropods. In this work, the extraction of chitosan
and the formation of a hydrogel through the chemical and/or electrochemical
crosslinking of chitosan with dicarbonyl compounds is proposed. In addition, obtaining
functionalized chitosan with methylglyoxal seeks to improve mechanical properties,
adherence, and biocompatibility. These new biomaterials could be used as scaffolds in
the field of tissue regeneration. In the same way, the effect of factors such as the degree
of deacetylation of the precursor, the synthesis method, the type of chemical agent,
concentration and pH will be evaluated. These factors are of utmost importance to
specify the properties of the product as a tissue scaffold.
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l.- INTRODUCCION

Las células son los componentes fundamentales del tejido, y el tejido es la unidad
basica de la funcion mecanica y estructural del cuerpo. Generalmente, grupos de
células forman y secretan sus propias estructuras de soporte, llamada matriz
extracelular [1, 2, 3]. Esta matriz, o andamio natural, hace mas que solo servir como
soporte para las células; también actia como una estacion repetidora para varias
moléculas de sefalizacion. Por tal motivo, las células reciben mensajes de muchas
fuentes y cada sefal puede iniciar una cadena de respuestas que determina qué le
sucede a la célula. Al entender como responden las células individuales a las sefiales,
su interaccion con su entorno y cémo se organizan en los tejidos, los investigadores
han podido manipular estos procesos para sanar tejidos dafiados. Hoy en dia los
biomateriales vienen a complementar dicha area cientifica interdisciplinaria que, para
reparar, reemplazar, mantener o mejorar la funcion particular de un 6rgano o tejido,
crea un entorno extracelular en el que se incorporan células de materiales
biocompatibles que puedan soportarlas de manera inerte y, de igual manera hacer
llegar integras las células a su locacion final. Esto se logra mediante el uso de
andamios o estructuras cuya funcion es proteger y generar una interaccién funcional
con la especie portadora [1, 2, 4, 5].

En este sentido, se ha estudiado experimental y/o clinicamente algunos materiales
biocompatibles, biodegradables y bioreabsorbibles; que logran reunir caracteristicas
generales para el disefio de andamios; donde, idealmente, un andamio debe cumplir
con las siguientes caracteristicas: poseer geometria tridimensional, alta porosidad con
una red de poros interconectados, biocompatibilidad, capacidad de reabsorberse,
control de absorcién, quimica superficial adecuada para la unién celular y propiedades
mecanicas adecuadas para que coincidan con las de los tejidos en el sitio de la
implantacion [6, 7].

Esto ha logrado avances de suma importancia en la medicina moderna y
contemporanea evitando en muchos casos la necesidad de reemplazo protésico e
inserciones quirdrgicas riesgosas; recurriendo a la ingenieria de tejidos, mediante el
desarrollo de sustitutos funcionales de tejido con tratamientos de células madre para

formar un tejido de estructura, composicion bioquimica y comportamiento funcional
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igual al natural. Estas técnicas que van desde implementacion de células madre,
producen mejorias clinicas y funcionales [8], logrando una respuesta inmunoldgica
favorable, con implantes compuestos de matriz extracelular de células madres y un
ambiente adecuado para el desarrollo celular. Todo ello con el fin de ofrecer soluciones
terapéuticas a pacientes con pérdida o falla de algun tipo de tejido, empleando
biomateriales poliméricos hidrofilos como soporte, debido a sus excelentes

propiedades mecanicas y similitud con el tejido bioldgico blando [9, 10].

Debido a la gran demanda y aceptacion de las nuevas técnicas regenerativas, el
analisis de biopolimeros empleados para fines de andamiaje celular y de farmacos, ha
sido propuesto por otros autores [11, 12]. En este trabajo se busca llevar a cabo dos
procesos para la elaboracion de un biopolimero a base de quitosano, mediante una
sintesis quimica y/o electroquimica, logrando favorecer propiedades como adherencia,
solubilidad, flexibilidad asi como una favorable resistencia a la tensién y compresion
[13, 14, 15]. El quitosano es un biopolimero de gran interés y ampliamente estudiado
en varios paises debido a sus propiedades de biocompatibilidad, antibacterial y
fortaleza estructural. Del primer proceso se busca obtener un hidrogel partiendo del
entrecruzamiento mediante agentes quimicos del tipo dicarbonilico, como el glioxal y
glutaraldehido que sirva como un reforzador a la cadena principal del quitosano
formando una estructura reticulada capaz de alojar moléculas de agua entre ellas,
sustentando propiedades como la liberacion controlada de farmacos o proteinas [13,
14, 15]. En el segundo proceso se busca generar la funcionalizacion quimica y
electroquimica de quitosano empleando como agente funcionalizante metilglioxal
(pyruvaldehido) comparando dos métodos mecanosintesis y técnicas electroquimicas.
Ambos procesos con el fin de generar biopolimeros con alta capacidad en aplicaciones

como matriz extracelular sintética.
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II.- ANTECEDENTES
2.1.- INGENIERIA TISULAR

El término ingenieria tisular (ingenieria de tejidos) es un término moderno, que fue
adjudicado en 1987 a un campo interdisciplinario que involucra ciencias como la
ingenieria, ciencia de los materiales, medicina y biologia [3, 16], cuyo objetivo es la
produccion de substitutos viables que restauren, mantengan o mejoren las funciones
de los tejidos y 6rganos humanos, mediante el desarrollo de implantes bioartificiales
[16, 17, 18].

Aunque el titulo de ingenieria tisular fue otorgado en la primavera de 1987 por el
Profesor Fung de la Universidad de California [19], los antecedentes documentales
sobre el uso de materiales en procesos médicos de restauracion de tejidos se
remontan al uso de ciertos metales y otros productos naturales como madera en el
antiguo Egipto asi como civilizaciones griegas y romanas. En el siglo XVI se
encontraron reparaciones dentales con oro y plata, asi como inmovilizaciones de
fracturas 6seas con hierro, cuya predominancia era su propiedad inerte. A lo largo del
siglo XIX se enfocaron en procesos que buscaron equiparar las propiedades
mecanicas, sin que el material reaccionara bioldgicamente con el medio que lo rodea
empleando aleaciones resistentes a la corrosion. Posteriormente, el desarrollo de los
primeros polimeros en el siglo XX acelerd el proceso de elaboracién de hilos para
sutura degradables y absorbibles, adaptandose los materiales al medio bioldgico y no

viceversa [2, 20].

Actualmente, el objetivo de esta disciplina consiste en lograr la interaccién e
integracion del material, generando una respuesta celular apropiada que permita el
crecimiento tisular sin afectar el transporte de nutrientes y factores de crecimiento en

tiempos especificos bioldgicos.

De acuerdo a lo anterior, la problematica actual se basa en la correcta seleccion de los
materiales aplicados dentro de la ingenieria tisular, acufiando un nuevo término que
englobe una propiedad conocida como biocompatibilidad, que es la capacidad del

material para existir dentro del cuerpo sin dafar las células adyacentes, y al mismo
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tiempo, poseer la quimica de la superficie correcta para promover la unién y el

funcionamiento de la célula [21, 22].

Los materiales que poseen dicha propiedad son catalogados como “Biomateriales” que
segun la definicion son; “materiales sintéticos empleados para remplazar parte de un

sistema vivo 0 que se encuentra en intimo contacto con fluidos biolégicos” [21, 23, 24].

Por ello, la ingenieria tisular, impulsada por los acelerados avances tecnolégicos, gana
un gran atractivo intrinseco para los cientificos, los inversionistas y los medios. En el
mercado a la alza, de finales de la década de 1990, la atencion de los medios se volvio
casi euforica con los primeros avances. En 1999, el Dr. Michael Gillian, corresponsal
de ciencia de ABC, inform6 en Good Morning America que los avances en ingenieria
de tejidos y la medicina genética serian en un futuro proximo “los mejores logros
cientificos del siglo XX” [21]. Un afio mas tarde, la revista Time considero la carrera en
ingenieria de tejidos dentro de los “10 mejores trabajos del futuro” [25]. Ese mismo
afo, un informe en Barron’s estimé que la medicina regenerativa estaba en camino a

convertirse en una industria de cien mil millones de doélares [26].

Mas recientemente en febrero de 2003, la revista the Economist informo, “estos son
tiempos emocionantes para los ingenieros de tejidos. La tecnologia para el crecimiento
del cuerpo humano esta avanzando rapidamente. Ya es posible cultivar sabanas de
piel humana. Y enormes esfuerzos estan en marcha para desarrollar estructuras ain
mas complejas, como valvulas cardiacas y érganos completos, como el higado” [27].
Hoy en dia y a pesar de una economia desfavorable, el campo de la ingenieria de
tejidos sigue siendo altamente viable; con el nUmero de empresas en el campo
aumentando, debido a la dificultad que se ha encontrado al pasar de nivel de
descubrimiento a los mercados clinicos y es consistente con las dificultades

encontradas por otras tecnologias médicas innovadoras [28].

Toda la informacion precedente da una idea general de los avances que ha mostrado
este tema de la medicina regenerativa en un tiempo relativamente corto, consolidando
principalmente tres componentes clave para el desarrollo exitoso de tejido: 1) Células,

2) Andamios celulares y 3) Biomoléculas o inductores de crecimiento.
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En este sentido la promesa de la ingenieria de tejidos in-vitro es combinar las células
especificas para estimular la regeneracion de un tejido particular, con un biomaterial
que actua como andamio (scaffold) dando soporte estructural a las células que dirigen
el crecimiento del tejido, bajo condiciones apropiadas en las que interactian la célula
y la matriz [16, 29].

Debido a esto, la principal probleméatica que enfrenta la ingenieria de tejidos es la
seleccion de un material con propiedades adecuadas para generar un andamio
biolégico, evaluando la macro y microestructura y no dejando de lado que, desde el
punto de vista de la ingenieria de materiales, los tejidos se consideran compuestos
celulares gque representan sistemas multifases. En éstos, la arquitectura del andamio
contribuye significativamente al desarrollo de funciones bioldgicas especificas en los
tejidos, proporcionando las condiciones nutricionales apropiadas y la organizacion
espacial para el crecimiento celular. Lo cual depende de la porosidad y tamafio de poro
de la estructura tridimensional del soporte, ya que un area superficial grande favorece
la union de células y su crecimiento, mientras que se requiere un gran volumen de
poro para acomodar y posteriormente entregar una masa de células suficiente para la
reparacion del tejido [19, 22, 28, 29].

Esto corrobora que el futuro de la ingenieria tisular se encuentra en manos de la
innovacion en generacion de andamios biocompatibles, haciendo uso de procesos y
materiales que proporcionen mejores propiedades y faciliten un control celular y de
suministro de farmacos; estableciendo un papel decisivo no so6lo de esta disciplina,

sino de la medicina regenerativa.

2.1.1- CELULAS REGENERATIVAS

El cuerpo humano posee aproximadamente 100 trillones de ceélulas, con
aproximadamente 260 diferentes fenotipos que se asocian en el espacio y en el tiempo
para formar los tejidos y los érganos. Las células mas préximas a una lesion pueden
restaurar el dafio por el denominado mecanismo de diferenciacion. Se entiende por
este Ultimo, la posibilidad que tiene una célula de diferenciarse, perder sus
caracteristicas originales y con adquirir propiedades nuevas. Por otra parte, las células

gue participan en la construccion de un nuevo tejido, deben tener capacidad
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reproductiva; esto es, células en ciclo celular que no hayan entrado todavia en el
proceso de diferenciacion terminal. Se trata por lo tanto de células madre capaces de

dar origen a células hijas mas diferenciadas [16, 17].

Los requerimientos esenciales en la ingenieria de tejidos son una fuente de células
apropiadas. El uso oportuno de células especificas es, por lo tanto, uno de los factores
gue definen el éxito de la ingenieria de tejidos. En los ultimos afios, se ha prestado
considerable atencion a la adecuada identificacion de las fuentes correctas de células
que proporcionen las funciones especificas de tejidos y/u 6rganos. Aunque las células
especializadas siguen siendo una fuente importante para la ingenieria de tejidos, hoy
en dia el uso de células madre se ha reconocido recientemente como una alternativa
prometedora para las células especializadas debido a su enorme potencial en la

generacion de un amplio espectro de tejidos con funciones adecuadas [29, 30, 31].

Las células madre, por definicion, “son células inmaduras o indiferenciadas que
pueden renovarse por si mismas y dividirse en células mas especializadas, de tejido u
organo especifico” [32, 33]. Esta habilidad les permite actuar como un buen sistema
de reparacion para los tejidos u érganos defectuosos de nuestro cuerpo. Las células
madre generalmente se clasifican en tres tipos: totipotentes, se consideran las células
del embridon en sus primeros dias, y dan lugar a un nuevo individuo (cigotos);
pluripotentes, son de origen embrionario y pueden dar origen a ectodermo, mesodermo
y células germinales y asi mismo dan origen a mas células madre pluripotentes
(ejemplo, células madre embrionarias); y, por ultimo, multipotentes, atribuido a células
adultas con mayores diferencias entre si y limitadas a crear un tipo de células
especificas (ejemplo, células madre mesenquiméticas) [29, 33, 34]

Las células madre también se clasifican en células embrionarias o adultas segun su

fuente de origen;

Las células madre embrionarias, como su nombre lo indica, se derivan de la etapa
inicial de un embrion que se encuentran en el macizo celular interno del blastocisto,
del cual se pueden obtener por diseccibn mecanica o inmunoldgica. Tienen dos

propiedades importantes:

Pagina 15 de 133



Pueden proliferar en un estado indiferenciado, reproduciéndose a si mismas en cultivo,
en forma ilimitada (inmortales) y pueden diferenciarse. Son pluripotenciales, es decir,
pueden originar células que se diferenciardn a cualquiera de las tres capas

embrionarias: endo, ecto y mesodermo [29, 31].

Por el contrario, las células madre adultas tienen un gran interés clinico. Se encuentran
en diferentes cantidades en casi todos los tejidos con capacidad de regenerarse,
especialmente, en la médula O&sea, tejido graso y tejido conjuntivo. Son
multipotenciales, o sea son capaces de dar origen a células especializadas de su
misma linea embrionaria. Basicamente, éstas son células indiferenciadas que se
encuentran entre las células diferenciadas en un tejido u érgano. La ventaja potencial
de usar células madre adultas es que las propias células del paciente podrian aislarse
facilmente, expandirse en cultivos y luego trasplantarse en el cuerpo del paciente
donde se requiere la regeneracion tisular. Por este enfoque, hay minima posibilidad de

rechazo inmune, y pocos problemas éticos y legales [29, 31].

El tratamiento con células madre ha dado lugar a un nuevo tipo de tratamiento que se
puede catalogar como terapia celular regenerativa y que en la actualidad es uno de los
temas mas excitantes y de reconocido valor en la medicina contemporanea. Y por
supuesto pueden tener proyeccidon en aplicaciones biotecnoldgicas. En suministro de
farmacos, hace unos afos esto podia parecer ciencia ficcion, sin embargo, hoy en dia,

ya existen resultados que avalan una realidad muy préxima [35, 36].

2.1.2—- ANDAMIOS CELULARES

En la ingenieria tisular, la generacion de tejidos artificiales de naturaleza mesenquimal
como el hueso, el cartilago, la dermis o la lamina propia de la mucosa oral requiere
algun tipo de material que actie como sustituto de la matriz extracelular del tejido
nativo. Para ello se utilizan varios tipos de biomateriales. Asi, el término biomaterial
designa a aquellos materiales utilizados en la fabricacidon de sistemas bioldgicos. Entre
las caracteristicas de estos materiales se encuentra la de ser biocompatibles o
biolégicamente aceptables. De este modo, en la evaluacion de un material, resulta
fundamental examinar su biocompatibilidad y capacidad de reabsorcion, ya que

permanecen en contacto con los tejidos vivos. Por ello resulta imprescindible que no
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se produzcan reacciones no deseadas en la interfase tejido-material y que mantenga

sus propiedades durante el tiempo que tenga que desempeiiar su funcion.

En la Ingenieria Tisular, los biomateriales deben favorecer la funcion biolégica y
mecanica de las células ya que actian como una matriz extracelular artificial y bajo
dicha funcién se denominan andamios (scaffolds), que son una estructura de soporte
temporal para el crecimiento de células y tejidos. También se llama matriz extracelular
(ECM, por sus siglas en inglés) sintética y juega un papel fundamental en el apoyo de
las células para adaptarse, proporcionando un sustrato de adhesion que ofrece a las
células sitios especificos en el cuerpo con una eficiencia de carga. Adicionalmente,
pueden proporcionar propiedades mecanicas que sirven de apoyo en contra de las
fuerzas sujetas en una estructura tridimensional. También, las sefiales bioactivas,
como los péptidos de adhesion celular y factores de crecimiento, se pueden integrar
junto con las células para ayudar a regular la funcion de las mismas; esto para que las
células soportadas experimenten proliferacién, migracién y diferenciacion en tres
dimensiones; lo que finalmente conduce a la formacién de un tejido especifico con las

funciones apropiadas que se encontrarian en el cuerpo humano [16, 29, 37].

Para facilitar estas medidas, el andamio debe poseer algunas caracteristicas basicas,
que son deseables para la mayoria de las aplicaciones de ingenieria de tejidos y que
se ven descritas en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Caracteristicas basicas de un andamio para ingenieria tisular [29, 35, 38]

Caracteristicas Descripcion General

Biol6gicamente compatible con el tejido del huésped (es decir,
Biocompatibilidad no debe provocar ningun rechazo, inflamacion ni respuesta
inmunitaria)

La tasa de degradacién debe coincidir perfectamente con la
Biodegradable tasa de regeneracion tisular, y los productos degradados no
deben dafiar los tejidos vivos.

Debe proporcionar canales para el suministro de sangre para

Soporte vascular la regeneracion de tejido rapida y saludable
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No toxico
No inmunogénico

No corrosivo

Porosidad con poros
interconectados

Estructura 3D

Altarelacién area de
superficie a volumen

Superficie modificable

Resistencia mecanica
adecuada

Esterilizable

No debe evocar toxicidad a los tejidos
No deberia provocar una respuesta inmunogénica a los tejidos
No debe corroerse a pH fisiolégico y a la temperatura corporal

Maximizar el espacio para la adhesion celular, el crecimiento,
la secrecién de matriz extracelular, la revascularizacion, la
nutricion adecuada y el suministro de oxigeno sin comprometer
la resistencia mecanica, esto tanto para células exoégenas o
enddgenas tanto en cultivo in vitro como en implantaciones in
Vvivo

Para ayudar al crecimiento interno celular y el transporte de
nutrientes y oxigeno

Para acomodar celdas de alta densidad

Para funcionalizar grupos quimicos o biomoleculares para
mejorar la adhesion celular

Proporcionar estabilidad mecanica y de formar defectos. Para
resistir los estimulos in vivo

Para evitar la contaminacion téxica

Es importante entender que un andamio ideal para la regeneracién de tejidos debe
poseer todas las cualidades de una ECM nativa y debe funcionar de la misma manera
bajo condiciones fisioldgicas. Sin embargo, no hay una guia clara en cuanto a qué
caracteristica define el llamado andamio ideal. La ECM nativa en el cuerpo es un
entorno complejo y dinamico lleno de nano-caracteristicas de poros y fibras que dan
origen a estructuras y propiedades especificas del tejido. Por lo tanto, las
caracteristicas de un andamio varian segun los tipos de tejido donde se debe aplicar

el andamio.

Actualmente los estudios se enfocan en conocer las interacciones especificas entre
propiedades fisico-quimicas, quimica de superficie, propiedades mecanicas, absorcion
isotérmica de ciertas proteinas y comportamientos celulares; asi como la adhesion,

activacion, liberacion de citoquinas y factores de crecimiento.

Todo esto presenta nuevos retos en cuanto a disefio y fabricacion de estos andamios

mediante biomateriales poliméricos que cumplen con estas condiciones. Materiales
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aplicados como matrices de nanofibras, microesferas o hidrogeles obtenidos de
polimeros biodegradables y biocompatibles, contienen moduladores celulares y
moleculares que estimulan la cicatrizacion de heridas. Debido a su estructura porosa
y su buena resistencia mecanica, proporcionan un microambiente 6ptimo para la

proliferacion, migracion y diferenciacion celular [39].
2.1.3— QUITINA Y QUITOSANO

El quitosano es el principal derivado de la quitina (producto parcialmente desacetilado);
ésta se encuentra principalmente en las conchas de los crustaceos y formando parte
del exoesqueleto (caparazones) de los insectos, alas (cucarachas y escarabajos); asi

como también en las paredes celulares de muchos hongos, levaduras y algas [13, 40].

Es el segundo polisacérido lineal mas abundante y un polielectrolito catiénico presente
en la naturaleza, conformado por unidades de f(-(1,4)-2-desoxi-2-amino-D-
glucopiranosa (D-glucosamina) y B-(1,4)-2-desoxi-2-acetamido-D-glucopiranosa (N-
acetil-D-glucosamina), presenta una configuracidon helicoidal tridimensional
estabilizada mediante enlaces de hidrogeno [9, 41, 42]. El descubrimiento del
quitosano se le atribuye a Rouget en 1859, quien encontrd que calentando la quitina
en medio alcalino se volvia soluble en acidos organicos. En 1894 Hoope-Seyler llama
a este material quitosano y solo hasta 1950 se logra dilucidar su estructura quimica
[41, 43](figura 1.1).
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estructural entre la quitina y quitosano [13].

y sencillos como se visualiza en la figura 1.2. Esto

debido a sus versatiles actividades bioldgicas y aplicaciones quimicas.

Conchas de
Crustaceos

a) Reducciéon de tamaiio
b) Desproteinizacion
c) Desmineralizacidn

v
Quitina

a) Desacetilacion
b) Lavados con agua

¢) Secado
\ 4

Hojuelas de

quitosano a) Disolucién acida

b) Filtracion
|

a) MoliendaI

1 c¢) Deshidratacion

Quitosano
en polvo

Sales de
quitosano

Figura 1.2. Esquema simplificado de obtencion de quitosano a partir de

conchas [13].

Los desechos del caparazon de los crustaceos estan compuestos por proteinas (20-

40%), sales de calcio y magnesio, mayormente carbonato y fosfato (30-60%), quitina
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(20-30%) y lipidos (0-14%), variando estas proporciones con la especie y la estacion.

Por lo tanto, el aislamiento de la quitina de los biodesechos de crustaceos, implica 3

operaciones basicas [44, 45]:

a) Desproteinizacion: Separacion de la proteina.

b) Desmineralizacién: Eliminacion de la materia organica.

c) Decoloracién: Separacién de los pigmentos lipidicos (carotenoides).

Con la quitina extraida se procede a la obtencién del quitosano por un proceso de

desacetilacion que puede ser mediante mdltiples técnicas descritas brevemente a

continuacion (tabla 2):

Tabla 1.2. Extraccion de quitosano a partir de desechos de camarén.

AUTOR TECNICA
EMPLEADA
Nemtsev Desacetilacion

2002 [46] guimica homogénea

Synowiecki  Desacetilaciéon

2003 [47] guimica heterogénea

Pandey Fermentacién en
2003 [48] medio sélido

OBSERVACIONES DEL PROCESO

Temperatura Ambiente

Tiempos prolongados

Productos con uniformidad en desacetilacién y
peso molecular.

Temperatura y Presiones elevadas

Tiempos relativamente cortos

La desacetilacion favorece faces amorfas

obteniendo pesos moleculares variables

Uso de Microorganismos

Medio seco (sin agua libre)

Es necesario un sustrato organico alto en proteinas
y un control en el metabolismo y excrecién, asi
como un proceso de Purificaciéon

Tiempos Prologados.
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Young-ju Desacetilacion Enzimas termoestables (h e i)
2008 [49] biolégica Catalizan la reaccién mediante hidrélisis de los
residuos de acetilglucosamina

Es necesaria una purificacién de productos

Estos inconvenientes dentro de los procesos descritos han estimulado el desarrollo de
procesos que reduzcan o eliminen el uso y generacion de sustancias peligrosas,
asociados a bajos rendimientos. Los procesos propuestos que permiten eliminar
proteinas y/o sales de los residuos de crustaceos, incluso que puedan ser reutilizados

en la produccion de alimentos animales y pigmentos, son de gran atractivo.

La importancia de dichos procesos radica en las propiedades como un compuesto
biodegradable y biocompatible, posee similitud estructural con glucosaminoglicanos
naturales y degradacion por enzimas como la quitosanasa y la lisozima, caracteristicas
gue unidas a su naturaleza policationica, han estimulado su empleo en diversas
aplicaciones biomédicas [50]. La capacidad del quitosano de formar peliculas o
soportes ha encontrado numerosas aplicaciones, dentro de los campos de ingenieria
de tejidos y liberacién de farmacos, gracias a su versatilidad como a su baja tasa de
biodegradacion [41, 51].

Los soportes de quitosano pueden servir para mantener, reforzar y en algunos casos
organizar la regeneracion tisular; como matriz puede ser utilizada para liberar
materiales bioactivos o influenciar directamente el crecimiento celular. En muchas
aplicaciones que involucran cultivo celular se requiere la incorporacion de matrices
poliméricas biodegradables, las cuales deben contar con una microestructura porosa
y compatibilidad con las células en crecimiento. Al igual que la quitina, el quitosano es
degradado por la lisozima, una enzima proteolitica no especifica presente en todos los
tejidos del cuerpo humano. El quitosano, por presentar en la cadena polimérica grupos
amino libres, los cuales se protonan en medio acido, es soluble en la mayoria de los
acidos organicos acuosos como el acido acético, férmico, entre otros [40, 43]. Por lo
tanto, se ha informado que muchos derivados mejoran la solubilidad y la procesabilidad

de este polimero.
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Debido a los frecuentes usos de este biocompuesto y el cumulo de aplicaciones
emergentes que se desarrollan hoy en dia; la necesidad de tecnologias de extraccion
con un mayor grado de rentabilidad, asi como la optimizacién del rendimiento del
proceso ha impulsado la busqueda de adecuaciones de procesos novedosos. Tales
como las electrosintesis organicas donde se involucran técnicas como
electrodeposicion quimica para generar el crecimiento de una especie, con la ventaja
de ser técnicas econdmicas y que a su vez presenta diversas ventajas entre las que
se puede resaltar: amplia disponibilidad de precursores que permiten controlar el pH y
concentracion del electrolito facilmente, el control de espesores en las peliculas,
uniformidad, razén de depoésito y procesos isotérmicos; asi como, la electrélisis en
soluciones &cidas. Esto debido a que en pH bajos las aminas se protonan y se cargan
positivamente, haciendo al quitosano un polielectrolito catiénico soluble. Dichos
procesos exhiben una geometria y morfologia definida con desacetilacién uniforme.
[52, 53, 54].

2.2.- BIOGELES

Un gel es una sustancia con estructura reticulada (red entrecruzada) flexible que puede
absorber disolventes, pero que es insoluble en él y cuyo peso molecular se puede
considerar infinito. Dicha absorciébn de disolvente corresponde a fuerzas de
capilaridad, 6smosis e interacciones moleculares polimero-disolvente entre otras, y
son lo suficientemente fuertes como para ejercer una influencia considerable en la

estructura del gel [55].

Algunos geles tienen la propiedad de experimentar transiciones de fase que se
traducen en cambios de volumen (transiciones de hasta 1000 veces el tamafio del gel
seco) al sumergir en determinados disolventes en ciertas condiciones, dichos cambios
de volumen son provocados por pequefios cambios en variables externas, tales como

temperatura, fuerza ionica, pH, composicion del disolvente entre otras [56].

Existen dos tipos de geles de acuerdo al caracter del disolvente; si el liquido que
solvata las cadenas es organico recibe el nombre de organogel, mientras que si el

responsable de la solvatacion es el agua, entonces se denominan hidrogeles [55, 56].
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2.2.1.- CARACTERISTICAS, PROPIEDADES Y USOS DE LOS HIDROGELES

Los hidrogeles son polimeros que poseen caracteristicas particulares. Como ser
hidrofilicos, insolubles en el agua, blandos, elasticos, que en presencia de agua se
hinchan, aumentando considerablemente su volumen. Pueden absorber de 10 a 20%
(un limite inferior arbitrario) hasta miles de veces su peso seco en agua, pero
manteniendo su forma hasta alcanzar un equilibrio fisicoquimico. Son sistemas en
estado coloidal con apariencia solida [57, 58]. La hidrofilia de estos geles es debido a
grupos como: -NH2z (amino), -OH (hidroxilo), -COOH (carboxilo), -CONH2 (amida), vy -
SOsH (&cido sulfénico) [55, 59, 60, 61]. Su insolubilidad en agua es originada por la

existencia de una red tridimensional en su estructura polimérica.

El entrecruzamiento puede ser debido a la existencia de fuerzas cohesivas débiles
(como fuerzas de Van Der Waals y enlaces de hidrogeno) y a enlaces covalentes o
ionicos. Son de tacto suave y su consistencia elastica se ve determinada por el
monomero hidréfilo de partida y su baja densidad de entrecruzamiento. El estado de
equilibrio del hidrogel hinchado es resultado del balance entre las fuerzas osmoticas
originadas por el agua al entrar en la red macromolecular y las fuerzas cohesivas
ejercidas por estas cadenas que se oponen a esa expansion [55, 56, 60]. Por lo cual
el proceso de preparacion del hidrogel es crucial para determinar la capacidad de
hinchamiento que este tendra, debido a que los espacios que se establecen entre las
redes poliméricas flexibles que se forman en el proceso determinaran la cantidad de
agua que el hidrogel pueda albergar. Dicha flexibilidad a su vez es funcién del peso
molecular, el grado de pureza del polimero y de su concentracion en solucion acuosa;

ademas de factores propios del método fisico o quimico de sintesis [59].

Los hidrogeles pueden ser quimicamente estables o pueden degradarse y
eventualmente desintegrarse y disolverse. Se denominan geles "reversibles"” o "fisicos”
cuando las redes se mantienen unidas por entrelazamientos moleculares y/o fuerzas
secundarias, incluidas las fuerzas ionicas, enlaces H o fuerzas hidrofébicas. Los
hidrogeles fisicos no son homogéneos, ya que los grupos de encruzantes moleculares,

0o dominios asociados hidrofobicamente o i6nicamente, pueden crear
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inhomogeneidades. Los extremos de cadena libre o los bucles de cadena también

representan defectos de red transitorios en geles fisicos [62].

Los hidrogeles se llaman geles "permanentes” o "quimicos" cuando son redes
reticuladas covalentemente. También se pueden generar hidrogeles quimicos por
reticulacion de polimeros solubles en agua o por conversion de polimeros hidréfobos
(repelen el agua) en polimeros hidrofilos (absorbe agua con facilidad) mas reticulacion

para formar una red [62].

Los hidrogeles pueden tener muchas formas fisicas diferentes, que incluyen; (a)
formas moldeadas solidas (Lentes de contacto blandos), (b) matrices de polvo
prensado (cdpsulas para ingestion oral), (c) microparticulas (bioadhesivos portadores
o tratamientos de heridas), (d) revestimientos (por ejemplo en implantes o catéteres,
en capsulas, o revestimientos en la pared capilar interna en electroforesis capilar), (e)
membranas o laminas (como depoésitos en parche transdérmico de suministro de
farmaco, o para geles de electroforesis en 2D), (f) solidos encapsulados (bombas
osmaticas) y (g) liquidos (que forman geles al calentar o enfriar ) [61, 62].

2.2.2.- OBTENCION DE HIDROGELES

A lo largo de la incursion a estos nuevos materiales se han empleado diversas técnicas
para sintetizar hidrogeles, principalmente se obtienen mediante polimerizacion y
entrecruzamiento simultaneo de uno o varios monémeros mono o polifuncionales,
donde las caracteristicas de los grupos funcionales que forman estos monémeros y el
grado de entrecruzamiento, determinan las propiedades de hinchamiento del xerogel

(hidrogel seco) y por tanto su aplicacién [61].

En funcion a la naturaleza de la union de la red tridimensional que logra constituir el

gel se pueden clasificar en geles fisicos y quimicos:

Los geles fisicos se forman por uniones que no son completamente estables (se
modifican por factores como temperatura, pH entre otros cambios fisicos),
generalmente estas uniones son del tipo de Van Der Waals y puente de hidrogeno. Se
suelen obtener mediante calentamiento de una solucion de polimero, enfriando una

solucion de polimero, entrecruzamiento (un polimero en solucion acuosa); ciclos de
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congelacion-descongelacion para formar microcristales de polimero, empleando un
bajo pH para formar un gel unido a H* entre dos polimeros diferentes en la misma
solucion acuosa; mezclas de soluciones de un polianion y un polication para formar un
gel conglomerado complejo; o empleando una solucién de polielectrolito con un ion

multivalente de carga opuesta.

En los geles quimicos, a diferencia de los fisicos, sus redes se unen por medio de
enlaces covalentes que dan como resultado una unién mas fuerte. Estos se obtienen
mediante polimeros reticulados en estado sdlido o en soluciébn empleando: radiacion,
reticulantes quimicos, compuestos reactivos multifuncionales, copolimerizacion con un
monomero y un reticulante en solucion, copolimerizar un monémero con un macroémero
multifuncional, polimerizando un monémero dentro de un polimero sélido diferente

para formar un gel o convertir quimicamente un polimero hidr6fobo en un hidrogel [62].

Aunque cada uno de estos métodos de gelificacion tiene sus ventajas y limitaciones,
el campo ha estado avanzando hacia la combinacién de multiples componentes y/o
mecanismos para lograr formulaciones mejoradas de hidrogel. La generacion de
composites mediante la adicion de componentes como: hanocompuestos de arcillas
(mecénica mejorada del hidrogel) [63], nanotubos de carbono (propiedades térmicas,
mecanicas y eléctricas mejoradas) [64], grafeno u Oxido de grafeno (excelentes
propiedades oOpticas, eléctricas y mecanicas), hanoparticulas metalicas (propiedades
antimicrobianas, conductividad eléctrica) [65] y nanoparticulas semiconductoras

(propiedades fotoquimicas, fotocataliticas y de fluorescencia) [66].

2.2.3.- APLICACIONES DE LOS HIDROGELES

Los hidrogeles exhiben excelentes propiedades fisicoquimicas, tales como una
mecanica sustancialmente mejorada, inyectabilidad, autocuracion y la posibilidad de
someterse a modulacion dindmica [58] y, son materiales muy apropiados para
aplicaciones en medicina dada su buena interaccion con los tejidos vivos, ya que, por
un lado muestran buenas propiedades de biocompatibilidad, debido principalmente a
Su consistencia blanda, elastica y contenido de agua. Por otro lado, son materiales

inertes por lo que las células y proteinas no tienden a adherirse a su superficie,
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asimismo, su caracteristica de hinchamiento en medio liquido les aporta la propiedad
de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas, algunas soluciones

organicas [59].

Debido a sus excelentes propiedades, tienen una gran importancia tecnoldgica y
econOmica con un extenso campo de aplicaciones: utilizado en lentes de contacto,
materiales absorbentes (pafales), prétesis de tejidos, revestimientos de suturas,
membranas de hemodialisis, soportes para catalizadores, depositos de agua y

nutrientes para plantas y cultivos [57].

Aungue los hidrogeles tienen muchas propiedades ventajosas, también se asocian
varias limitaciones con estos materiales. Tienen una resistencia a la traccion deficiente
que podria limitar su uso en aplicaciones de carga de farmacos y puede dar como
resultado la disolucion prematura o derrame del hidrogel dentro de los tejidos y
organos especificos. Este inconveniente es de suma importancia en muchas
tecnologias de administracion de farmacos topicos y subcutaneos. La cantidad y la
homogeneidad de los farmacos hidrofébicos también se minimizan en hidrogeles. Otra
desventaja es la presencia de una gran cantidad de agua y tamafos de poro grandes
en la mayoria de los hidrogeles que a menudo dan como resultado una liberacién de

farmaco relativamente rapida, en pocas horas.

La aplicacion de hidrogel también puede ser problematica a veces; aunque algunos
hidrogeles son ultradeformables para ser inyectados, muchos no lo son; por lo tanto,
necesitan insercion quirdrgica. La innovacion en hidrogel también esta relacionada con
problemas tales como solubilidad, alta cristalinidad, no biodegradabilidad, propiedades
mecanicas y térmicas desfavorables, monémeros sin reaccionar y el uso de
reticuladores toxicos. Por lo tanto, la mejora de estas propiedades puede ser posible
con el uso de una combinacion de polimeros naturales y sintéticos con propiedades

mejoradas [60].

Los hidrogeles en la ingenieria de tejidos deben cumplir con un nimero de criterios de
disefio para funcionar apropiadamente y promover la formacion de nuevos tejidos.

Estos criterios incluyen parametros fisicos clasicos (degradacién y mecanica) asi como
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parametros de rendimiento biolégico (adhesion celular). Un parametro absolutamente
critico es la biocompatibilidad de los hidrogeles que se relaciona con la capacidad del
material para existir dentro del cuerpo sin dafar las células adyacentes o causar
cicatrices significativas o de lo contrario provocar una respuesta que le quita su funcién
deseada [21]. Los polimeros derivados naturalmente frecuentemente demuestran una
biocompatibilidad adecuada, mientras que los polimeros sintéticos pueden provocar
respuestas negativas significativas del cuerpo. EI mecanismo de gelificacion, y el
comportamiento de transicion de fase inherente, son de suma importancia para definir
estas propiedades. La reticulacidn idnica con contraiones multivalentes es una forma

simple de formar hidrogeles.

Sin embargo, esos iones podrian intercambiarse con otras moléculas idnicas en
ambientes acuosos, lo que daria como resultado un deterioro incontrolado de las
propiedades originales de los hidrogeles. El entrecruzamiento covalente es un método
para controlar con precision la densidad de reticulacion de los hidrogeles. Sin embargo,
debe considerarse la toxicidad de las moléculas de reticulacion, y la formacién de
enlaces cruzados no degradables puede ser desventajosa en la mayoria de las
aplicaciones de ingenieria de tejidos. Un enfoque reciente es la utilizacién del
comportamiento de transicion de fase de ciertos polimeros. Por ejemplo, un cambio
muy pequefio de temperatura cerca de la temperatura de solucion critica mas baja
(LCST) puede desencadenar la transicién de fase de una solucién de polimero a un

gel (disefiar la LCSF para que esté cerca de la temperatura corporal) [67].

En el caso de los hidrogeles sintéticos, son considerados fragiles debido a la ausencia
de disipacion de energia mecanica en la zona de proceso, es decir, un valor
notablemente bajo de la energia de fractura intrinseca. Este problema se intensifica
cuando se presentan heterogeneidades dentro de la red de polimeros que surgen
durante el proceso de gelificacion. Debido a la falta de homogeneidad en la densidad
de reticulacion o en los puntos reticulados de la cadena, o la presencia de cadenas y
bucles colgantes, el valor de la energia de fractura puede disminuir alin mas, esto es
comparable al comportamiento de fallo de cualquier material, los defectos

microestructurales siempre juegan un papel como concentrador de esfuerzos, lo que
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lleva a una falla prematura del material. Esta es la razon por la cual la resistencia a la
fractura real de un material es tipicamente mucho mas baja que los valores tedéricos

calculados [66].

En conclusion, las propiedades mecéanicas de los hidrogeles dependen principalmente
de la rigidez original de las cadenas de polimeros, los tipos de moléculas de
entrecruzamiento y la densidad de entrecruzamiento, e hinchazon como resultado del
equilibrio hidréfilo / hidrofébico [67]. Debido a todo esto se han creado tres

consideraciones en el mecanismo para sintetizar hidrogeles duros:
(1) Deshacerse de todo tipo de heterogeneidades en la red de polimeros.

La razén principal de dicha heterogeneidad es la diferencia en la velocidad de reaccion
de los monomeros y los reticulantes; la reactividad de los reticuladores es tipicamente
mas alta debido a sus mdltiples funcionalidades, esto se presenta mediante la
formacion de microgeles debido a la rapida accion del reticulante que después se unen
formando el gel. También se encontré que las cadenas de polimero entre las esferas
de microgel estaban méas enredadas cuando la concentracion inicial de los monémeros

era alta.

(i) Introduccion de un mecanismo que disipa la energia de fractura durante la

propagacion de grietas.

Cuando una grieta avanza, se libera energia y se transporta a la punta de la grieta; Si
esta energia es suficiente para romper los enlaces quimicos en la punta de la grieta,
la grieta se propagara. Los hidrogeles se pueden reforzar mediante sobre posicion de

cadenas de doble red o con fibra/relleno [68].

(i) La tercera categoria de hidrogeles resistentes es incorporar ambos
mecanismos, es decir, la distribucion uniforme de esfuerzos y la disipacion

de energia mecanica.

Los hidrogeles adhesivos requieren tanto propiedad adhesiva en la superficie como
unién cohesiva dentro de la porcibn en masa del hidrogel adhesivo. Cuando la

adhesion y la cohesién son equilibradas, los hidrogeles adhesivos exhiben la
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funcionalidad 6ptima. Debido a que los hidrogeles adherentes tienen alto contenido de
agua, una adhesion controlada del tejido, buena biocompatibilidad y resistencia
mecanica sintonizable, ha habido un gran interés en las aplicaciones como selladores
quirargicos y pegamentos, matrices de integracion tisular, parches de administracion

de farmacos, entre otros.

Generalmente estos hidrogeles se clasifican en polisacéaridos, adhesivos sintéticos y

basados en proteinas
a) Hidrogeles Polisacaridos

El quitosano es un polisacarido lineal mas empleado en el cual el mecanismo de
adhesion se atribuye a muchas posibles fuentes, como atraccion ionica, enlace
covalente y puentes de hidrogeno que existia entre los grupos hidroxilo, tiol, amina y
maleimida. A medida que aumenta la concentracion de quitosano, la propiedad del
adhesivo es también mejor debido a la mayor cantidad de grupos tiol en el hidrogel, el
dextrano, es otro material polisacarido ampliamente utilizado para aplicaciones

adhesivas de hidrogel en usos biomédicos.
b) Basados en Proteinas

Un buen bioadhesivo también debe ser no téxico y biodegradable. Gelatina y sus
grupos amino de lisina son covalentemente entrecruzados con formaldehido o
glutaraldehido, y restos aldehido pueden ser conectados a residuos de resorcinol por
reaccion de sustitucion aromatica electrofilica; asimismo, la Albumina, una proteina
gue es un componente principal en el plasma sanguineo humano, ha sido ampliamente
utilizada como adhesivo tisular, también esta reticulada con glutaraldehido, lo que
conduce a una adhesion entre aldehidos y proteinas en el tejido. No obstante, los
adhesivos de hidrogel basados en proteinas muestran algunas desventajas, dado que
las proteinas se extraen de recursos animales o humanos y pueden causar infeccion

0 reaccion alérgica.

C) Adhesivos Sintéticos
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Estos materiales son biocompatibles y biodegradables. Sus propiedades mecanicas y
de adhesion se pueden adaptar mediante una seleccién de agentes reticulantes y la

optimizacion del tiempo de gelificacion.

Polietilenglicol (PEG) es uno de los polimeros sintéticos mas frecuentemente utilizados
para el adhesivo de hidrogel, la adicion de silicatos mejoro significativamente la fuerza
adhesiva del hidrogel [69].

2.2.4.- HIDROGELES DE QUITOSANO Y POSIBLES APLICACIONES

El quitosano forma hidrogeles mediante enlaces cruzados i6nicos o quimicos con
glutaraldehido. También, el quitosano derivado con azida forma geles mediante
irradiacion UV. Se han desarrollado numerosos derivados para alterar las funciones
biologicas del quitosano, incluida la mejora de las interacciones celulares para los

enfoques de ingenieria tisular.

El quitosano se ha modificado con residuos de aztcar como la fructosa o la galactosa
para el cultivo de hepatocitos y con proteinas como el colageno, la gelatina y la
albumina para la ingenieria del tejido neural. Se ha unido covalentemente a geles de
agarosa para incorporar la carga en los geles, y esto también contribuye
significativamente al crecimiento de las neuritas. Ademas, se ha informado que el

quitosano derivado con metilpirrolidinona promueve la formacion de hueso [67, 50].

Hoy en dia existen numerosos avances biologicos asociados al quitosano, donde los

mAas trascendentes para el presente trabajo se encuentran recopilados en la tabla 1.3.
Tabla 1.3. Esquema simplificado de obtencién de quitosano a partir de conchas
AUTOR APORTES CONCLUSIONES

CARACTERIZACION Y UTILIZACION DE HIDROGELES DE QUITOSANO OBTENIDOS A
PARTIR DE CAMARON LANGOSTINO (PLEURONCODES PLANIPES) PARA EL CRECIMIENTO
DE FIBROBLASTOS HUMANOS.
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El quitosano se obtuvo de cascara de
camaron langostino y quitina, purificando Los hidrogeles de quitosano entrecruzados

los productos mediante acido acético y absorben menos agua que los hidrogeles sin

Andrés Sanchez  etanol. El hidrogel se realizé al 1y 3% de entrecruzar, los hidrogeles de quitosano
Brenes Et. Al. quitosano en acido acético, el entrecruzados con glioxal resultaron ser
(2006) [51]. entrecruzamiento fue por inmersion de la toxicos. Se sugiere utilizar agentes
pelicula en glutaraldehido y glioxal entrecruzantes que no sean quimicos y otra
eliminando el exceso con lavados de técnica de entrecruzamiento.
etanol.

PREPARACION DE PARTICULAS DE QUITOSANO RETICULADAS CON TRIPOLIFOSFATO Y
MODIFICADAS CON POLIETILENGLICOL.

Sintesis de Hidrogeles basados en
Cristébal Larez  quitosano y acido itacénico. Produccién

Velasquez Et. Al. de electrodos de pasta de Aplicaciones futuras como nano composites
(2006) [13]. carbén/quitosano, para andlisis de trazas
de metales.

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES DE QUITOSANO OBTENIDO A PARTIR DE
CAMARON LANGOSTINO (PLEURONCODES PLANIPES) CON POTENCIALES APLICACIONES
BIOMEDICAS.
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Al no reticular el hidrogel se obtuvo buena

elasticidad, consistencia lisa y regular, muy

absorbente (aunque irregular al hincharse).
Al emplear glutaraldehido 50% presento

Quitosano de desechos del camarén riguidez, con superficie irregular en seco,

langostino (Pleuroncodes planipes)
obteniendo hidrogeles del

hinchado se mantiene liso con baja
absorcion.

Al utilizar glioxal 50% y conforme la
concentracion disminuye, disminuye su
rigidez y rugosidad en seco pero la
absorcion mejora.

Andrés Sanchez

Brenes Et. Al. ) i B
entrecruzamiento por inmersion de

(2006) [41]. . -
pelicula con agentes quimicos
(glutaraldehido y glioxal)

Cuando los hidrogeles se entrecruzan, se
impide la absorcion de agua, debido a la
presencia de una fuerza elastica de
retraccion de las cadenas poliméricas.

PREPARACION DE PARTICULAS DE QUITOSANO RETICULADAS CON TRIPOLIFOSFATO Y
MODIFICADAS CON POLIETILENGLICOL.

Las particulas manométricas de Se obtuvieron particulas coloidales de
quitosano de tamafio 100 a 400nm con un
grado de desacetilacion y masa molar de
82% y 8.16 x105 Da respectivamente. Las

particulas de quitosano sin PEG mostraron

quitosano se prepararon empleando
quitosano de cascara de cangrejo con un
grado de desacetilacion menor al 75% en

Nadia Rodriguez acido acético a pH de 4.6, se agregd

poletilenglicol para formar soluciones de  una forma esférica, las modificadas con PEG

Hamamura Et.
Al. (2010) [42]. PEG-quitosano y gota a gota se agrego
tripolifosfato de sodio (TPP), el

entrecruzamiento se considera fisico ya

mostraron formas irregulares. Al afiadir PEG
el tamafio de las particulas de quitosano
aumenta. Los hidrogeles entrecruzados
iGnicamente no solo se hinchan en medio

gue esta formado por el quitosano

entrecruzado i6nicamente por el TPP. acido, sino también en bases.

OBTENCION DE HIDROGELES DE QUITOSANO A PARTIR DEL MICELIO DE ASPERGILLUS
NIGER Y SU ESTUDIO EN LA LIBERACION CONTROLADA Y SU ESTUDIO EN LA LIBERACION
CONTROLADA DE CEFALEXINA.
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. ) » Los hidrogeles resultantes presentaron una
El quitosano se extrajo de la quitina ) 5
respuesta selectiva al pH de la solucién, ya

Elkin Libardo presente en el micelio Aspergillus niger . . )
L que el grado de hinchamiento aumento a
Romero con un grado de desacetilaciéon de ) L .
medida que el pH disminuia. El tamafio de
Pefialoza Et. Al. 76.33% entrecruzado covalentemente . y i
} » poro exhibié mayor absorcion, dicho
(2011) [43]. con glutaraldehido por reaccion de

) . comportamiento se presentd a menor
entrecruzamiento quimico. .
porcentaje de agente entrecruzante.

PREPARACION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y ESTRUCTURAL DE UN GEL
CONDUCTOR A BASE DE QUITOSANO.

Se utiliz6 quitosano comercial (mediano

Vel peso molecular con grado de Fue posible obtener biopolimeros con un
.. desacetilacion de 75-85%) al 1% en grado de entrecruzamiento entre 3y 12% de
Cardona Trujillo ) . . . ) .
o Al i acido acético. El entrecruzamiento se dio glutaraldehido por quitosano. Posibles
t. Al
( ) por glutaraldehido, la reaccién de estudios de la estabilidad via modificacion
[40]. entrecruzamiento ocurre en medio quimica.

acuoso via reacciéon de Schiff.

En la actualidad el auge de esta investigacion no solo se limita al uso de quitosano y
por ende las aplicaciones se han visto enfocadas en diversos campos de la ingenieria
moderna, entre dichas investigaciones resaltan las realizadas en 1994 por Donald H.
Lorentz y colaboradores. Donde patentaron una formula de un hidrogel adhesivo para
la piel con multiples aplicaciones que incluyen cortinas quirtrgicas, vendajes y
empaques para heridas y quemaduras, yesos, administracion transdérmica y de
iontoforesis, barreras antimicrobianas para cubos de catéteres, electrodos, mascarillas
entre otros. Este adhesivo se sintetiz6 a partir de una polivinilpirrolida (PVP) reticulada
y acido carboxilico, debido a la apertura del anillo (hidrélisis), en una solucién acuosa
de polietilenimina, logrando la formacion de un gel; el cual no resulto soluble en exceso
de agua, pero se expandié en el medio. Generaron un gel conductor afiadiendo KCI al

agua antes de disolver el anillo abierto PVP [70]

Jeanie L. Drury y colaboradores en 2003, evaluaron variables de disefio de hidrogeles

como andamio en ingenieria de tejidos. Evaluaron tres tipos de Andamios:
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1.1 Andamio de relleno de espacios:

Encontrando como requerimientos para el disefio de estos hidrogeles que
proporcionen volumen manteniendo la integridad estructural durante el tiempo
requerido, eviten adherencias o contrariamente funcionan como bioadhesivos. Los
andamios compuestos de alginato, quitosano y colageno mostraron un potencial de
uso como agentes de carga generales, los geles de quitosano foto-entrecruzados no
parecen ser téxicos in vitro y se han utilizado eficazmente para sellar heridas

pequefias.
2.1 Andamios para la entrega de moléculas bioactivas:

Evaluaron microesferas de quitosano reticuladas con glutaraldehido empleado para la
liberacién de farmacos; encontrando que el alginato reticulado iGnicamente ha sido el
material de hidrogel de eleccion para la encapsulacion de células porque es
relativamente no degradable, las células se pueden mezclar facilmente con él antes
de la gelificacion, y se gelifica en condiciones suaves. Para aumentar la difusion de
oxigeno realizdé una inmovilizacién de la hemoglobina en la matriz de alginato de la
microcapsula con alto potencial como un método para tratar la diabetes, asi como una

gama de enfermedades que involucran otras hormonas y enzimas deficiencias.
3.1Andamios para la entrega y regeneracion celular:

Los andamios de hidrogel se estan utilizando en un intento de disefiar una amplia gama
de tejidos, incluyendo cartilago, hueso, musculo, grasa, higado y neuronas. Los
hidrogeles tienen una estructura macromolecular similar a cartilago, que es un tejido
altamente hidratado compuesto de condrocitos (células que se encuentran en el
cartilago) incrustados de colageno, que se encargan de mantener la matriz
cartilaginosa, produciendo sus principales compuestos: coldgeno y proteoglicanos. El
alginato se ha usado mas ampliamente in vivo como andamio de cartilago donde en

estudios, se ha mezclado con condrocitos.

El autor sugiere evaluar otros métodos de entrecruzamiento, para mejorar la

biocompatibilidad, asi como controlar las propiedades mecanicas. Del mismo modo,
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un pre y post procesamientos para controlar la porosidad; y asi, mejorar la difusion e

incorporar suavemente las células al andamio [71].

Yoshihiko Murakami y colaboradores en 2006, prepararon con éxito un hidrogel para
aplicacion como adhesivo tisular a base de una micela polimérica reciclable. Su
desarrollo consistié en la elaboracion de dos tipos de micelas; una consistia en
aldehido-polietilenglicol (PEG) —acido polilactico (PLA) y el otro consistia en

acetaldehido (90% w/w%) -PEG-PLA y el hidrogel a base de polialilamina.

Donde el método A empleado para la aplicacion simultanea de la micela polimérica y
las soluciones de polialilamina sobre el peritoneo de ratones (figura 3.a), y el método
B, que involucro la aplicacién de la solucidon que contiene la micela polimérica y la
polialilamina sobre el peritoneo de los ratones y la adicion de carbonato de sodio para

qgue el pH aumentara (figura 1.3.b).

Figura 1.3. El hidrogel que se adhiere al peritoneo de un raton [(a) Método A 'y
(b) Método B]. El circulo blanco muestra el hidrogel formado [72].

Se encontré que los componentes de las micelas poliméricas (PEG y PLA) no son
citotoxicos y biocompatibles, por lo que el adhesivo no conlleva un riesgo de
transmision de contaminaciones infecciosas, ya que consiste Unicamente de
materiales sintéticos. Aunque una micela polimérica terminada en aldehido ha sido uno
de los portadores funcionales Utiles en los sistemas de administracion de farmacos, se

sugieren investigaciones futuras que prueben la biocompatibilidad del hidrogel a
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detalle, ademas de la evaluacidn de otras poliaminas tales como poli (aminoacido) y

quitosano y las propiedades de estos hidrogeles [72].

Blanka Sharma y colaboradores en 2013, disefiaron un hidrogel de polietilenglicol-
diacrilato (PEGDA) para produccion de matriz de cartilago, al que se le incorporo acido
hialurénico lineal de alto peso molecular para aumentar la viscosidad de la solucion
prepolimerizada y para reducir el derrame, facilita su aplicacion quirargica.
Demostrando en un modelo in vitro el depdsito de la matriz extracelular especifica del
cartilago en el biomaterial de hidrogel, asi como la estimulacién del desarrollo del tejido
del cartilago adyacente por las células madre mesenquimales. Adicionalmente, se
aplicé adhesivo de acondroitin sulfato para unir covalentemente, logrando adherir el
hidrogel al cartilago y al tejido 6seo en defectos articulares. No observaron eventos

adversos importantes en su estudio [73].

Bum Jin Kim y colaboradores, crearon en 2014 un sistema de hidrogel basados en
polimeros reticulados materiales que proporcionan adhesion y cohesién en medio
ambiente humedo, util en la formulacion de adhesivos tisulares. Inspirados por la
adhesion de mejillones marinos, investigaron la molécula 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA) como reticulante logrando un endurecimiento cohesivo y union adhesiva con
diversas superficies. Adicional a los residuos de DOPA, la composicion de otros
residuos de aminoacidos y la estructura de las proteinas adhesivas del mejillén (MAP)
representaron un novedoso sistema de hidrogel basado en proteinas que emplean

DOPA que contiene MAP recombinante.

La gelificacién se puede lograr utilizando tanto la reticulacion no covalente mediada
por DOPA-quinona inducida por oxidacion como la coordinada no covalente mediada
por Fe®* (figura 1.4). Los hidrogeles mediados por Fe3* mostraron un comportamiento
viscoelastico deformable y autocurativo en el analisis reoldgico. Los hidrogeles
mediados por Fe3* muestran un comportamiento viscoelastico deformable y
autocurativo en analisis reoldgico. El hidrogel mediado por quinona genero una mayor
fuerza cohesiva y puede proporcionar suficiente tiempo de gelificacion para un manejo
mas facil. En conjunto, su hidrogel MAP tiene potenciales capacidades para uso como

adhesivo tisular y sellador para aplicaciones futuras [74].
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Figura 1.4. Representacion esquematica del proceso de gelificacion basado en
MAP via cruzamiento no covalente mediado por coordinacion Fe3* -DOPA o
DOPA [74].

Vivian H. M. Mouser y colaboradores en 2017, evaluaron el efecto de la distribucion
espacial de condrocitos en la reparacion de cartilago en un modelo ex vivo (sobre
tejidos biolégicos en un entorno artificial fuera del organismo con alteraciones minimas
de las condiciones naturales), creando defectos de cartilago en tapones
osteocondrales equinos. Los defectos se llenaron con (a) condrocitos en la parte
inferior del defecto, cubierto con un hidrogel sin células, (b) condrocitos encapsulados
homogéneamente en un hidrogel y (c, d) combinaciones de a y b con diferentes
densidades celulares, en la condicion d, la concentracion celular fue el doble que la de
la condicién c. Encontraron mejores resultados bajo las condiciones c y d, que dieron
como resultado un tejido del cartilago bien integrado y llenando el defecto,

independientemente de la densidad celular inicial.

Por ello, al emplear los tapones osteocondrales estimularon la formacién de cartilago
en los hidrogeles al cultivarlos en los defectos, obteniendo tejido de reparacion a partir
de las células administradas, ventajosamente usan el modelo ex vivo para reducir las
pruebas en animales; contrario a esto es necesario realizar un defecto en el cartilago

a una cierta profundidad para estimular la regeneracion del cartilago [75].

Maryam Dargahi y colaboradores en 2017, evaluaron la absorcion de tintes cataliticos.

Un novedoso hidrogel superabsorbente nanocompuesto basado en k-carragenano y
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cloruro de nano-plata sintetizado por un método facil que incluye la polimerizacion por
radicales libres y la carga de la plata e iones cloruro. El hidrogel compuesto se preparo
en base a k-carragenano y acido acrilico en presencia de caolin utilizando persulfato
de amonio (APS) como iniciador de radicales libres y metilenbisacrilamida (MBA) como
reticulante hidréfilo (figura 1.5). La incorporacion de caolin mejora algunas propiedades
del compuesto suUper absorbente, como la porosidad, la resistencia del gel, las

propiedades mecanicas y térmicas.

Figura 1.5. Representacion esquematica de la preparacién y absorcion de
hidrogel compuesto de k-carragenano-g-acido acrilico-caolin / cloruro de
nano-plata [65].

Para sintetizar los hidrogeles de nanocompuestos, los hidrogeles completamente
hinchados se sumergieron en la solucién de nitrato de plata. Los iones de plata estan
localizados en todas las redes de hidrogel debido a una fuerte interaccién de los iones
de plata con los grupos sulfato, hidroxilo y carboxilato en la red de hidrogel. Después
de cargar los iones de plata, los hidrogeles se afiadieron a la solucion de haluro de
sodio. Se obtuvieron las nanoparticulas de haluro de plata bien dispersas en las redes
de hidrogel. El hidrogel nanocompuesto es estable y efectivo a la eliminaciéon de

colorantes catiénicos de soluciones acuosas [65].
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Sanchez Duarte y colaboradores en 2017 generaron un hidrogel de quitosano a partir
de cascara de camardén para ensayos de adsorcion de cobre y, el quitosano fue
obtenido del exoesqueleto de camardn por medio del método quimico, que involucra
tres pasos: desmineralizacion, desproteinizacion y desacetilacion del exoesqueleto. En
la desmineralizacion, el exoesqueleto de camaron se coloco en una solucién de HCI
1My se agit6 mecanicamente por 4h a temperatura ambiente. En la desproteinizacion,
el exoesqueleto de camaroén se introdujo en una solucion de NaOH 4.5% y se agito
mecanicamente a 65°C en bafio de aceite por 4h. Finalmente, en la desacetilacion, el
exoesqgueleto se agitd mecanicamente en una solucion de NaOH 45% a 110°C en bafio
de aceite por 2h. Después de cada paso, las muestras fueron lavadas con agua hasta
tornarse neutras. El quitosano obtenido se secd a temperatura ambiente y se

almaceno.

Crearon 3 tipos de perlas de hidrogel de las cuales, para la sintesis de perlas de
quitosano entrecruzadas con tripolifosfato de sodio, prepararon una solucion de
quitosano al 2% en acido acético al 1.5%. La solucion de quitosano se agreg6 por
goteo en una solucion de tripolifosfato de sodio al 1%, formandose las perlas de
quitosano entrecruzado con tripolifosfato. Después de reposar por 12h, las perlas
resultantes se lavaron con agua destilada y se almacenaron. Para la obtencién de
quitosano puro (g-puro), la solucion de quitosano se goted en una solucion de NaOH
al 0.5 M, las perlas resultantes se dejan reposar 16 h. Posteriormente, se lavaron con
agua destilada hasta alcanzar un pH 7 y se almacenaron. Finalmente, para la sintesis
de perlas de quitosano entrecruzado con glutaraldehido (g-GLU), las perlas de
guitosano puro se colocaron en una solucion al 0.025 M de glutaraldehido y se dejaron

reposar por 12 h, se lavaron con agua destilada y se almacenaron.

Obteniendo asi condiciones 6ptimas de tratamiento por 4h, y un valor de pH= 4y 4.5¢g
de adsorbente (g-puro). El hidrogel de qg-puro obtenido en forma de perlas es
potencialmente aplicable como un adsorbente efectivo en la remocion de cobre

presente en lixiviados de minas [50].
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Feifei Xin y colaboradores en 2018 sintetizaron hidrogeles mediante polimerizacion de
radicales libres, mediante un polimero hidrofilico tridimensional llamado poli-
isopropilacrilamida (PNIPAAmM). Debido a que experimenta transiciones de fase
hidrofilicas / hidrofébicas reversibles a la temperatura de solucion critica baja (LCST)
cercana a la temperatura ambiente, e hibridando con otros aditivos, basados en calor,

voltaje, luz y solventes de hidrogeles de PNIPAAm sensibles.

Buscando desarrollar aplicaciones viables en ventanas inteligentes, encontrando
aplicaciones limitadas debido a su baja biocompatibilidad y citotoxicidad. Encontraron
que al agregar gelatina modificada por anhidrido maleico (MAH) un polimero natural
con excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad que contiene grupos amino libres
en la cadena de ramificacion permite introducirse a otros grupos funcionales mediante
la reaccion de acilacion (alcanoilacion) en el hidrogel PNIAAm (figura 1.6) permitiendo
que los grupos carboxilo se coordinen con los iones metélicos (Na*, Mg?*, AI**) [76] y
que podria permitir abrir una nueva puerta a estos materiales en la aplicaciones

biomédicas.
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Figura 1.6. Estructura de redes poliméricas de doble red (DN): primera red
azul (mayor entrecruzamiento), segunda red rojo (menor entrecruzada),
hidrogel con propiedades mecanicas superiores [76].
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Gudrun Schmidt y colaboradores en 2018 generaron un adhesivo basado en zeina
(proteina de prolamina encontrada en maiz) y fendlicos extraidos de plantas (figura
1.7).

Zein protein DOPA
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Figura 1.7. La proteina zeina se puede reticular con fendlicos vegetales para
imitar la quimica de adhesién de los mejillones marinos. A la izquierda:
molécula de catecol y el maiz utilizado para extraer la proteina zeina. A la
derecha: mejillones que se unen a una superficie de vidrio [77].

Prepararon soluciones de polimero de zeina de 45% en peso de zeina en polvo, 37%
en peso de etanol, y 18% en peso de agua desionizada (pH 7 ajustado con NaOH). La
solucién resultante se mezcl6é con el componente parental catecol o un componente
fendlico. La mezcla producia un gel de alta viscosidad transparente, esta mezcla se
usaba como adhesivo. El disolvente afiadido se dejé evaporar hasta que la mezcla

volvid a su estado viscoelastico.

Estos adhesivos muestran que los componentes benignos de los alimentos pueden
proporcionar un rendimiento comparable con materiales derivados del petréleo en el
uso actual y gran difusion. Estudios futuros del autor siguieren examenes de

persistencia de enlace en sustratos sumergidos bajo el agua [77].

Debido a sus diversas actividades biologicas, sus propiedades biodegradables,

naturaleza policatiénica y biocompatibles, caracteristica principal que posee, hoy en
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dia ha cobrado una gran importancia en la versatilidad de aplicaciones dentro del
campo de las aplicaciones biomédicas. Obviamente, no cualquier material puede ser
empleado como biomaterial y en concreto biomateriales enfocados para ser utilizados
en seres vivos, ya que su estudio es un tema en auge indiscutible en la actualidad y
gue ha experimentado un espectacular avance en los udltimos afios. Motivado
fundamentalmente por el hecho de que la esperanza de vida de la poblacién aumenta

de forma considerable [21].

2.2.5.- HIDROGELES Y SU USO EN INGENIERIA TISULAR

En la actualidad, mas de cincuenta millones de personas en todo el mundo tienen
implantado algun tipo de proétesis y es un hecho bien conocido en nuestra sociedad la
utilidad y necesidad de todo tipo de implantes. Siendo relativamente frecuente que
conozcamos algun caso de familiar o amigo que esté utilizando algun dispositivo
biomédico desde prétesis dentales, dispositivos anticonceptivos, implantes
siliconados, catéteres entre otros.

Segun datos de las Naciones Unidas, dentro de unos cinco afios es muy probable que
haya mas personas de mas de 60 afios que nifios menores de 15. Hoy en dia una de
cada diez individuos tiene 60 afios o mas, pero para el afio 2050 se prevé gue sera
uno de cada cinco. También se prevé que el nUmero de personas que tendran 80 afios
se multiplicara por cinco. La longevidad masiva tiene implicancias muy importantes
relacionadas con mantener la calidad de vida, y ello supone que haran falta mas y mas
dispositivos biomédicos fabricados con biomateriales, donde la Ingenieria tisular juega

un papel crucial, he ahi la importancia de su estudio [21].

La Ingenieria Tisular, es una especialidad de la Biomedicina, cuyo objetivo principal es
disefiar estructuras bioldgicas funcionales para sustituir, reparar o regenerar tejidos
dafiados, ya sea parcialmente o en su totalidad. Por lo que hoy en dia es una area
altamente interdisciplinaria, ya que precisa de la colaboracion de expertos en ciencias
de la vida, quimicos, fisicos e ingenieros para resolver problemas clinicos y
quirdrgicos, en este contexto, el término ingenieria se encarga de agrupar las

estrategias para la formacion de estructuras funcionales, es decir, los factores
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necesarios para la regeneracion del tejido dafiado logrando la interaccion entre la parte

quimica fisica y biologica [14, 78].

Donde se han empleado materiales cuyas propiedades los han catalogado como
“Biomateriales” que segun una de las definiciones mas completas los clasifican como;
“‘materiales sintéticos empleados para remplazar parte de un sistema vivo o que se
encuentra en intimo contacto con fluidos biolégicos” [21], obviamente, no cualquier
material puede ser inscrito dentro de esta clasificacion ya que se considera primordial
una caracteristica muy especial, la biocompatibilidad. Aun cuando los estudios de la
regeneracion Osea y de tejidos se remontan desde el siglo XVII, su evolucion se ha
visto determinada por cuatro etapas trascendentales, el primer proceso busco
equiparar las propiedades mecanicas, sin que el material reaccionara biologicamente
con el medio que lo rodea; posterior a este en el segundo periodo se logré pasivar el
material mediante una reaccion con el medio circundante, en la tercera generacion se
opto por adaptar el material al medio y no viceversa, donde actualmente y en el cuarto
periodo, el objetivo consiste en lograr la interaccion e integracién del material en el
medio, generando una respuesta celular apropiada que permita el crecimiento tisular
y el transporte de nutrientes y factores de crecimiento en tiempos especificos sin
afectar el cuerpo humano [20].

Adicional a estos factores la llegada de la nanotecnologia ha aportado materiales
inteligentes a las ciencias de la salud y en particular a la regeneracion 6seay de tejidos
[79]. Donde hoy en dia uno de los grandes retos reside en el desarrollo de
nanoparticulas dirigidas especificamente a subsanar necesidades 6seas o de tejidos,
evitando efectos secundarios de tratamientos existentes, pérdida total o parcial de
funciones, baja o nula biocompatibilidad de materiales y deficiencia en las propiedades

mecanicas de materiales ya existentes.

2.3.- NANOFIBRAS
Las nanofibras son estructuras, delgadas, alargadas vy filiformes que poseen dos de
sus dimensiones dentro de la nanoescala, es decir, en el orden de una millardésima

parte de una unidad métrica (10-°). Su principal ventaja frente a sus equivalentes de

Pagina 44 de 133



mayor tamafio (micro y macro fibras) radica en elevar su relacion area/volumen, por
ende, una mejora en propiedades asociadas a su morfologia (que define sus
propiedades hidrofébicas), estructura molecular (propiedades Opticas y térmicas),
propiedades mecanicas (resistencia, estabilidad y flexibilidad) y quimicas, lo que le da
un amplio campo de aplicacion dentro de la industria de la seguridad, ingenieria

ambiental, biotecnologia e ingenieria de tejidos [80].

Numerosos estudios recientes se han centrado en la obtencion de membranas fibrosas
como medio de liberaciéon controlado de farmacos dentro de la industria biomédica,
basado en el entendido, que las fuerzas de Van der Waals son responsables de la
adherencia entre las fibras y los compuestos quimicos capturados. Algunos polimeros
como el caso del quitosano presentan capacidad complejante a través de interacciones

especificas de los grupos -NH: [81, 82, 83].

2.3.1.- PRINCIPIOS BASICOS DEL “ELECTROSPINNING”
En general la técnica del electrohilado consiste en utilizar un campo eléctrico de alto
voltaje para generar una serie de fibras ultrafinas por medio de estiramiento coaxial de

una solucion viscoelastica usando polimeros sintéticos o naturales [84, 85].

El proceso del electrohilado consiste en aplicar un potencial eléctrico sobre una
superficie que recibe pequefias gotas de una solucién polimérica. Cuando las gotas
entran en contacto son cargadas en su superficie a medida que el campo eléctrico
aumenta, la superficie pasa de una forma hemisférica a una esférica, y al final a una
forma cdnica, comunmente conocida como cono de Taylor. Subsecuentemente,
cuando la acumulacién de repulsibn de carga electrostatica supera la tension
superficial de la solucién, el polimero fluye del cono de Taylor al plato colector. El
voltaje y el campo eléctrico aplicados al sistema afectan la morfologia de la fibra y el
diametro, mientras que la orientacion de las lineas de campo eléctrico tiene efecto en
la orientacion final de la fibra dentro de la estructura [86, 87]. Debido a que se aplica
mas fuerza y mas resistencia para transformar la solucién en un flujo continuo en forma
de filamento, en cuyo caso, menos voltaje da como resultado fibras mas delgadas. De
entre los parametros que la técnica tiene se pueden resaltar algunas propiedades de

la soluciéon como la viscosidad, concentracion del polimero, conductividad eléctrica y
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tension superficial. Adicional a ciertas variables controlables, tales como el potencial
eléctrico y la distancia entre capilar y plato colector. Sumado a implicaciones

ambientales debidas a variaciones de temperatura y humedad.

Lo anterior resulta en fendmenos como el cizallamiento de la solucion (flujo
extensional), el movimiento del chorro en direccion al campo eléctrico y la evaporacion
del solvente [88]. Estos parametros estan intimamente relacionados con las
propiedades y caracteristicas de las fibras obtenidas mediante electrospinning, por lo
que su control durante la ejecucion del proceso es indispensable, y juegan un papel
importante en la formacién y definicion de la estructura de las fibras.

2.3.2.- NANOFIBRAS DE QUITOSANO

Hoy en dia el enfoque de los materiales va encaminado a la generacion de polimeros
con una gran aceptacion biologica, potenciando aplicaciones médicas, centrando
estudios presentes y futuros en explotar biopolimeros como el quitosano, modificando
su estructura y potenciando sus propiedades quimicas y fisicas, mediante la

interaccioén con agentes que influyan de manera positiva en las propiedades deseadas.

Estudios como el de Zonggang Chen et al. en 2007 se desarrollaron con un enfoque
que consistié en una solucion de quitosano/coladgeno en una mezcla de HFP/TFA
donde el factor determinante fue la concentracién de quitosano; encontrando una
estructura mas gruesa a medida que la concentracion de la solucién aumenté y se
volvié fina con el aumento de la proporcién de quitosano/colageno, lo que generd una
estructura con propiedades adecuadas como una matriz extracelular para desarrollo

de biomateriales funcionales [89].

El equipo de Homa Homayoni et al. en 2009 genero soluciones del quitosano en acido
acético acuoso al 70-90% produciendo nanofibras con la calidad y estabilidad de
procesamiento adecuadas mediante la técnica de electrospinning. El hallazgo fue un
aumento en el diametro medio de las nanofibras conforme disminuye la concentracion
de acido acético en el disolvente. Esta modificacion estructural altera la naturaleza

guimica del polimero [90].
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Estudios presentes como el desarrollado por SGnchez Cepeda et al. en 2016 realizaron
membranas porosas a partir de policaprolactona y quitosano mediante la técnica de
electrohilado para una potencial aplicacion como liberador del clorhidrato de tiamina
(Vitamina B1). En cuyo caso su sistema propuesto fue capaz de liberar desde 65% a
85% de clorhidrato de tiamina en un periodo de 60 h, aproximadamente, lo cual
evidencia la potencialidad de estas membranas para liberar efectivamente a la
vitamina B1 [91].

Yessica Cardena Pérez et al. en 2017, se centré en el desarrollo de andamios de
nanofibras de quitosano y fibroina del capullo de gusano de seda evaluando
concentraciones de quitosano y fibroina en la morfologia, encontrando como resultado
de los andamios una alta adhesion celular, y estabilidad térmica, lo que mantiene su

integridad y potencia su aplicacibn como andamio extra celular [92].

Como se puede evidenciar, los estudios del quitosano van encaminados a generar
biopolimeros con alta capacidad de equiparar propiedades de tejidos y que a su vez
optimicen procesos biolégicos o de regeneracion tisular. Esto abre la necesidad de
incorporar nuevos agentes funcionales que aporten un aumento significativo en
propiedades mecdénicas, fisicas y quimicas, que faciliten la incorporacion ésea de

dichos componentes artificiales.
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lIl.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La finalidad de este estudio es generar nuevos materiales bajo un disefo
preestablecido partiendo de un biopolimero portador de grupos amino para generar un
biomaterial de nueva sintesis que posea propiedades de biocompatibilidad, asi como
adherencia, absorcion y propiedades mecénicas aceptables para la aplicacion como
andamios celulares o de farmacos. Partiendo de procesos novedosos para generar
biomateriales mediante entrecruzamiento quimico de biopolimeros de tipo

dicarbonilico.

El resultado esperado es un gel con propiedades biolégicas y mecanicas aceptables
que se comparara con la funcionalizacion quimica y electroquimica de quitosano para
dar lugar a un biopolimero con una reactividad quimica especifica, esperando mejorar
sus propiedades para procesos especificamente de materiales biocompatibles.
Ademas, evaluar propiedades de suma importancia en condiciones de ambientes
biolégicamente agresivos, donde factores como medios quimicos y fisicos,
concentracion de agentes, pH del medio y mecanismos de sintesis quimica y
electroquimica pueden jugar un papel crucial en definir caracteristicas. El aumento de
la resistencia a la degradaciéon proteolitica al ser implantados en un ente vivo, la
adherencia en condiciones de alta humedad, elasticidad y dureza, estabilidad quimica,
asi como un su estabilidad quimica y estructural que definiran el control en la liberacion
de farmacos por mencionar algunos; dichas propiedades son de suma importancia en

la restauracion tejidos biologicos sin sacrificar sus funciones.

Por tal motivo, se pretende sintetizar un biomaterial partiendo del estudio comparativo
del entrecruzamiento y funcionalizacion de quitosano con agentes de tipo aldehido.
Evaluando métodos quimicos y electroquimicos de sintesis, controlando parametros
gue influyen en las propiedades finales como concentracién de quitosano, método de
sintesis, concentracion de agente, parametros termodinamicos como el suministro

energético de acuerdo a cada sistema y concentracion de agente.
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IV.- JUSTIFICACION

La Ingenieria tisular es una de las disciplinas més jovenes de la ingenieria en la que
los principios y herramientas de la ingenieria, ciencia y tecnologia se aplican a los
problemas presentados por la biologia, ingenieria y la medicina; que surge de la
necesidad de la sociedad por preservar la calidad de vida por mas tiempo, aumentando
la longevidad y funcionalidad de los seres humanos.

Con ello surge la necesidad del disefio y produccién de materiales que evolucionen y
que sean Uutiles para la ingenieria tisular. EI campo de los biomateriales se ha
concentrado en el desarrollo de materiales que no sélo sean bioinertes, sino que sean
capaces de interactuar de manera especifica con el entorno biolégico donde se
encuentren (biocompatibles). Dichas investigaciones se han enfocado cada vez més
en estudiar la relacién especifica entre las propiedades fisico-quimicas de los
materiales y las proteinas, enzimas o moléculas biolégicas; asi como en observar las
funciones celulares y determinar los parametros fisiolégicos requeridos. De alli que las
nuevas tecnologias y estrategias se centran en concentrar diversas disciplinas como
la biologia, medicina e ingenieria que trabajan en semejar funciones de entes vivos

con una mayor durabilidad.

Por ello, materiales con propiedades como biocompatibilidad, biodegradables, inertes,
no toxicos, solubles y con estabilidad quimica y fisica han sido enfoque de estudios
dirigidos a esta area; debido tanto a sus excelentes propiedades biomecanicas como
a su baja tasa de biodegradacion, por lo que el quitosano es uno de los materiales mas
empleados dentro del campo de las aplicaciones médicas y biolégicas. Los andamios
de quitosano funcionalizados han demostrado mantener, reforzar y en algunos casos
organizar la regeneracion tisular. Como matriz puede ser utilizada para liberar

materiales bioactivos o influenciar directamente el crecimiento celular.

Es por esto que el proposito de este trabajo es disefiar y evaluar un método de sintesis
de nuevos biopolimeros partiendo de quitosano, que aunado a sus propiedades
mecanicas y biocompatibilidad, sean aplicables en la creacion de andamios dentro de

la regeneracion de tejidos, se vean potencializados mediante métodos novedosos de
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funcionalizacion y entrecruzamiento por técnicas quimicas y electroquimicas. Todo
ello, en presencia de agentes quimicos de tipo aldehido y evaluando parametros que

repercutan en las propiedades finales del biomaterial.

Asi, la importancia de los resultados de este proyecto doctoral radica en la generacion
de mayor conocimiento en cuanto a los mecanismos de entrecruzamiento y de
funcionalizacion; ademas, la generacion de nuevos compuestos de quitosano con
agentes quimicos entrecruzantes planteados, evaluando la influencia de los procesos
de sintesis y sus debidas condiciones en las propiedades finales. Asi mismo, evaluar
la influencia del proceso en las propiedades finales y en la medida de lo posible,
plantear su aplicacion como andamios en regeneracion de tejido de tipo humano
evaluando a su vez la posible expansion a aplicaciones en lo que respecta a la
ingenieria de tejidos u otras aplicaciones. Finalmente, se pretende brindar informacion
nueva acerca de las propiedades, condiciones y mecanismos empleados; lo cual se
puede evidenciar, en un futuro, en procesos dentro del campo de la generacion de

biomateriales.

V.- HIPOTESIS

Los biopolimeros obtenidos mediante la funcionalizacién y entrecruzamiento por
métodos quimicos y/o electroquimicos, a partir de quitosano empleando agentes de
tipo dicarbonilico, daran como resultado, materiales con propiedades mecéanicas
aceptables, adherencia y estabilidad mejorada para su posible aplicacibn como

andamios en ingenieria tisular.
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VI.- OBJETIVOS
6.1.- OBJETIVO GENERAL

Obtener biomateriales de quitosano a partir de quitina proveniente de exoesqueletos
de artrépodos con propiedades adecuadas para su posible aplicacion como andamio
celular dentro de la regeneracién de tejido mediante el entrecruzamiento y la

funcionalizacion quimica y electroquimica de un biopolimero portador de grupos amino

y agentes quimicos de tipo dicarbonilico.

6.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Extraer quitosano a partir de exoesqueletos de artropodos mediante el

método quimico y electroquimico.

Realizar el entrecruzamiento de quitosano con agentes quimicos
entrecruzantes de tipo dicarbonilico mediante sintesis quimica,
electroquimica y mecanosintesis, evaluando factores que afectan la
reaccion de entrecruzamiento como:

o Grado de desacetilacion.

o Peso molecular.

o Tipo de agente entrecruzante.

o Concentracion de agente entrecruzante.

Realizar la funcionalizacion de quitosano por técnicas quimicas y/o
mecanoquimicas empleando metilglioxal, evaluando factores
importantes como:

e Grado de desacetilacion.

e Concentracién de quitosano.

e Concentracion de aldehido.

Caracterizar el quitosano funcionalizado, mediante Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), con el fin de elucidar

estructuralmente los biomateriales obtenidos.
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5. Caracterizar los productos obtenidos a diferentes condiciones de
entrecruzamiento, por Microscopia Electronica de Barrido (MEB),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR),
Viscosimetria y Difraccion de Rayos X (DRX).

6. Evaluar las propiedades biomecanicas mediante ensayos de tension
y compresibn que permiten realizar predicciones sobre el
comportamiento, resistencia, fatiga y otros aspectos a los que se
somete el material en diferentes partes del cuerpo, adherencia y
composicion quimica del biomaterial obtenido, para su potencial

aplicacion como andamio en regeneracion de tejidos.

VIl.- METODOLOGIA

Este trabajo se centra en la generacion de biomateriales mediante los procesos de
entrecruzamiento y funcionalizacibn a base de quitosano, con agentes quimicos
(glioxal, glutaraldehido y metilglioxal), evaluando factores dentro del proceso que
repercuten en las propiedades finales de este material. Por tal motivo se ha planteado
el desarrollo experimental bajo la siguiente secuencia, dicho proceso se esquematiza

en la figura 1.8.
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Prueba de Solubilidad.
Método Viscosimétrico.
Andlisis quimico FTIR.

Entrecruzamiento de Funcionalizacion de

quitosano mediante Concentracién de Agente guitosano con
glioxal y QuiMico Pyruvaldehido
Glutaraldehido Medio Acido acético y sin
Acido acético
‘ ‘ Grado de Desacetilacién
Q PH
u
I Concentracién de
M Quitosano
I
Potencial
C
MEB e vC
Caracterizacion
Prueba de Solubilidad. Xerogel v Qsun. Cronoamperometria
Método EIE
Viscosimétrico. .
Gel Hidratado
Andlisis FTIR Pruebas de Absorcién.
Aplicacién en Pruebas mecénicas.
andamios Andlisis FTIR

Figura 1.8. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de quitosano.
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7.1.- OBTENCION DE QUITOSANO Y QUITINA

Se realiz6 el proceso de obtencion de quitina llevando a cabo un estudio comparativo
entre el método quimico heterogéneo usando la reaccion de hidroélisis, donde se
emple6é con el fin de desproteinizar NaOH 5M durante 5 horas, HCI 1M para
desmineralizar, durante 2 horas y 50 ml de Etanol para eliminar los pigmentos
restantes. Ademas, se utilizaron dos procesos electroquimicos que consistieron en una
electrdlisis forzada llevada a cabo con NaOH 2M en HCI, asistida con un potencial de
30 V en un sistema de dos electrodos (empleando titanio como anodo vy titanio
recubierto con RuO2 como céatodo), y un sistema de deposito electroquimico mediante
hidrolisis de la cascara de camardn en acido acético al 0.3N a potenciales de reduccion
de-1a-1.5V.

7.1.1.- METODO QUIMICO
i) Proceso de desproteinizacion:

Las extracciones se realizaron a partir de lotes de 200 g en peso seco de animales de

filo invertebrados (artrépodos), separando por especies.

En el caso de camardon se separd el cuerpo carnoso del exoesqueleto antes de
proceder a un lavado con abundante agua. Posteriormente se realizé una reduccion

de tamafo con el fin de homogenizar y aumentar el area superficial (Figura 1.9).
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La muestra triturada se lavd con agua un total de cinco veces con un volumen
aproximado de 1 litro en cada lavado, finalmente la muestra se dejo reposar en 1 litro
de agua destilada durante 24 horas a 4°C, para posteriormente eliminar la maxima
cantidad de agua posible de las muestras (exprimiendo) y se procedioé a un secado a
45°C por 24 horas. A continuacién, se deposito el polvo en un matraz Erlenmeyer de
500 mL, aforando a un volumen de 500 mL y creando una solucion con NaOH al 5
molLt a un pH> 13 y calentando a una temperatura de 62°C +1° con agitacion
constante de 300 rpm durante 2 h en un agitador automatizado (Thermo Scientific
modelo MaxQ 4450), en este paso las muestras se liberan de todas las proteinas
presentes (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Desproteinizacion de la cascara de camaron mediante NaOH.

Después del tiempo mencionado, se retiré el NaOH y se realizaron lavados del sélido
suspendido usando agua destilada y sometiendo a agitacién con magneto en parrilla
eléctrica a 950 rpm durante 30 min, esto se repite hasta alcanzar un pH de 7 después
se filtra la muestra empleando un tamiz de maya ultrafina, el sélido recuperado se

compacta lo maximo posible, con este proceso se elimina por completo el NaOH.

i) Proceso de desmineralizacion:

Para desmineralizar la muestra se vierte en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, creando
una soluciéon de 500 mL de HCI 1 molLt a un pH de 2, posteriormente se calenté a
31°C £1°, con una agitacion de 300 rpm durante 2 h. Pasado este tiempo se filtré el
HCI. Para eliminar el exceso de acido se realizaron lavados con agua destilada hasta
alcanzar un pH de 7. Después es necesario comprimir y secar a una temperatura de
45° C (Figura 1.11).
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iil) Proceso de despigmentacion:

Para obtener la quitina se procede a verter la muestra en un matraz erlenmeyer y se
agregan 100 mL de etanol puro, se deja reposar a 30°C +1° durante 24 h a agitacion

constante de 200 rpm.

Pasado este tiempo se retira el etanol, y se lava la quitina con agua destilada como se
describié anteriormente. Al final del dltimo lavado se deja nuevamente en 100 mL de
etanol modificando la temperatura a 37°C durante 48 h, con lo cual se logré eliminar

los colorantes naturales de la quitina (Figura 1.12).
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Finalmente se retira el etanol y excesos del mismo mediante lavados a la quitina, la
cual, una vez separada, se expande en un refractario de vidrio y se seca en estufa a

35°C durante 3-4 dias. La quitina resultante se sometié a andlisis y caracterizacion.

iv) Desacetilacion de a-quitina:

Para lograr hidrolizar los grupos acetilos y generar el quitosano, se prepara una
solucién con la quitina y NaOH a la concentracién de 4 molL! y se lleva a 121°C y 15
libras de presibn durante 2 h; después se separa el sobrenadante

(quitosano combinado con el NaOH) y el sedimento (quitina) (Figura 1.13).

QUITINA

Figura 1.13. Muestra de producs eI proceso de desaceilaif:ic’in con NaOH.
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El sobrenadante debe mostrar un pH >13, por lo que para poder separar el quitosano
del NaOH es necesario neutralizarlo y someterlo a dialisis contra agua destilada en
membrana. Dicho proceso se realiza empleando 5 mL del sobrenadante obtenido, en
una membrana de dialisis con 5 L de agua destilada y con agitacion; cada 30 minutos
se requiere medir el pH, cambiando el agua hasta que alcanzar un pH 7. Después se
retira la membrana, se vacia en un vaso de precipitado y se neutraliza el pH por

completo, para posteriormente secar la muestra en estufa a 40°C durante 48 h.

Cabe destacar que una vez neutralizada la muestra se puede observar en el interior

de la membrana la aparicion de pequefas fibras de quitosano (Figura 1.14).

Figura 1.14. Particulas de quitosano en la solucién neutralizada.

7.1.2.- METODO DE ELECTROLISIS FORZADA

Se realiza el proceso de obtencion de quitina mediante digestion acida utilizando para
ello &cido acético a una concentraciéon de 0.3 molL, con el fin de desproteinizar y
desmineralizar la quitina contenida en los desechos de camardén durante 1 h y en
presencia de 50 mL de etanol para despigmentar la quitina. Finalmente, se emplea un
arreglo electroquimico de dos electrodos en medio acido para desacetilar la quitina y
precipitarla con una soluciéon de NaOH; Dicho proceso se describe en los siguientes

pasos.
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i) Proceso de desproteinizaciéon y desmineralizacién en solucién acida

En una preparacion tipica de solucion, 4 g de cascara de camaron se disuelven en 400
ml de solucién de acido acético en una concentracién de 0.3 molL?. La mezcla se
somete a calentamiento a una temperatura de 50 °C y 200 rpm de agitacién controlada
por 1 h (figura 1.15). Posteriormente se recupera el solido y se lava hasta alcanzar un

pH neutro.

Figura 1.15. Céascara de camarén en Ac. Acético 0.3 molL-L.

i) Proceso de despigmentacion

Para obtener la quitina se realiz6 el proceso de despigmentacion utilizando etanol

como se describié en parrafos anteriores, obteniendo asi la quitina para su anlisis.

iif) Desacetilacion de quitina mediante electrolisis forzada

Se prepara una solucion de HCI con la quitina resultante en una proporcion 1:5 y se
somete a calentamiento a 55°C con agitacién constante a 200 rpm por 1 h, con lo que

se logra solubilizar toda la muestra. Luego, para conseguir la desprotonacion del
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quitosano, se titula con hidréxido de sodio en un sistema electroquimico de dos
electrodos empleando titanio como anodo y titanio recubierto con RuO2 como catodo,
conectados a una fuente de corriente continua, imponiendo un potencial de celda de
30 V por un lapso de 30 minutos hasta alcanzar un pH >6, con lo que se tiene la

precipitacion de quitosano (figura 1.16).

—
-

Figura 1.16. Arreglo electroquimico de desacetilacion de quitina en medio HCI.

7.1.3.- METODO DE HIDROLISIS ACIDA POR DEPOSITO ELECTROQUIMICO

Se realiz6 el proceso de obtencién de quitosano directamente mediante la hidrélisis de
la mayoria de las especies presentes en la cascara de camardn, empleando acido

acético a la concentracion de 0.3 molL* como agente digestivo. Esto se realiza a
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temperatura ambiente y agitacion constante de 200 rpm por un periodo de 1 h.
Posteriormente, se eliminan las particulas sdlidas de la soluciéon mediante un filtrado.
La solucion resultante se utiliza como electrolito soporte en un arreglo electroquimico
de dos electrodos en medio &cido, imponiendo potenciales de reduccién de -1 a -1.5

V, para propiciar el depdsito de una capa de quitosano.

Se realizd una caracterizacion del quitosano, evaluando la solubilidad mediante el
método descrito en la norma ASTM D1110-56. Se obtuvo el peso molecular mediante
el método viscosimétrico descrito bajo la norma ASTM D-2857. Finalmente, se realizé
una caracterizacidon mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR).

7.2.- OBTENCION DE HIDROGELES DE QUITOSANO

El procedimiento de entrecruzamiento de quitosano se llevé a cabo mediante sintesis
guimica convencional, mecanoquimica y electroquimica, en presencia de agentes

qguimicos dicarbonilicos como glioxal y glutaraldehido.

7.2.1.- METODO DE ENTRECRUZAMIENTO CONVENCIONAL QUIMICO

La primera reaccion de entrecruzamiento de la cadena de quitosano se realiza en
presencia de un medio 4cido para favorecer la formacion de enlaces covalentes tipo
imina, via reaccion de Schiff [93, 94, 95], en la cual la protonacién debida al medio del
grupo carbonilo aumenta la polaridad positiva del agente entrecruzante y favorece el
ataque nucledfilo de la amina primaria del quitosano, obedeciendo los mecanismos de

reaccion planteados en las figuras 1.17 y 1.18.

Para esto, fue necesario preparar una solucion de acido acético al 3% ™/v con agitacion
constante por, aproximadamente, 60 min. El entrecruzamiento de quitosano se realiza
por inmersién en soluciones de agentes entrecruzantes (glioxal y glutaraldehido)
evaluando diferentes concentraciones de estas al 20, 30 y 40%. Dejando reaccionar
por 24 h; después del proceso de entrecruzamiento, se elimina por vaciado el agente

entrecruzante del sistema y se agrega etanol por 10 min para eliminar el exceso del
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reactivo del hidrogel, luego se elimina el etanol y se sustituye por glicina 0.1 molL?
durante 5 min, para neutralizar los grupos aldehidos que no reaccionaron y por ultimo

se hacen lavados con agua destilada a esta solucion y se secan a 55°C por 24 h.
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Figura 1.17. Mecanismo de Entrecruzamiento quitosano-glioxal
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Figura 1.18. Mecanismo de entrecruzamiento quitosano-glutaraldehido.

7.2.2.- METODO DE ENTRECRUZAMIENTO ELECTROQUIMICO

De igual manera, se lleva a cabo el proceso de entrecruzamiento de quitosano
mediante técnicas electroquimicas. Esto es posible debido a la naturaleza policatidnica
del quitosano, que en presencia de un polianion puede gelificar teniendo en cuenta
factores como:

I.  Concentracion de quitosano.
[I.  Fuerza ibnica.
. pH.
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IV. Potencial o corriente utilizada para controlar la velocidad de la reaccion.

Con lo anterior se busca generar un polianién en presencia de un cation multivalente.
Dicho proceso se realiza en un sistema de tres electrodos, en presencia de quitosano
con agentes quimicos dicarbonilicos como glioxal y metilglioxal, en concentraciones
Optimas (segun resultados del proceso entrecruzante quimico y los datos obtenidos de
la literatura) disueltos en un medio electrolitico que contenga &cido férmico. Para dar
seguimiento se emplea la técnica de voltamperometria ciclica (VC) en una ventana de
potencial que fue obtenida mediante un estudio experimentalmente para este sistema.
Los resultados proporcionaron informacion acerca de la reversibilidad de los procesos
de transferencia electronica, cantidad de electrones en transferencia dentro de la
reaccion 6xido-reduccion, constantes de velocidad de formacion, asi como parametros

de transferencia de masa en caso de que la reaccion se viera afectada por ellos.

Se realizaron cronoamperometrias, utilizando el potencial optimo del proceso,
obtenido con la técnica de VC. Ademas, se emplea la técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica tomando en cuenta que la literatura reporta que la
resistencia a la transferencia de carga es directamente proporcional a la cantidad de
proteina adsorbida (concentracion superficial) y que este proceso, depende en gran
medida de la afinidad de la proteina a los sitios bioactivos en la superficie polimérica
[96].

El depdsito electroquimico se realiza en una celda electrolitica con un arreglo
horizontal de dos electrodos, empleando como electrodo de trabajo una placa de Ti de
25 cm? y una malla de Ti-RuO2 de 27.5 cm?. El electrolito se prepara solubilizando el
quitosano en acido acético a 0.3 molLt en una relacién de 1% ™/m generando una
solucion acuosa con un pH inferior a 6. Las condiciones para el depoésito
electroquimico se obtienen imponiendo una intensidad de corriente (i) de 400 mA

durante un tiempo de 20 min.

El depdsito obtenido fue entrecruzado por inmersion de la pelicula generada en una
solucion de agente entrecruzante (GTA y GXL) de concentracion variable de 20, 30 o
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40 % durante un tiempo de 24 h. El depdésito es purificado con etanol grado analitico
durante 10 min, posteriormente el producto obtenido es separado del etanol y se
introduce en una solucién de glicina al 0.1 molL! por 5 min para neutralizar los
aldehidos sin reaccionar. Finalmente, se eliminan solventes agregando agua
desionizada a presion y después de un proceso de secado a 55°C por 24 h se obtiene

una pelicula de xerogel.

7.2.3.- METODO DE ENTRECRUZAMIENTO POR MECANOSINTESIS

Para la obtencion de hidrogeles por mecanosintesis se emplea un molino de alta
energia tipo vibratorio modelo SPEX8000D con dos contenedores (cada uno contiene
6 esferas de 1cm de diametro) de acero inoxidable. La reaccion se lleva a cabo
agregando a un contenedor 0.10 g de quitosano y el agente entrecruzante (GTA y
GXL) de concentracion variable (20, 30 y 40 %) durante un tiempo de operacion de 90
minutos. El producto obtenido es recuperado mediante lavados con etanol grado
analitico, evaporandolo en horno a 60 °C por 10 min. Posteriormente se introduce en
glicina al 0.1 molL? durante cinco minutos, para neutralizar los aldehidos sin
reaccionar. Se eliminan los solventes agregando agua desionizada y después de un
proceso de secado a 55°C por 24 h se obtiene un producto final de xerogel.

7.3.- OBTENCION DE QUITOSANO FUNCIONALIZADO

Se realiza la funcionalizacibn de quitosano con compuestos carbonilicos como
Piruvaldehido (figura 1.19) empleando un molino SPEX8000D en un contenedor de
polietileno con 3 esferas plasticos de 1.2 cm de diametro, en una relacion de 1:9 W/
de quitosano y aldehido a una concentracion de 40%, por un tiempo de molienda de
90 min. Posteriormente se lava con etanol y se seca en un horno a 60°C por 10 min,
se lava nuevamente con agua desionizada hasta pH constante y se seca a 55°C por
24 h.
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Figura 1.19. Mecanismo de funcionalizacion quitosano-metilglioxal.

De igual manera se obtiene un biopolimero a partir de la funcionalizacion de quitosano
en presencia de compuestos quirales, cuyas especies estén disueltas en un medio
electrolitico que contenga acido acético, usando un sistema electroquimico de tres
electrodos. Para dar seguimiento se emplea la técnica de voltamperometria ciclica
(VC) imponiendo la ventana de potencial de barrido determinada previamente. Con el
fin de generar un material con posibles aplicaciones como andamio para la

regeneracion de tejidos.

Los biomateriales resultantes fueron caracterizados. Los hidrogeles se consideran
estructuras tridimensionales que tienden a hincharse en presencia de agua o fluidos
bioldgicos, por lo que para comprobar la influencia del método de entrecruzamiento de
las cadenas poliméricas; asi como, la influencia del tipo y concentracion de agente
entrecruzante, se evalla el peso del xerogel y el peso del hidrogel hidratado a un

tiempo determinado.

Adicionalmente, se evalla el efecto de la funcionalizaciébn en la solubilidad del
producto. Se estudian, de igual manera, los productos por técnicas espectroscopicas
como, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) necesaria para
conocer la estructura quimica. También, se realizan pruebas de solubilidad de los

biopolimeros.
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Para evaluar las propiedades biomecanicas de los biomateriales bajo esfuerzo de corte
se utiliza un redmetro; para los ensayos de traccion, se emplea un sistema
electromecanico, usando los hidrogeles obtenidos. La preparacion de las muestras es

la misma en ambos casos.
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VIIl.- RESULTADOS Y DISCUSION
8.1.- CARACTERIZACION DE QUITOSANO Y QUITINA

Con el fin de encontrar un proceso 6ptimo de conversion de quitina procedente de
exoesqueletos de crustaceos en quitosano, se realizé un analisis comparativo del
método industrial propuesto por la literatura y métodos propuestos por el equipo de
trabajo con el fin de generar un mayor rendimiento en la conversion de dichas
especies, disminuir el consumo energético y de reactivos involucrados en dicho
proceso. Por tal motivo se le dio un seguimiento analitico a cada uno de los procesos

aqui planteados.

Cabe destacar que la metodologia debe ser llevada a cabo bajo condiciones
controladas con el fin de garantizar un producto con caracteristicas deseables como

peso molecular, coloracion y grado de desacetilacion.

(i) Método quimico heterogéneo.
Factores que fueron considerados en la reaccion de produccién de quitosano son:

a) Temperaturay tiempo de reaccion;

b) La concentracién de la solucion alcalina y la calidad del solvente

c) Relacion estequiométrica quitina /NaOH

d) Tamafio de las particulas de quitina

e) La atmosfera de reaccion (la presencia de oxigeno durante la
desacetilacion influye en la degradacion del polisacéarido y disminuye la

viscosidad y el peso molecular de los productos [97])

(i) Método de electrolisis forzada.

Se logro proponer un sistema electroquimico con el fin de generar condiciones optimas
de obtencidn de quitosano a partir de exoesqueletos de artrépodos, esta necesidad
sustentada, principalmente en los altos requerimientos energéticos del método

convencional (quimico), asociados indirectamente a la reaccion exotérmica derivada a
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la alta concentracion de NaOH y los requerimientos de grupos OH necesarios para el

proceso de desacetilacion.

Debido a esto se propuso un sistema electroquimico evaluando un arreglo simple de
dos electrodos empleando una placa de titanio como &nodo con una &rea geométrica
aproximada de 6 cm? y una malla de Ti-RuO2 como catodo, ambos electrodos fueron
limpiados previamente por abrasion fisica con una lija niumero 360 y 1500, y por
inmersion quimica en una solucion de acetona a bafio ultrasénico por un lapso de 5
min; posteriormente se conectaron a una fuente a potencial variable en una solucion
de HCl al 0.74% vlv.

(iii) Método de hidrdlisis acida por electrodepdsito.

Este sistema consta de un arreglo de 3 electrodos que consiste en una placa de titanio
como electrodo de trabajo, una malla de Ti-RuO2 como contra electrodo y un electrodo
de calomel como referencia; inmersos en un electrolito soporte de acido acético al 0.3N
donde previamente por inmersion de particulas de cascara de camaron se hidrolizo la
quitina presente a temperatura ambiente y agitacion constante a 200 rpm por 1 hora
imponiendo potenciales de reduccion de -1 a -1.5V.

Los procesos realizados se esquematizan en la figura 1.20.
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METODO DESPROTEINIZACION DESMINERALIZACION DESPIGMETNACION DESACETILACION

QUiMICO»

2h x
HCI1M |

26°C

200 rpm \

QUITINA

NaOH 4M
121°C y 15 Ib;

Etanol 24 h
200 rpm

N

TRITURACION

TITULACION|
POTENCIOM|

HCI 55°C
30v

Contraelectrodo
Ti-RuO2

E. Trabajo
HIDROLISIS Titanio
ELECTROD!

Deposito S

Figura 1.20. Esquematizacion de los procesos de obtencion de quitosano, Método Quimico — Método
Electroquimico.

8.1.1- TECNICAS ELECTROQUIMICAS
Se realizé el seguimiento del proceso mediante técnicas electroquimicas con el fin de

elucidar condiciones Optimas para el proceso, las cuales se describen en cada caso.

8.1.1.1.- TECNICAS POTENCIODINAMICAS (VOLTAMPEROMETRIA CICLICA)

Los estudios electroquimicos se realizaron empleando la técnica de voltamperometria
ciclica, los cuales fueron realizados con las condiciones descritas anteriormente
(Figura 1.21).
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Figura 1.21. Esquematizacion del Sistema electroquimico con un arreglo de 3 electrodos;
(rojo) E.T, (Negro) C.E. (Blanco) Referencia.

Los estudios realizados para la VC fueron hechos en una ventana de potencial de 4 a
-4V partiendo de un potencial de corriente nula; realizando un barrido tanto hacia
sentido anddico como hacia sentido catddico, a una velocidad de barrido de 0.025V/s.

El nimero de ciclos fue determinado segun la variabilidad de cada estudio.

En el primer caso se realizaron VC empleando Unicamente el electrolito soporte de
Acido Acético al 0.3 molL* efectuando los barridos en direccion anédica y catodica con

un numero de 10 ciclos.

En la figura 1.22 se muestra el voltamperograma de 10 ciclos en un sistema sin la
presencia de especies hidrolizadas de camardn, con una ventana de potencial de +4
a -4V, comenzando el barrido en direccion anddica partiendo de potencial de corriente

nula.
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Figura 1.22. Voltamperograma ciclico de acido acético 0.3 molL* a pH 4 sin especies hidrolizadas de camarén en
una ventana de potencial de +4V a -4V, a 25mVsdurante 10 ciclos (a), Aumento de resolucién en inicio de cada
ciclo (b) .

Se observa que en el sentido anddico para el primer ciclo existe un incremento en la
intensidad de corriente de oxidacion en aproximadamente 2.5V el cual continua hasta
4V alcanzando una intensidad de corriente de 1.1x103 A y al momento de invertir el
sentido del barrido de potencial al sentido catddico forma una especie meseta, con una
abertura de aproximadamente 0.8mA y un pico maximo a 1.1mA, lo cual es atribuido
a la oxidaciéon de especies presentes en el medio electrolitico, asi como el comienzo

de la formacién de la capa pasiva de TiO, sobre la superficie del sustrato de Ti.

La formacion de la capa de TiO2 se corrobora en cada incremento de ciclo donde la
reaccion de evolucién de oxigeno disminuye drasticamente lo cual se debe al
incremento en el paso de corriente por la superficie pasivada de titanio, esto se elucida
en el diagrama de pourbaix que se muestra en la figura 1.23. Donde, la aparicién del
ion acetato (CHsCOO") ocurre a pH mayores a 5 independientemente al potencial

impuesto.

En cuanto al sentido catddico se observan a partir de potenciales de 1.5 a -0.2V los
procesos reductivos de iones acetatos provenientes de la previa oxidacion; asi como
el cambio de pendiente en aproximadamente -0.35V debido al inicio de evolucion de
hidrogeno, lo cual se debe a la alta cantidad de energia impuesta.
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Figura 1.23. Diagrama de zonas de predominio del ion acetato 0.3 molL™.

En la figura 1.24 se muestran los voltamperogramas de 10 ciclos en un sistema sin la
presencia de especies hidrolizadas de camarén, con una ventana de potencial de -4 a
+4V, comenzando el barrido en direccion catddica hacia -4V partiendo del potencial de

corriente nula.

3.00E-03
ler Ciclo

5to Ciclo

2.00E-03 H

1.00E-03 A 10mo Ciclo

0.00E+00 A

< -1.00E-03 A

- B0 /\
—
—

-2.00E-03 - Y 4.00E-04 - /

iente (A

0.00E+00 y - — —
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-3.00E-03 A
-4.00E-04

-4.00E-03 -+

-8.00E-04
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Figura 1.24. Voltamperograma ciclico para acido acético 0.3 molL* a pH 4 en sentido catédico de +4V a -4V,
utilizando una velocidad de barrido 100mVs-! durante 10 ciclos.
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En este caso se observa que, para el primer ciclo el potencial a una corriente cero se
ubica en aproximadamente -0.28 V y posteriormente se puede apreciar una meseta en
la pendiente de la corriente faradica del barrido catédico en aproximadamente -0.57 y
-1.93 V alcanzando una intensidad de corriente de -1.7x103 A, la cual puede ser
atribuida a la reduccion de la especie acetato, seguido por la evolucién de hidrogeno
hasta el potencial de -4 V logrando alcanzar una intensidad de corriente de -6.7x103
A. En cuanto al sentido anddico, el proceso de reduccion de acetato se revierte al
momento de aparecer una meseta en la pendiente faradica del barrido anddico entre
los potenciales de -0.53 y 0.17 V con una intensidad de corriente de pico de 8.4 x10*
A.

Posteriormente en potenciales hasta 1.73 V y con una intensidad de corriente de 5.8
x10 A, se observa la pasivacién del metal de Ti (aparicién de la capa pasiva de TiOz),
seguida de la evolucién de oxigeno que incrementa hasta una intensidad de corriente
de 2.9 x102 A en el potencial de 4 V y que, al momento de regresar al potencial de
corriente nula, forma una especie de hombro de la misma manera que en la fig.1.22,
lo que, como se discutié previamente, se debe a la pasivacion del sustrato. En los
posteriores ciclos se percibe de manera menos marcada la reduccion del ion acetato
por lo que la evolucién de Hz se presenta a valores menos energéticos de -1.67 y -1.82
V para 6 y 10 ciclos respectivamente. El proceso de reversibilidad se muestra entre los
potenciales de -0.63 y -0.12 V, seguido por la pasivacion metalica del sustrato hasta
llegar a la minima evolucién de oxigeno; con intensidades de corriente de 1.4x103y

9.25x10* A para 6 y 10 ciclos, respectivamente.

Con ello es posible determinar los procesos oxidativos y reductivos que suceden en el
electrodo de Ti con el electrolito soporte controlando el sentido de induccion del
potencial, previo al proceso con especies hidrolizadas provenientes de la cascara de

camaron.

Con el fin de evaluar los procesos que se encuentran en las especies se realizaron VC
empleando el electrolito soporte evaluado previamente, pero ahora en presencia de
cascara de camaroén hidrolizada efectuando el analisis mediante barridos en direccion

anddica y catddica, con 10 ciclos.
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Para la evaluacion del medio hacia sentido anddico (figura 1.25) se puede visualizar
un desplazamiento de la evolucion de oxigeno a potenciales mas bajos de alrededor
de 0.2V; atribuyendo a la presencia de la cascara de camardén el aumento de la
resistividad del medio, alcanzando una méxima corriente hacia oxidacion con valor de
8x10“A y disminuyendo la corriente conforme se completa cada ciclo. Hacia
potenciales de reduccion se puede identificar un punto de cruce a un potencial
alrededor de -1V. Dicho cruce se asocia a los procesos de nucleacién y formacion de
nuevas fases electroquimicas, en el cual se considera la condicion inicial para llevar a
cabo el depdsito de una especie entre valores limites de la reduccion y oxidacion.
Adicionalmente a este proceso la evoluciébn de hidrégeno se ve desplazada a
potenciales mas energéticos de -0.8V, donde la intensidad de corriente aumenta con
cada ciclo.

0.0017

10mo Ciclo

ler Ciclo 5to Ciclo

0.0002

-0.0013 A

-0.0028 A

-0.0043 -

-0.0058 H

-0.0073 A

-0.0088 H

Corriente (A)

-0.0103 H

-0.0118 ~

-0.0133 H

-0.0148 -

-0.1 0.2 0.5

-0.0163 A

-0.0178 T T T T T T T T T T T T T T
-44 -38 -3.2 -26 -2 -14 -08 -0.2 0.4 1 1.6 2.2 2.8 3.4 4
Potencial (V)

Figura 1.25. Voltamperograma ciclico de &cido acético - cadscara de camardn a pH 4 en sentido anddico de +4V a
-4V, velocidad de barrido 25mVs?, 10 ciclos.

Para la evaluacion del medio hacia sentido catodico (figura 1.26) se observa para el
primer ciclo el potencial a una corriente cero se ubica en aproximadamente -0.31 Vy
posteriormente se puede apreciar una meseta en la pendiente de la corriente faradica

catddica en aproximadamente -0.35 y -1.5 V alcanzando una intensidad de corriente
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de -1.2x103A, atribuida a la reduccién de la especie acetato, traslapado con un
proceso a un potencial hacia reduccién de -0.5V; alcanzando corrientes maximas de -
2x10A, que se aprecian simultineamente a la evolucién de Hz hasta el potencial de -
4V, logrando alcanzar una intensidad de corriente en el primer ciclo de -1.6x102A y

disminuyendo con cada ciclo.

En cuanto al punto de nucleacion, se ve desplazado a potenciales de -1.5V y el proceso
reversible de la reaccion de acético-acetato se ve desplazado, mostrando la meseta
en la pendiente farddica anddica entre los potenciales de -0.24 y -1.55V con una
intensidad de corriente de pico de 1x103A. Posteriormente hacia potenciales mas
positivos a -0.4V, se observa la pasivacion del metal de Ti con una intensidad de
corriente de 2.4 x103A (apariciéon de la capa pasiva de TiO2) que se ve prolongada
debido a las especies debidas a la hidrolisis del camardn, traslapada con la evolucion
de oxigeno, que se incrementa hasta una intensidad de corriente de 2.4 x103A en el
potencial de 3.9V y que al momento de regresar al potencial de corriente nula, forma
una especie de abertura en forma de hombro, de la misma manera que en la fig.1.26,
lo que como se discutié previamente se debe a la pasivacion del sustrato. En los
posteriores ciclos se percibe de manera menos marcada la reduccion del ion acetato

por lo que la evolucion de Hz se presenta a valores menos energéticos.
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Figura 1.26. Voltamperograma ciclico de ac. acético - cadscara de camarén a pH 4 sentido catédico de -4V a +4V,
velocidad de barrido 100mVst, 10 ciclos.

Adicional a este estudio y con el fin de separar la reaccion de oxidacion de la evolucion
de oxigeno y la reaccion de reducciéon de la evolucién de hidrégeno, se realizé un
analisis partiendo del potencial a circuito abierto (OCP) hacia -3y +3 V en dos sistemas
por separado donde en la figura (1.27 a.) se presenta VC en sentido catodico
presenciando el punto de nucleacién a potenciales de -1.15 V y donde se puede
visualizar una disminucién de la corriente capacitiva con cada ciclo acortando la
corriente maxima en la evolucion de hidrégeno del proceso, a diferencia de los

procesos anodicos (figura 1.27 b.).

En el primer ciclo se puede observar que la evolucién de oxigeno ocurre a potenciales
de alrededor de 0.3V y se puede visualizar la pasivacion del electrodo de trabajo (Ti)
a un potencial de alrededor de 1.9V con una pérdida abrupta de la corriente a
potenciales de 2.9V donde se logré alcanzar corrientes de oxidacion maximas de

6.2x10A, con lo que la pasivacion afecté las corrientes maximas de los ciclos
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subsecuentes por la capa mas estable de TiO2 formada en el area activa del electrodo

logrando alcanzar Gnicamente corrientes de alrededor de 1x10-4A.
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Figura 1.27. Voltamperograma ciclico de 4cido acético - cascara de camaron a pH 4; a)sentido catédico de OCP a
-3V, b)sentido anddico de OCP a +3V ; velocidad de barrido 25mVs-?, 10 ciclos.

2.1 2.6 31

8.1.1.2.- TECNICA POTENCIODINAMICA POR CRONOPOTENCIOMETRIA.

De igual manera se realiz6 el seguimiento del proceso de depdsito de quitosano en la
superficie del catodo mediante una cronopotenciometria, este proceso se llevd a cabo
con laimposicion de corriente de 1 A hacia reduccién, empleando el sistema propuesto
por la metodologia para tal efecto (figura 1.28).

2 -

Potencial (V)

0 5 10 15 20 .25 30 35 40 45 50
Tiempo (s)

Figura 1.28. Cronopotenciometria de acido acético - cascara de camaron en sentido catédico imponiendo una
corriente de 1 A.
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En la figura 1.28 se evidencia la alteracion del potencial a medida que el depésito se
va acumulando, esto va aumentando la resistencia de la superficie del catodo hasta
un tiempo de 45 segundos en donde la superficie logra pasivarse por completo, lo cual
se debe a que la superficie del catodo fue cubierta en su totalidad por el quitosano,

como resultado del proceso (figura 1.29).

Anodo Ti-RuO:2

@ W & e !4'm51a..;'.;_.

Catodo Ti

Condicion ideal
debida a la
evolucion do H+

Figura 1.29. Representacion de la reaccion de desacetilacion y su correlacién con la evolucion de H*.

8.1.2— MICROSCOPIA

Los productos obtenidos en cada etapa del proceso se analizaron mediante el uso de
un microscopio Optico, estudiando la superficie de la muestra para corroborar
visualmente la distribucion de las fases en el material, dicho microanalisis se efectia

a 10X (imagen aumentada 10 veces) por medio de luz transmitida sobre la muestra.

Adicionalmente fueron debidamente caracterizados, por Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB). Empleando para tal efecto un Microscopio Electrénico de Barrido marca
JEOL modelo JSM-6300, aplicando para el andlisis de morfologia las siguientes

condiciones de uso:

e Voltaje de aceleracion Eo= 30 keV.

e Corriente de la condensadora= 9 [1x10° A]

e Modo de imagen en SEI (Electrones Secundarios)
e Distancia de trabajo (WD)= 15mm.

e Apertura=3 (600 um)
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La preparacion de las probetas consistié en montar sobre cita adhesiva de doble cara
de grafito, sobre un porta muestras de cobre cilindrico, una muestra representativa y

con un recubrimiento de oro mediante un sputtering por 3 minutos.
(i) Método quimico heterogéneo.

En la figura 1.30 se muestran los resultados del estudio realizado por microscopia
electronica de barrido, donde se pueden observar las muestras de quitina obtenidas
por el método de desproteinizacidén, desmineralizacion y despigmentacion quimica a
las que se sometio la cascara de camardn. En la figura 1.30 se logro identificar una
estructura tipo escama, lisa, que forma poligonos irregulares de alrededor de 150 a
200um de didmetro, que se logran asimilar a la estructura de la cascara de camaron.
También, se puede visualizar mediante 10 aumentos la degradacion del pigmento
parcialmente debido al ataque quimico con etanol. Esto se atribuye a que cada escama
se compone de un apilamiento longitudinal de capas (visibles a 100 aumentos) y que
a su vez entre capas se unen mediante una estructura fibrosa ordenada de
aproximadamente 0.5 um de espesor (visibles a 9,000 aumentos), limitando el area de

contacto con el solvente (Figura 1.30).
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Figura 1.30. MICI’OSCOpIa optlca (20X) y MEB realizada a quitina obtenida por metodo qU|m|co a 100 800, 2700 y

9,000 aumentos.

En la figura 1.31 se presentan las micrografias resultado de la caracterizacion
realizada a las muestras de quitosano obtenidas del proceso de desacetilacion quimica
heterogénea, donde se pudo identificar una estructura totalmente diferente
representada por particulas granulares (cuasi-esféricas) aglomeradas distinguiéndose
formas de surcos a 4000 aumentos. Esto es atribuido al proceso de desacetilizacion
del polimero (Figura 1.31). Cabe resaltar que la estructura es forzada a modificarse
perdiendo su ordenamiento, debido al ataque quimico concentrado con alcali y a la

asociacion de los procesos exotérmicos a los que se somete la quitina.
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Figura 1.31. Microscopia 6ptica (10X) y MEB de estructura de quitosano obtenido por método quimico a 50, 350,
400 y 4,000 aumentos.

8.1.3—- ESPECTROSCOPIA INFRARROJO
Con el fin de elucidar la composicion quimica de las especies resultantes, se realizaron

los analisis de los espectros infrarrojos (FTIR) de la cascara de camardn, quitina y

quitosano respectivo para cada método de obtencion.
(i) Método quimico heterogéneo.

El resultado del proceso de obtencion de quitosano mediante el método quimico
heterogéneo se presenta en la figura 1.32, donde se puede visualizar 3 espectros en
un intervalo de frecuencia de 4000 -400 cm en la forma de transmitancia vs. longitud
de onda. Las bandas de absorbancia observadas son generalmente grandes debido

al caracter macromolecular del compuesto y debido a las numerosas uniones
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intermoleculares de hidrogeno, que se manifiestan incluso en el estado sélido de la

muestra.

En todos los espectros infrarrojos se pueden observar las bandas tipicas del quitosano
a3290cmy 3285cm ! determinadas por estiramientos simétricos -OH y superpuestas
sobre estiramientos simétricos —NH. Asi como la aparicion del grupo -NH2 a 3215cm-
1, dichas bandas definiéndose en los espectros del quitosano, debido al proceso de
desacetilacion asociado al segundo pico de identificacion de la amina primaria (R-
NHz), corroborado con la disminucion del grupo carbonilo (C=0) que aparece a
1664cm* acompariado de la frecuencia de torsién -NH2 correspondiente a la quitina a
1574cm™,

También se aprecian las bandas de estiramiento C-H en el intervalo de 2800cm™ a
3000 cm debido al proceso de desacetilacion, las bandas 1372cm™ y 1375cm son
determinadas por grupos (-CHzs), las bandas del grupo piranésico a 1077cm™ vy
estiramientos simétricos C-O a 1074cm, el estiramiento C-O-C glucosidico se ve a

las frecuencias 705 y 556cm™.

—— Camaron
— Quitina
—— Quitosano

I T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Long onda (cm-1)
Figura 1.32. Espectro Infrarrojo de las especies resultantes del proceso de sintesis de quitosano por método

quimico (Cascara de camarédn(azul) —quitina(rojo) —quitosano(negro)).
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(i) Método electrdlisis forzada.

Por otro lado, para el proceso electroquimico, en la figura 1.33 se presentan de igual
manera los espectros infrarrojos comparativos de cada etapa del proceso, donde se
pueden observar las bandas tipicas del quitosano a 3290cm™t y 3285cm*
determinadas por estiramientos simétricos -OH y superpuestas sobre estiramientos
simétricos -NH, a 3215cm?, dichas bandas se sobreponen en una sola en los
espectros del quitosano, debido al proceso de desacetilacion, en contra parte se
corrobora la desacetilacion con la disminucion del grupo carbonilo (C=0) que aparece
a 1664cm* acompafiado de la frecuencia de torsién -NH2 correspondiente a la quitina
a 1574cm?,

Las bandas del grupo piranésico a 1077cm y estiramientos simétricos C-O a 1074cm-
1, el estiramiento C-O-C glucosidico se ven a las frecuencias 705 y 556cm donde, se
puede distinguir un mal proceso de desproteinizacion debido a la semejanza entre los

espectros de quitina y cascara de camaron.

—— Quitosano
— Quitina
—— Camaron

I T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Long de onda (cm-1)

Figura 1.33. Espectro Infrarrojo realizado a los productos de la sintesis de quitosano por método de electrdlisis
forzada (Céscara de camardn (negro) —quitina (rojo) —quitosano (azul)).
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(iif) Método de hidrolisis acida con electrodeposito.

En este sistema se caracterizé el depodsito sélido obtenido en la solucién con el fin de
encontrar si la especie precipitada se trataba de quitosano, al identificar las bandas del
espectro infrarrojo (figura 1.34) se puede apreciar una banda muy cercana a 2920 cm-
1, atribuida a la vibracién tensién del C-H; las caracteristicas mas importantes en este
espectro es la atribucién de los picos localizados en la regiéon de 1650 y 1540 cm™t que
corresponden a las bandas de amida | y amida Il respectivamente que se pueden deber
al proceso de desacetilacion o la generacion de depositos asociados a las proteinas
presentes en la materia prima, mientras que la banda ubicada cerca de 1380 cm™
corresponde a la deformacién simétrica de los grupos CHs y la ubicada en 1052 cm™
representa el enlace débil C-N y banda C-O. El estiramiento C-O-C glucosidico se ve
alas frecuencias 705y 556 cm™.

T T /\ TN

—— Camaron [ ] \|
— Quitosano Ac.Acetico ||

4000 3500 3000 2500 2000 7500 7000 500
Long. Onda (cm-1)

Figura 1.34. Espectro Infrarrojo de los productos obtenidos mediante el método de hidrdlisis acida
(Céscara de camaron(azul) —quitosano (rojo)).

El proceso refleja una superposicion de especies que posiblemente se deba a la
precipitacion de proteinas presentes en el medio debido a la desproteinizacion
incompleta, esto atribuido a la ausencia de la etapa de purificacion previas dentro del

proceso planteado que limite las especies presentes en el electrolito soporte.

Comparando los tres métodos se puede identificar que el proceso quimico presenta

una mayor amplitud en la banda debida al modo de vibracion del enlace amina (N-H)
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a los 1421-1574 cm* en comparacién con el método de electrélisis forzada, la amplia
intensidad presente en el espectro infrarrojo respectivo al método de hidrdlisis acida,
se asocia a la presencia de proteinas que aportan una gran cantidad de grupos amina
que enriquecen el producto. Se puede identificar que la influencia de método de
sintesis de quitosano radica principalmente en la etapa de purificacion del proceso
reduciendo interferencias en la caracterizacion quimica y la produccion de

subproductos que pueden resultar dentro del proceso.

8.1.4— DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)
Para llevar a cabo la evaluacion, una muestra de cada paso del proceso de obtencion

del quitosano fue analizada por DRX, la indexacion del espectro de difraccion se
realizé con la ayuda del software MATCH 3! que incluye la base de datos COD-Inorg
(Power Diffraction Data Base).

(i) Método quimico.

Los resultados debidos al método quimico de la fase encontrada se muestran en el
siguiente difractograma (Figura 1.35). Donde se puede observar un pico principal de
gran intensidad a 20= 19,5° y un pico secundario en 20=10°, en todos los
difractogramas, pero con una menor intensidad en los difractogramas de quitosano
comparado con el presentado por la quitina; sin embargo, la intensidad de los picos
muestra cristalinidad en la quitina y en la especie primaria de quitosano. Todas las
muestras presentan espectros similares a los reportados en la literatura [98, 99, 100].
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Figura 1.35. Andlisis comparativo de quitina —quitosano producto del método quimico por DRX.

(i) Método de electrolisis forzada.

De igual manera se realizd el andlisis por difraccion de Rayos X para el proceso
electroquimico (figura 1.36). Donde, para la quitina se identificd un pico principal a 20=
22.5° y un pico secundario a 20= 10° donde se puede identificar la fase alfa quitina
asociada a su ordenamiento que refleja su grado de cristalinidad debido a la baja
anchura de sus picos. En cuyo caso dicho comportamiento se ve modificado para el
quitosano que muestra un pico principal a 20= 25° y un pico secundario en 20=10°,
estos picos presentan un ancho de mayor grado con respecto al de quitina, atribuido
a la formacion de una fase amorfa de quitosano debido a las condiciones heterogéneas

del proceso, asemejandose al proceso de desacetilacion quimica heterogénea.
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Figura 1.36. Analisis comparativo de quitina —quitosano producto del método de electrdlisis forzada por DRX.
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(iii) Método de Hidrolisis Acida.

De igual manera se realiz6 el analisis por difraccibn de Rayos X para el proceso
electroquimico efectuado mediante el método de hidrdlisis acida (figura 1.37). Donde,
se visualizan diferente comportamiento cristalino, los mismos que obedecen a
diferentes especies, principalmente se puede ver picos que interfieren a 20= 37 y 39°
gue se atribuyen a especies de proteinas que al no efectuarse un método de
purificacion previo y la presencia de cationes se asocian al depdsito del producto y

como especie secundaria en 20=10° y 33°, donde se identifica la fase alfa quitina
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predominando sobre una fase amorfa de quitosano debido a las condiciones del

proceso.

1000
950 Cascara de camaron
500
850 4
2004
750 4
700 4
650 -
500 -]
550
500
450
400 4
350 4
3004
250
200
150 4
100 4

1 N b hM ,MMWMMAWMMMMM il ety

1000

] @ [96-901-4308] C2 H5 N O Acetamide
[96-150-1777] C& H13 N 05 chitine

800 @ [95-200-8185] C2 H4 02 Acetic acid

850+
800+
7504
700+
650
600

500
450 |
400
350
300
2504

200 °
o

o o ©
CIW o AT
] . nmnn‘ﬂ’ il Aﬂ ] i /\Mﬁf\ﬂln M,I,\MJ’LMF\M A

T T
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 50.00 100.00 110.00
Co-Kal (1.788010 A) Ztheta

Figura 1.37. Andlisis comparativo de cascara de caAmaron —quitosano producto del método de hidrdlisis &cida por
DRX.

8.1.5- DETERMINACION DE PESO MOLECULAR Y VISCOSIDAD

Los parametros viscosimétricos se midieron a 25 £ 0.05 -C utilizando un viscosimetro
capilar Ubbelohde C529 con un diametro capilar de 0,63 mm, en un bafio Maria a
temperatura controlada. La determinacion experimental de la viscosidad intrinseca, por
extrapolacion, se realizé cronometrando el flujo de las diferentes concentraciones de

quitosano y el flujo de la solucién madre inicial de acido acético 0.1M. Los valores del
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tiempo de flujo presentes en la tabla 1.4, fueron empleados para determinar los valores
de viscosidades intrinsecas empleando el método grafico (Figura 1.38) [101],
correspondiendo al promedio de al menos tres mediciones de tiempo con variacion
menor al 0.09% entre ellas. Para determinar el valor del peso molecular se empled la
ecuacion de Mark-Houwink con los valores de a de 0.93 y K de 0.00181 (mL/g) [102].

Tabla 1.4. Resultados de andlisis viscosimétrico a25°C en Acido Acético de quitosano

Concentracion(g/ Tiempo Viscosidad Viscosidad Viscosidad
mL) (segundos) relativa especifica reducida
0.003 2741.1 4.346 3.346 1115.443
1.00E-03 1214.9 1.926 0.926 926.364
5.00E-04 958.59 1.520 0.520 1039.910
1.00E-04 706.07 1.120 0.120 1195.554
0 630.67 1.000 --- ---
1200
900
y =-296149x + 1211.9
©
@ 600
[y
300
0
0.0E+00 2.0E-04 4.0E-04 6.0E-04 8.0E-04 1.0E-03

[c] g/mL

Figura 1.38.Analisis representativo de Huggins a 25°C en Acido Acético para quitosano.

Se puede determinar mediante la pendiente del grafico el valor de la viscosidad
intrinseca que proporciona el volumen especifico efectivo del polimero y depende del
tamafo y forma de la molécula de quitosano y la relacion de soluto-solvente cuyo valor
obtenido fue de 1211.9 mL/g. De igual forma con ayuda de la ecuacién de Mark
Houwink se logré determinar el peso molecular promedio viscoso del polimero,
obteniendo un valor de 1,837,758.324 g/mol para el quitosano producto del proceso

electroquimico.
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8.2.- CARACTERIZACION DEL HIDROGEL

El desarrollo de hidrogeles basados en la reacciéon de entrecruzamiento entre el
quitosano y agentes reticulantes de tipo dialdehidos ha sido empleado en un gran
namero de investigaciones [103, 104, 105], con aplicaciones muy diversas por tratarse
de un material natural altamente biocompatible y biodegradable; sin embargo, los
estudios que describen las capacidades de estos hidrogeles son escasos [106]. Por
estas razones, y con la finalidad de comprobar la actividad entrecruzante del quitosano
extraido de la cascara de camardn, se prepararon hidrogeles de quitosano con
distintas proporciones de agente entrecruzante para estudiar sus propiedades

quimicas, fisicas y mecénicas.

La sintesis de los hidrogeles de quitosano (Q) se realizd de acuerdo al procedimiento
descrito previamente (tabla 1.5), manteniendo constante la concentracion de
quitosano, y variando tanto las relaciones de agente dialdehido como las condiciones
energéticas del proceso, con la finalidad de estudiar el efecto que puede presentar
sobre las mismas la cantidad de agente entrecruzante empleado, el pH en el que se

desarrolla la reaccién, la temperatura y, ademas, el medio usado para el proceso.

Tabla 1.5. Condiciones de reaccién de la sintesis de hidrogeles de CS

[CS] Sl Agente Conc. De Agente Método de
Entrecruzante Entrecruzante Entrecruzamiento
20 %
Glioxal 30 %
40 % L
>0 % Quimico
Glutaraldehido 30 %
- 40 %
Ac. Acéetico 20 %
Glioxal 30 %
40 % ..
3% T O/Z Electroquimico
Glutaraldehido 30 %
40 %
20 %
Glioxal 30 %
. 40 % . .
Ninguno >0 O/Z Mecanosintesis
Glutaraldehido 30 %
40 %
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8.2.1- CARACTERIZACION DE HIDROGELES (MEDIO QUIMICO CONVENCIONAL)

En esta seccion se muestran los analisis quimicos realizados a los productos obtenidos
(hidrogeles) del proceso de entrecruzamiento. Asimismo, se muestran resultados de
caracterizacion electroquimica, de absorcién de agua y material soluble; cuando se
utilizé entrecruzantes de glioxal, glutaraldehido y butanodiona cada uno al 20, 30 y

40% en concentraciones.

8.2.1.1.- DETERMINACION QUIMICA ESTRUCTURAL DE QUITOSANO POR F-TIR

En la Figura 1.39 y 1.40 se muestran los conjuntos de espectros obtenidos por FT-IR
al analizar las muestras de los hidrogeles con diferentes concentraciones de

entrecruzante (glioxal y glutaraldehido) asi como el espectro de quitosano puro como

referente (espectro negro).

M/V

—— Q-Glioxal-40%
—— Q-Glioxal-30%
—— Q-Glioxal-20%
— Quitosano

== '~

4000 3500 3000 2500 2000 1500 7000 500
Long. de Onda [cm-1]

Figura 1.39. Espectro Infrarrojo evaluando concentracion de agente entrecruzante mediante entrecruzamiento
quimico de quitosano (negro), Q—GXL 20% (rojo), Q-GXL 30% (azul) y Q-GXL 40% (verde).

En la Figura 1.39 se observan, de manera general, diferentes intensidades de las
bandas correspondientes a la vibracion del grupo imina (C=N), una nueva banda de
vibracién de tensiéon a 1608 cm™ generada en el entrecruzamiento y estiramientos de
los enlaces carbono hidrogeno (C-H) del quitosano y glioxal localizadas alrededor 2950

cm! respectivamente.
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Por otro lado, se observd que la reaccion de entrecruzamiento por glioxal 6ptima se
presentd en una concentracion de GXL al 30%, donde las bandas de vibracion del
grupo imina y las bandas de los enlaces carbono hidrégeno son mas intensas debido
al mayor grado de entrecruzamiento que sufre la estructura del quitosano. En el caso
en el que se emplea una concentracion al 20% de agente entrecruzante, este limita la
reaccion de entrecruzameinto, resultando en una estructura fluida, poco consistente.
En cuanto a la concentracion de 40% de glioxal la estructura presenta una cantidad
exceso de agente entrecruzante sin reaccionar, provocando una disminucion en las
bandas atribuidas al proceso de entrecruzamiento, comparandolo con el proceso a
30%. De manera general en las tres muestras analizadas se observo que la banda
alrededor de los 3100 a 3550 cm™ perteneciente al grupo —OH, el cual solapa a los
grupos —NH2 en el espectro del quitosano es débil en el xerogel. El contenido
relativamente bajo de grupos amino (-NH2) en la estructura polimérica del
biocompuesto se puede atribuir a la formacién de bases de Schiff entre el grupo amino
y los grupos aldehido, indicando el entrecruzamiento entre los —NH2 con el agente
entrecruzante (glioxal). Sin embargo, el biocompuesto Q-GXL aln conserva un buen
contenido de grupo amino que puede desempefiar un papel importante en la

adsorcion.

—— Q-Glutaraldehido-40%
—— Q-Glutaraldehido-30%
— Quitosano

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Long. de Onda (cm™)

Pagina 94 de 133



Figura 1.40. Espectro Infrarrojo evaluando concentraciéon de agente entrecruzante mediante entrecruzamiento
quimico de quitosano (negro), Q-GTR 30% (rojo) y Q-GTR (azul).

Se puede visualizar que el entrecruzamiento de quitosano con glutaraldehido (figura
1.40) muestra una disminucién en la banda localizada a 1572 cm™1, lo que indica la
formacion de enlaces imina debido a la reaccion de reticulacion de los grupos amino
libres del quitosano con los grupos aldehidicos de GTR. La ausencia de pico en la
region de 1740-1720 cm™ indica la ausencia de un grupo aldehido en el producto
reticulado y, por lo tanto, cualquier GTR residual sin reaccionar se puede observar en
la presencia de una banda fuerte a 1660 cm ~ ' que se puede atribuir a la formacién de
enlaces imina debido a la reticulacion. La reticulacidon del quitosano con GTR resulta
en productos que muestran una absorcion reducida para los picos de vibracion de
estiramiento O—H y N-H, se desplaza la vibracion de estiramiento C — N a 1438 cm™
a 1406 cm™. Finalmente, los picos de quitosano a 1363 cm™y 1155 cm™ desaparecen,
lo que indica que los dos picos pueden verse obstaculizados por la estructura

reticulada del quitosano con glutaraldehido.

8.2.1.2.- CARACTERIZACION CRISTALOGRAFICA POR DRX

Adicionalmente se analiz6 el cambio de la estructura del quitosano antes y después de
la reticulacion con glioxal y glutaraldehido mediante DRX en polvo, que es una
herramienta probada para estudiar las disposiciones de la red cristalina y proporciona

informacion muy util sobre el grado de cristalinidad de la muestra.
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—— quitosano

—— Glioxal 40%
—— Glioxal 30%
—— Glioxal 20%
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Figura 1.41. Difractograma comparativo de productos del entrecruzamiento quimico de Quitosano (negro),
Quitosano — GXL 30% (rojo), Quitosano-GXL (azul) y Quitosano-GXL (verde).

En los espectros DRX del polvo de quitosano reticulado mediante glioxal presentes en
la figura 1.41, se visualiza el pico agudo caracteristico a 20 =23 °. En el diagrama del
quitosano reticulado con glioxal, la intensidad de este pico caracteristico se debilita y
a su vez el ancho de pico de quitosano aumenta, esto es caracteristico a la
modificacion de la estructura resultante y es indicativo de la modificacion estructural
debido al proceso de entrecruzamiento (visible en el ensanchamiento de los picos).
Esta caracteristica se puede atribuir por una disminucién en el nimero de grupos -NH2

en la cadena polimérica del quitosano tras la modificacién de la base de Schiff.
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— Glutaraldehido 40%
N —— Glutaraldehido 30%
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Figura 1.42. Difractograma comparativo de productos del entrecruzamiento quimico de Quitosano (negro),
Quitosano — GTR 30% (rojo) y Quitosano-GTR (azul).

El patrén de difraccién del quitosano en este estudio muestra un pico de difraccion
nitido a 26 = 23°, revelando una estructura de mayor ordenamiento para el quitosano
puro. Sin embargo, con respecto a Q-GTR, este pico caracteristico en 26 = 23°
desaparece, y aparece un pico muy débil y ancho centrado en 26 = 25° (Figura 1.42).
Esta diferencia en los patrones de difraccién entre el quitosano y el Q-GTR debe
atribuirse a la reaccion de entrecruzamiento entre el quitosano y el glutaraldehido. De
acuerdo con el resultado de estudios previos, el ordenamiento del compuesto
reticulado disminuye por la reticulacion debida a la cadena del dialdehido [107]. Esto
podria atribuirse a la deformacion del fuerte enlace de hidrogeno en el quitosano
original debido a la sustitucion de grupos hidroxilo y amino, que destruyeron
eficientemente la regularidad del empaquetamiento de las cadenas de quitosano
originales y dieron como resultado la formacion de quitosano entrecruzado con un

mayor grado de desorden en su estructura tridimensional.
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8.2.1.3.- DETERMINACION DE LA RAPIDEZ DE ABSORCION DE AGUA

En las Figuras 1.43 se muestran los comportamientos de la absorcion de agua para
cada compuesto entrecruzado (Q-GXL), en funcién del tiempo en una atmaosfera con
humedad relativa controlada del 100% de humedad. Cabe mencionar que los
productos resultado del proceso de entrecruzamiento quimico mediante el agente
glutaraldehido (Q-GLT) presentaron una solubilidad alta en la solucion empleada para

tal prueba, por tal motivo no se presenta resultado aparente.
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Figura 1.43. Absorcion de agua de hidrogeles de Q-GXL al 20% (naranja), 30% (verde) y 40% (negro) en
atmasferas con humedad relativa controlada.

Los hidrogeles de quitosano entrecruzados al 20, 30 y 40% presentan un porcentaje
de agua absorbida relativamente altos llegando a sus maximos valores de absorcion
a un tiempo de 120, 90 y 40 minutos respectivamente. En los hidrogeles de Q-GXL

entrecruzado al 40%, el contenido de agua absorbida es mayor siendo este de 235.9%
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en comparacion con el del 20 y 30% llegando a un maximo de absorcion de 94.18 y
111.18% en peso; no obstante, la tendencia observada en las curvas es semejante
llegando a rapidez de absorcién de 0.056%/min, 0.07%/min y 0.16%/min para hidrogeles de
Q-GXL entrecruzados al 20, 30 y 40%, respectivamente.

8.2.1.4.- DETERMINACION DE ADHERENCIA

Se realizaron las pruebas de adherencia en un dispositivo de elongacion manual
adaptado a una béscula digital, con el fin de identificar el esfuerzo de ruptura del
polimero soportado en dos placas de cristal. Los resultados son presentados en la
Figura 1.44 para el glioxal.
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Figura 1.44. Esfuerzo de ruptura de Q-GXL, al 20% y 30% de entrecruzante.

Se puede visualizar la presencia de adherencia en Unicamente dos de los tres
compuestos obtenidos, siendo estos los de 20 y 30% de agente glioxal, esto atribuido
a que la baja concentracién permite generar menos reticulacion en la cadena principal

del quitosano, que a su vez repercute en la dureza del material.

8.2.2—- CARACTERIZACION DE HIDROGELES OBTENIDOS POR ENTRECRUZAMIENTO
MEDIANTE EL METODO ELECTROQUIMICO

En esta seccién se muestran los analisis realizados a los productos obtenidos
(hidrogeles) del proceso de entrecruzamiento mediante meétodo electroquimico.

Asimismo, se muestran resultados de caracterizacion electroquimica, de absorcion de
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agua y material soluble; cuando se utilizan entrecruzantes de glioxal y glutaraldehido

cada uno al 20, 30 y 40% en concentraciones, bajo la técnica de cronopotenciometria.

8.2.2.3.- CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE HIDROGELES

Enla Figura 1.45 se muestra la respuesta electroquimica de la evaluacién de la cinética
de la reaccion al imponer un potencial de 10 V en un medio de Q-Ac. Usando como

electrolito soporte acido acético.
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Figura 1.45. Cronoamperograma del sistema Ti|Q-Ac Acético|Ti-Rqu . E=10V.

De acuerdo a los resultados se observa que el proceso electroquimico tiene una carga
capacitiva en el primer minuto, posteriormente se aprecian fluctuaciones de corriente
de 0.7 — 0.5 A enintervalos de 0.5 a 1 minuto, asimismo, durante el proceso se aprecia
visualmente burbujeo debido a la evoluciéon de hidrégeno; lo cual puede asociarse a
los cambios de corriente observados debido a la variacion de la superficie del electrodo
al formarse burbuja en la superficie. Por lo que se determina que durante la REH se

estan llevando a cabo reacciones de acoplamiento quimico, las cuales generan como
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producto el deposito de una pelicula de hidrogel sobre el sustrato de Ti, por lo que para
las siguientes evaluaciones se consideran las corrientes a -500 mA, -600 mA y -700
mA.

En la Figura 1.46 se exhiben las respuestas potenciométricas de reduccion para la
evaluacion termodinamica del sistema Ti|Q-Ac. Acético|Ti-RuOz2, para determinar los
distintos procesos que se llevan a cabo bajo las corrientes de -500 mA, -600 mA y -
700 mA.
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Figura 1.46. Cronopotenciograma del sistema Ti|Q-Ac Acético|Ti-Rqu ; i=-500mA (rojo), -550mA (azul), -
600mA (negro), -650mA (amarillo) y -700mA (verde).

De acuerdo a la figura se observa que existen diferentes procesos acoplados a la
evolucion de hidrégeno los cuales se consideran quimicos-electroquimicos (Q-EQ),
debido a que la REH limita el depdsito del hidrogel de quitosano en la superficie del
area electroactiva; lo cual, favorece la protonacion del grupo amina de las cadenas de
quitosano en la superficie del catodo. Como primera respuesta potenciométrica a -
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500mA se observa un proceso que se lleva a cabo a -8 V el cual da un cambio abrupto
a partir del tercer minuto de inicio de la reaccion manteniendo un voltaje de 10 V hasta
el minuto 9 donde sufre una caida de potencial nuevamente a 8.2 V atribuido a una
deficiencia energética interrumpida por procesos de REH. Sin embargo, se obtuvo una
pelicula de hidrogel muy delgada como depdsito; el segundo caso a -550mA el proceso
se eleva por encima de -10V aumentando el proceso de evolucion de hidrégeno
aumentando el volumen del depdsito en el sustrato; a -600mA se identifica un proceso
fluctuante que inicia a 8.2V he incrementa a los 2 minutos del proceso a 9V, sufriendo
una caida de potencial constante a partir de los 7 minutos de iniciar el proceso hasta
un potencial final de 7V, dicho proceso se atribuye Unicamente a procesos de REH
que repercutiendo en una casi nula presencia de depdésito en el catodo, donde, debido
a la cantidad de corriente a -650mA la reaccion logra sobrepasar los 10 V hasta un
tiempo de 4.5 minutos de inicio de la reaccién, donde desciende constantemente hasta
un potencial de 7.3 V. Finalmente a -700mA se observa un proceso que se eleva por
encima de los 10 V hasta un tiempo de 9 minutos donde presenta una perturbacion
hasta terminar el proceso atribuida a la resistencia del depdsito que cubre el area
electroactiva; dando como resultado visualmente una mayor generacion de pelicula

depositada en la superficie del catodo.

Adicionalmente se realiz6 un estudio por espectroscopia de impedancia
electroquimica con el fin de obtener las resistencias al flujo eléctrico del material y asi
mismo, la conductividad que posee tanto el quitosano como los productos del
entrecruzamiento (Q-GXL y Q-GTR). Asumiendo que las reacciones que se llevan a
cabo en el electrodo obedecen a dos procesos; uno debido a la doble capa que se
genera en la interfase y que recuerda el comportamiento de un condensador, y el otro
corresponde a la transferencia electrénica a través de la interfase que se produce

como un proceso faradaico [108].

Obedeciendo esta teoria, se asocié el comportamiento del depdsito de quitosano con
respecto a los resultados de los graficos de la figura 1.48 y 1.49. Donde la reaccion
electroquimica se puede representar por medio del circuito equivalente propuesto por

Randles [109]. Debido a que este sistema se ajusta a un mecanismo de reaccion ion
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dipolo, y se requiere de un proceso de polarizacion electroquimica para llevarse a
cabo. Este circuito consta de una resistencia 6hmica de la disolucion entre los
electrodos de trabajo y de referencia (Rgq); una capacitancia interfacial (CoL), que es la
capacidad de la doble capa eléctrica en la interfase; y una resistencia de transferencia
de carga (Rp), la resistencia de polarizacion en la interfase electrodo-disolucion (figura
1.47).

CDL%,L
Rﬂ
—AAA-
R
L

Figura 1.47. Circuito equivalente para un sistema electroquimico sencillo [110].

500 Ra (Ra + Rlp)
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Figura 1.48. Diagrama de Impedancia Nyquist del sistema Ti|Q-Ac Acético|Ti-RuO: .
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Figura 1.49. Diagrama de Impedancia Bode del sistema Ti|Q-Ac Acético|Ti-RuO- .

De acuerdo al andlisis de los espectros presentados los diagramas de la figura 1.48 y
1.49 para el depdsito de quitosano bajo el modelo Randles permitio la extraccién de
los valores de Ra y Rp para el sistema siendo estos de 100.76 y 16,007.61 Q
respectivamente, de igual manera se obtuvo el valor del CoLy el w®max cuyos valores
son de 138.15 pF y 0.453 Hz.

Adicionalmente y comprobando la correspondencia del modelo propuesto se realizo el
calculo iterativo de convergencia mediante un equipo AUTOLAB model PGSTAT 30 el
software NOVA 2.0.1 adquiriendo los valores reportados en el la figura 1.50, donde se
puede corroborar la relacion con los valores obtenidos mediante los gréaficos de Nyquist
y Bode para este caso. Se puede visualizar en la representacion de Nyquist (figura
1.48) un semicirculo deprimido asociado al recubrimiento organico sobre el electrodo
de trabajo, el proceso presenta una resistencia considerable (16 KQ) atribuida al
proceso de transferencia de carga (Rp) esto corroborando la formacién de una pelicula
que inhibe la conductividad del proceso, la rugosidad de este depdsito o baja
homogeneidad del electrodo sélido metalico se puede ver debida a la presencia de un
gradiente de tipo -dlog |Z| / dlog f con valores inferiores a la unidad. Adicionalmente,
se observan en el diagrama de Bode (figura 1.49) regiones no lineales a bajas
frecuencias, lo que se debe normalmente a procesos regidos por la difusion de

especies del seno de la solucion a la superficie electroactiva.
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Dicho proceso de migracion de especies del seno de la solucion al area electro activa
oscila alrededor de los 100 Q. Se puede observar un proceso capacitivo cuya
frecuencia 6ptima se encuentra alrededor de los 1.3Hz. Dicho proceso es de una
capacitancia baja (138-162 Q) lo que se atribuye a la dependencia del proceso
electroquimico al proceso quimico en cuyo caso es optimizado por la evolucion de
hidrogeno y a la ausencia de un agente ligante. Donde de igual manera se verifico la
tendencia del error atribuido a este circuito con el proceso constatando la aleatoriedad.

Co= 162 uk

Figura 1.50. Circuito sencillo [R(RC)] para el sistema Ti|Q-Ac Acético|Ti-Rqu.

En los procesos asociados a los productos entrecruzados mediante agentes GXL y
GTR se visualizan las reacciones electroquimicas representadas por medio del circuito
equivalente propuesto por Cole-Cole (Figura 1.51) propuesto para un sistema de un
metal recubierto por un polimero no conductor [111, 112]. Dicho circuito permite
interpretar el proceso clave de la sintesis electroquimica que se centra en el agente
entrecruzante, el cual genera un recubrimiento organico en el electrodo de trabajo
pasivando la superficie del mismo, inhibiendo las reacciones en la doble capa y
aumentando la resistencia sobre la superficie del mismo. Dicha distribucién consiste
en una resistencia 6hmica de la disolucion entre los electrodos (Ra), la capacidad de
la doble capa eléctrica en la interfase (CoL); y una resistencia de transferencia de carga
en la interfase electrodo-disolucion (Re). Adicional a este esquema se debe asociar la

capacidad del recubrimiento (Cc) y la resistencia debida al poro (Rro).
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Figura 1.51. Circuito equivalente para la corrosién de un metal recubierto [110].

Lo que resulta en el correspondiente diagrama de Bode y Nyquist (Figura 1.52 y 1.53)

asociados al comportamiento del quitosano entrecruzado con glioxal.
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Figura 1.52. Diagrama de Impedancia Nyquist del sistema Ti|Q-GXL|Ti-Rqu.
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Figura 1.53. Diagrama de Impedancia Bode del sistema Ti|Q-GXL|Ti-RuO> .

De acuerdo a los diagramas de la figura 1.52 y 1.53 para el depdsito de quitosano
entrecruzado con agente de tipo glioxal, se obtuvieron los valores de Ra y Rp para el
sistema siendo estos de 151.78 y 6,181.71 Q respectivamente. De igual manera se

obtuvo el valor del CoLy el wmax cuyos valores son de 100 pF y 0.614 Hz.

Igualmente se realiz6 la convergencia simulada mediante analisis computacional del
modelo propuesto encontrando los valores reportados en la figura 1.54, donde se pudo
corroborar que el componente de tipo Warburg (n=0.5) asociado a la presencia de una
pendiente de 45° en el gréafico de Nyquist (figura 1.52) muestra una disminucion a la
transferencia de carga en el proceso asociado a una etapa difusiva dentro del sistema
propuesto. Adicionalmente, se puede ver una tendencia logaritmica en el diagrama de
Nyquist (figura 1.52), esto se atribuye al aumento de la frecuencia asociado al aumento
de impedancia que obedece una disminucion en la permeabilidad del depdsito en la
superficie del electrodo de trabajo. De igual manera se asocian procesos difusivos a la
baja linealidad del diagrama de Bode (figura 1.53) a frecuencias bajas. También, se
puede visualizar una perturbacion asociada al depdsito, que sumado al agente
entrecruzante mantiene la integridad de este depdsito afectando el proceso, lo que
genera un desfase (figura 1.53). De igual manera, se logré corroborar la tendencia

oscilante del error asociado a la convergencia del modelo.
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Figura 1.54. Circuito para un polimero no conductor [R(RC|WR])] para el sistema Ti|Q-GXL|Ti-Rqu .

Con los datos obtenidos se elaboraron los diagrama de Bode y Nyquist (Figura 1.55y
1.56) asociados al comportamiento del quitosano entrecruzado con agente de tipo
Glutaraldehido.
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Figura 1.55. Diagrama de Impedancia Nyquist del sistema Ti|Q-GTR|Ti-Rqu.
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Figura 1.56. Diagrama de Impedancia Bode del sistema Ti|Q-GTR|Ti-RuOz.

De acuerdo a los diagramas de la figura 1.55 y 1.56 para el depdsito de quitosano
entrecruzado con agente de tipo glutaraldehido se obtuvieron los valores de Ra y Rp
para el sistema siendo estos de 168.85y 4471.52 Q respectivamente, de igual manera

se obtuvo el valor del CoLy el w®max cuyos valores son de 109.81 pFy 1.25 Hz.

De manera similar, se realizd la convergencia simulada mediante andlisis
computacional del modelo propuesto encontrando los valores reportados en la figura

1.57 a partir del modelo de Nyquist (figura 1.55).
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Figura 1.57. Circuito para un polimero no conductor [R(RC|WR])] para el sistema Ti|Q-GTR|Ti-Rqu.
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Este esquema (figura 1.57) presenta de igual manera un componente tipo Warburg
dentro de la configuracion del sistema debido a un proceso difusivo como en el
diagrama anterior (figura 1.55). En este arreglo se puede encontrar una mayor
resistencia debida a los procesos asociados a la trasferencia de carga y a la resistencia
debido a la geometria del depdsito, esto se debe principalmente a la estabilidad
guimica del depdsito asociada al agente entrecruzante, asi como a la diferencia entre
los valores de frecuencia desplazada e impedancia resistiva se asocian a factores
determinados por la naturaleza del agente entrecruzante, como longitud de la cadena,
impedimento estérico, geometria de la cadena, etc. Adicionalmente, se puede ver en
el diagrama de Nyquist (figura 1.55) una tendencia logaritmica que se atribuye al
aumento de la frecuencia asociado al aumento de impedancia que disminuye la
permeabilidad del depdsito en la superficie del electrodo de trabajo. De la misma forma
se genero la tendencia del error asociado a la convergencia del modelo encontrando

una aleatoriedad constante.

En lo general, los procesos asociados se pueden atribuir a reacciones no espontaneas
de acuerdo a su termodindmica, debido a que la naturaleza del proceso es quimica y
se ve favorecido por la influencia energética de los alrededores. Por lo cual, se puede
atribuir el proceso a una celda electrolitica, donde es necesario el flujo de electrones
para que se lleve a cabo la transformacién. Esto se puede corroborar con los modelos
propuestos y se concluye con los valores de resistividad en la interface

electrodo|solucion.
8.2.2.3.- DETERMINACION DE LA RAPIDEZ DE ABSORCION DE AGUA
En las Figuras 1.58 y 1.59 se muestran los comportamientos de la absorcién de agua

para cada compuesto entrecruzado (Q-GXL y Q-GTR), en funcién del tiempo en una
atmosfera con humedad relativa controlada del 100% de humedad.
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Figura 1.58. Absorcién de agua de hidrogeles de Q-GXL al 20% (amarillo), 30% (azul) y 40% (rojo) en atmdsferas
con humedad relativa controlada.

Los hidrogeles de quitosano entrecruzados con glioxal por método electroquimico al
20, 30 y 40% presentan un porcentaje de agua absorbida relativamente bajo llegando
a sus maximos valores de absorcibn a un tiempo de 60, 20 y 1440 minutos
respectivamente. En los hidrogeles de Q-GXL entrecruzado al 20%, el contenido de
agua absorbida es mayor siendo este de 40.5% en comparacion con el de 30 y 40%
llegando a un maximo de absorcion de solo 36.9 y 25% en peso, esto se atribuye a su
morfologia de tipo pelicula; no obstante, la tendencia observada en las curvas es
semejante, llegando a rapidez de absorciéon de 0.028, 0.022 y 0.012%/min para

hidrogeles de Q-GXL entrecruzados al 20, 30 y 40%, respectivamente.
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Figura 1.59. Absorcién de agua de hidrogeles de Q-GTR al 20% (azul), 30% (naranja) y 40% (gris) en atmosferas
con humedad relativa controlada.

En el caso de los hidrogeles de quitosano entrecruzados con glutaraldehido por
meétodo electroquimico al 20, 30 y 40% presentan un porcentaje de agua absorbida
mayor en comparacion a su contraparte empleando glioxal, llegando a sus maximos
valores de absorcion a un tiempo de 120, 120 y 1440 minutos respectivamente. En los
hidrogeles de Q-GTR entrecruzado al 40%, el contenido de agua absorbida es mayor
siendo este de 124.5% en comparaciéon con el de 20 y 30%, llegando a un maximo de
absorcion de solo 101.8 y 108.2% en peso, donde la mejora se puede atribuir a la
longitud del glutaraldehido comparado con la longitud del glioxal. Esto repercute en la
rapidez de absorcién siendo de 0.075, 0.08 y 0.092%/min para hidrogeles de Q-GTR

entrecruzados al 20, 30 y 40%, respectivamente.

8.2.2.4.- DETERMINACION DE ADHERENCIA

De igual manera se realizaron las pruebas de adherencia en un dispositivo de
elongacion manual adaptado a una bascula digital, con el fin de identificar el esfuerzo
de ruptura del polimero soportado en dos placas de cristal. Cuyos resultados se

presentan en las Figuras 1.60 para el Glioxal y Glutaraldehido.
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Figura 1.60. Esfuerzo de ruptura de Q-GXL al 20% y de Q-GLT al 30% de entrecruzante.

Se puede distinguir que Unicamente dos compuestos presentaron una elongacion
debida a la adherencia en las placas de prueba, en el caso del Q-GLX se presentd en
la concentracion mas baja de Unicamente al 20%; esto atribuido al bajo grado de
reticulacion del compuesto permitiendo una alta adherencia, adicional al proceso de
sintesis debido a que su estructura es en forma de pelicula. De igual manera, para el
Q-GLT se encontr6 un bajo comportamiento de adherencia en el compuesto que
presenta el mayor grado de reticulacion, esto debido a que la longitud de la cadena del
entrecruzante no limita la adherencia debida a la reticulacion del compuesto como en
el caso del Q-GLX.

8.2.3— CARACTERIZACION DE HIDROGELES OBTENIDOS POR ENTRECRUZAMIENTO
POR MECANOSINTESIS

En esta seccion se muestran los analisis quimicos realizados a los productos obtenidos
(hidrogeles) del proceso de entrecruzamiento mecanico. Asimismo, se muestran
resultados de caracterizacion quimica, de absorcion de agua y material soluble;
cuando se utilizan entrecruzantes de glioxal y glutaraldehido cada uno en

concentraciones de 20, 30y 40% .
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8.2.3.3.- DETERMINACION DE LA RAPIDEZ DE ABSORCION DE AGUA

En las Figuras 1.61 y 1.62 se muestran los comportamientos de la absorcion de agua
para cada compuesto entrecruzado (Q-GXL y Q-GTR), en funcién del tiempo en una

atmosfera con humedad relativa controlada del 100% de humedad.
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Figura 1.61. Absorcion de agua de hidrogeles de Q-GXL 40% (gris) en atmosferas con humedad relativa
controlada.

El hidrogel de quitosano entrecruzado con glioxal mediante mecanosintesis al 40%
presentd un porcentaje de agua absorbida relativamente bajo llegando a sus maximos
valores de absorcién a un tiempo de 40 minutos, siendo esté de 34% en peso; esto
debido a las altas condiciones energéticas que se imprimen en el proceso de
entrecruzamiento, que dan como producto un hidrogel mas consistente de alta

adherencia, resultando en una rapidez de absorciéon de 0.018%/min.
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Figura 1.62. Absorcién de agua de hidrogeles de Q-GTR al 20% (azul), 30% (naranja) y 40% (gris) en atmdsferas
con humedad relativa controlada.

Los hidrogeles de quitosano entrecruzados con glutaraldehido por mecanosintesis al
20, 30 y 40% presentan un porcentaje de agua absorbida relativamente alto llegando
a sus maximos valores de absorcibn a un tiempo de 90, 90 y 1440 minutos,
respectivamente. En los hidrogeles de Q-GTR entrecruzado al 20%, el contenido de
agua absorbida es mayor, siendo esté de 109.7% en comparacion con el de 30 y 40%
llegando a un maximo de absorcion de sélo 77.8 y 39.55% en peso. Esta mejora es
atribuida a la mayor longitud de la cadena del glutaraldehido que repercute en la
absorcién de agua; no obstante, la tendencia observada en las curvas es semejante,
llegando a rapidez de absorciéon de 0.05, 0.045 y 0.0054%/min para hidrogeles de Q-

GTR entrecruzados al 20, 30 y 40%, respectivamente.

8.2.3.4.- DETERMINACION DE ADHERENCIA

De igual manera se realizaron las pruebas de adherencia en un dispositivo de
elongacion manual adaptado a una bascula digital, con el fin de identificar el esfuerzo
de ruptura del polimero soportado en dos placas de cristal. Cuyos resultados se

presentan en las Figuras 1.63 para el Glioxal
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Figura 1.63. Esfuerzo de ruptura de Q-GXL al 40% de entrecruzante.

Para los hidrogeles de quitosano sintetizados por mecanosintesis Unicamente se
presentd adherencia en el compuesto de glioxal al 40% esto se atribuye al método de
entrecruzamiento y a la cantidad de energia que se genera en la sintesis mediante el
molino de alta energia, esto mejora en gran medida las propiedades mecanicas del gel

resultante.

8.3.- CARACTERIZACION DEL QUITOSANO FUNCIONALIZADO

Existe un sinfin de materiales desarrollados partiendo de un polimero modificado
guimicamente mediante diferentes agentes de funcionalizacién buscando asi mejorar
sus propiedades fisicoquimicas. Recientemente, la busqueda de polimeros eco-
friendly y propiedades biocompatibles ha girado la mirada a compuestos a base de
biopolimeros como el quitosano funcionalizado con aldehidos, debido a que se ha
comprobado que la introduccion de aldehido a la estructura del quitosano presto la
capacidad de auto-reticularse y formar un gel semisoélido permitiendo el desarrollo de
matrices de quitosano biocompatibles para la aplicacion de administracion de farmacos
[113, 114, 115]. Al emplear agentes de tipo Aldehido como Piruvaldehido (metilglioxal)
se logra ramificar la cadena del biopolimero obteniendo caracteristicas que logren

mejorar las propiedades del mismo.

Con el fin de determinar el efecto del agente funcionalizante metilglioxal, se realiz6 la

caracterizacion quimica mediante Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de

Pagina 116 de 133



Fourier (FT-IR) de los polimeros, resultado de los procesos de funcionalizacion

evaluando los métodos mecanoquimico y electroquimico.

8.3.1- DETERMINACION QUIMICA ESTRUCTURAL DE QUITOSANO FUNCIONALIZADO
POR METODO ELECTROQUIMICO POR F-TIR

Se llevé a cabo la funcionalizacion de quitosano empleando un agente aldehido de tipo
metil-glioxal para generar la modificacién quimica del compuesto. Dicha caracteristica
se siguié mediante la técnica de caracterizacion de FT-IR como se presenta en la figura
1.64 donde se muestran los espectros caracteristicos tanto de la cadena lineal (CH)
como del agente funcionalizante (Py) y el producto generado (CH-Py).

—Ch
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Figura 1.64. Espectro Infrarrojo de funcionalizacion electroquimica de quitosano (negro), Piruvaldehido (rojo) y Q
—Py (azul).

En la figura 1.64 se pueden visualizar las bandas correspondientes a los espectros de

quitosano puro, piruvaldehido puro y Ch-Py sintetizado por el método electroquimico.

El espectro de quitosano puro presenta las bandas caracteristicas de absorcion a 1600

cm? y 1650 cm™ representa la flexion N-H de la amina primaria y el estiramiento N-H

(amida Il) respectivamente. El estiramiento C-N, y el estiramiento C = O de los grupos
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N-acetilo residuales se representan mediante bandas a 1320, 1420cm’?,
respectivamente. Ademas, una banda a 3550-3200 cm™! representa la vibracién de los
grupos —OH. El espectro de Piruvaldehido puro muestra amplias bandas solapadas
debidas a modos amplios que involucran vibraciones de estiramiento O—H y N-H en
numeros de onda de 3000 a 3600 cm™. La intensidad de las bandas entre 1000 a 1100
cm® probablemente se deba a estiramientos de C-O, que se absorbe fuertemente en
el IR. El origen del pico a 1260 cm amplio puede ser un solapamiento de estiramientos
debidos a los enlaces C — O y C-C, de igual manera, el estiramiento C=0O alrededor
de los 1420cm™.

Por el contrario, el quitosano modificado con piruvaldehido muestra distintas
variaciones tanto en la posicion del pico como en la intensidad, lo que sugiere cambios
en la estructura tras la modificacion. Las bandas en 1600 y 1650 cm™ se desplazan a
1643 y 1605 cm™. Las bandas de pico prominentes y anchas en el rango de 1605-
1620 cm™ indican un mayor contenido de estructura reticulada asociada al proceso de
funcionalizacion, mientras que la aparicion de una banda fuerte en el rango de 1670-
1678 cm™ corresponde a la presencia de ramificaciones aleatorias. Un pico a los 850
cm™ se atribuye a la flexién fuera del plano de la formacién anular del aminoacido
resultado de la funcionalizacion; asi mismo, un cambio similar tanto en la posicion del
pico como en la intensidad del quitosano modificada con piruvaldehido aparece en las
bandas de amida Il en la regiéon entre 1500 y 1600 cm™.Y un pico prominente de

carbonilo que se extiende a 1715 cm™.

8.3.2- DETERMINACION QUIMICA ESTRUCTURAL DE QUITOSANO FUNCIONALIZADO
RESULTADO DE LA TECNICA DE MECANOSINTESIS POR F-TIR

En la figura 1.65 se pueden visualizar las bandas correspondientes a los espectros de
quitosano puro, piruvaldehido puro (metilglioxal) y Ch-Py sintetizado por

mecanosintesis.

Pagina 118 de 133



Ny A A A
A A VAN 7 Py
TV A AN W/

—— Ch-Py 180min
—— Ch-Py 90min
——Ch

f
wm\ /j//
\/

\/

40IOO I 36I00 I 32IOO I 28I00 I 24IOO I 20IOO I 16I00 I 12I00 I 8(I)O I 4(I)0
Long.de Onda (cm™)
Figura 1.65. Espectro Infrarrojo de funcionalizacién por mecanosintesis de quitosano (negro), Piruvaldehido (rojo),
Q —Py a 90 min (azul) y Q-Py a 180 min (verde).
Para el proceso de funcionalizacion por mecanosintes se puede evaluar la diferencia
entre los espectros de IR de los productos de las sintesis mecanoquimica y
electroquimica en las Figuras 1.64 y 1.65, lo que indica que los mecanismos
observados no son los mismos para los dos métodos de funcionalizacion. En la figura
1.65 se muestran los cambios espectrales asociados a la ausencia del pico a los 850
cm?® atribuido a la funcionalizacién; asi mismo, la reduccién de las bandas solapadas
en estiramiento O-H y N-H en nimeros de onda de 3000 a 3600 cm, una
caracteristica a resaltar es la agudeza del pico a 1025 cm™ que se atribuye a
estiramientos de tipo C-N. En general, se puede asociar el método de sintesis
principalmente con el grado de funcionalizaciéon ligado a la reticulacion de la cadena

de quitosano.
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IX.- CONCLUSIONES

Quitina y quitosano fueron obtenidos satisfactoriamente mediante los métodos quimico
heterogéneo, electrélisis forzada e hidrolisis acida. Dichos resultados fueron
elucidados mediante la caracterizacion por espectrometria de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR), donde se identificaron las bandas caracteristicas de
la transformacion de quitina a quitosano a 1600 y 3200 cm*. De igual forma mediante
microscopia electronica de barrido (MEB) se evalu6 la morfologia de la quitina-alfa y
quitosano, encontrando una retencion del pigmento debida a fibras de 1um de diametro
gue se ubican entre laminas. Adicionalmente, por Difraccion de Rayos X (DRX) se
indexaron los picos caracteristicos de la estructura quitina-a que estuvo sometida a
procesos de desacetilacion, mostrando una disminucién en la intensidad del pico y un

aumento del ancho de pico atribuido a la formacion de quitosano

El método de sintesis quimico de quitosano present6 un rendimiento del 3.6 % a partir
de la cascara de camaron, empleando una alta concentracion de agentes alcalinos
(4M NaOH) acompafado de altas condiciones de presion y temperatura (121°C y 15
Ib) por un tiempo de 1 hora, generando quitosano con diferente peso molecular y grado

de desacetilacion, predominando una fase alfa de quitina entre los subproductos.

El método de electrdlisis forzada presenté un rendimiento similar del 3.56 % a partir de
la cascara de camaron empleando concentraciones bajas de soluciones acidas (Ac.
acético 0.3N), asi como una desacetilacion empleando un sistema electroquimico,
logrando la precipitacion del quitosano mediante la adicion de NaOH a pH mayores a
6. El quitosano producto de este método resulté en un peso molecular y grado de
desacetilacion variable, asi como una predominante fase alfa de quitina dentro de los

productos obtenidos.

El método electroquimico presentdé un rendimiento del 9.8 % a partir de la cascara de
camaron empleando bajas concentraciones de soluciones acidas (Ac. acético 0.3N),
asi como una desacetilacion empleando un sistema electroquimico horizontal y
experimentos por lotes de 30 minutos, logrando el depdsito del quitosano como
producto de este método.
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Mediante estudios voltamperométricos se logro identificar la importancia de los
procesos catodicos, asi como localizar potenciales de reaccion optimos alrededor de
los -1y -1.6V donde se generan las etapas de nucleacion y proliferacién de la capa de
quitosano en el sustrato metélico. De igual marera se identificaron las condiciones
energeéticas limites del proceso, hacia reduccion en potencial de -0.5V y la meseta mas

prolongada entre los potenciales -0.6 y -1.6V.

Con ayuda de la ecuacion de Mark Houwink se logro determinar el peso molecular
promedio viscoso del polimero, obteniendo un valor de 1,837,758.324 g/mol para el

quitosano producto del proceso electroquimico.

Los estudios de espectroscopia de impedancia electroquimica permitieron determinar
que el comportamiento del depdsito de quitosano obedece a la representacion del
circuito equivalente propuesta por Randles, donde las interacciones de tipo ion-dipolo
se atribuyeron a reacciones no espontdneas, debido a la relacion quimica-

electroquimica del proceso.

Estudios posteriores sugieren tiempo de experimentacién alrededor de 12 h de
contacto entre la cascara de camarén y el &cido acético para lograr un mejor grado de
desproteinizacion y el disefio de una celda de multielectrodos para generar un mejor

rendimiento del depésito.

Por otra parte, se realizd un entrecruzamiento quimico de quitosano con agentes de
tipo dicarbonilico (GXL y GTA) identificando mediante técnicas de caracterizacién de
FT-IR la banda caracteristica de la reticulacién quimica a 1572 cm™. Asi mismo, se
logré identificar mediante DRX un ensanchamiento en el pico de difraccion debido a la

modificacion estructural del quitosano.

Se realiz6 con éxito el mismo proceso de gelacion quimica mediante un arreglo
electroquimico de dos electrodos en una celda horizontal; evidenciando mediante
técnicas de voltamperometria ciclica y lineal que el proceso identificado por método

electroquimico se considera quimico—electroquimico asistido a la evolucion de
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hidrogeno debido a la liberacién y disposicion de los iones hidronio que favorece la

reaccion de depdsito en la superficie del catodo.

Gracias a la caracterizacion electroquimica de los productos entrecruzados se
identifico la frecuencia del proceso alrededor de los 1.3Hz donde las condiciones se
ven favorecidas energéticamente para el depdsito de quitosano en el é&rea

electroactiva.

De igual manera se realiz6 un proceso con éxito de entrecruzamiento quimico
mediante mecanosintesis en ausencia de solventes obteniendo un resultado positivo
y favoreciendo la optimizacién del reactivo, esto debido a que se ve eliminada la etapa
de purificacién del hidrogel resultante, evitando significativamente perdidas debidas a
este proceso. Por otra parte, contrario a esta ventaja se encontré que dicha reaccion
solo se ve favorecida en concentraciones altas de reticulante, resultando en una
solucion de alta solubilidad y baja viscosidad para concentraciones por debajo de 40%
esto se atribuye a la fuerza de reaccibn que proporciona el método de
entrecruzamiento que a bajas concentraciones destruye la estructura resultante

guedando como una solucién de quitosano.

Se realizaron pruebas de adherencia para los productos de Q-GXL y Q-GTA
sintetizados por los tres métodos, quimico, electroquimico y mecanoquimico; en cuyo
caso los productos obtenidos por procesos mecéanicos tuvieron una mejor adherencia
siendo esta de 13,187.8 N/m2 para el Q-GXL al 40% aunado a esto se identificé que
el producto de Q-GTR a la misma concentracidon present6 una nula adherencia debida

a su alta solubilidad.

De igual manera se realizaron pruebas de absorcion en agua resultando con mejor
absorcion los productos de entrecruzamiento quimico con GXL al 40% y 30% con un
1.6 y 0.7 mg/min respectivamente, presentando mucha similitud en los resultados de
los métodos electroquimicos y mecanoquimicos oscilantes entre valores de 0.1 a 0.3

mg/min.

Se logré la funcionalizaciébn quimica del quitosano mediante las técnicas de

mecanosintesis y electroquimicas con un aldehido de tipo Pyruvaldehido (metilglioxal).
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Asi mismo, se identifico la relacion del método de sintesis con el grado de

funcionalizacion del compuesto resultante.

X.- PRODUCTOS

» Se obtuvo satisfactoriamente biomateriales a partir de tres técnicas de
sintesis de biomateriales; entrecruzamiento y funcionalizacion de quitosano
por meétodo quimico convencional, mecanoquimica y/o electroquimica,
evaluando variables que influyen en sus propiedades.

» Se generaron propiedades atractivas para potencial aplicacion dentro del
campo de la ingenieria tisular como andamios para la regeneracion de
tejidos, en cuyo caso se requiere complementar estudios bioquimicos
especializados de soporte de farmacos y enzimas in vivo.

» Se desarroll6 una tesis de grado de Doctorado.

» Se logro la publicacion del articulo “Mechanosynthesis of high molecular
weight fluorescent derivatives of chitosan, linear and non-linear optical
characterization” en el area de polimeros en Journal of Polymer Research
(DOI:https://doi.org/10.1007/s10965-021-02703-X).

» Se elaboré la solicitud de registro de patente de un método de sintesis de
quitosano a partir de la cascara de camaron por técnicas electroquimicas
donde se pretende complementar con la parte de inventiva y disefio creativo

de equipos de proceso.
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