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RESUMEN

Los almidones han sido utilizados en la ingenieria biomédica, principalmente para la ingenieria
de tejidos y liberacion controlada de farmacos, debido a su alta disponibilidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja citotoxicidad. Estos son modificados por varios
métodos, como la oxidacion con peryodato sédico (Nal0,), por el cual se obtiene almidon
dialdehido (DAS), mejorando sus propiedades fisicoquimicas. La mayoria de estudios estan
basado en almiddén de papa y yuca, mientras que otras fuentes menos convencionales, como el
melloco (Ullucus tuberosus) ha sido poco investigado en este campo. Por esta razon, en este
trabajo se obtuvo DAS con dos grados de oxidacién, llamados DAS 12 y DAS13. Este proceso
fue caracterizado mediante la cuantificacion de grupos carboxilos. Posteriormente, se
desarroll6 hidrogeles y aerogeles con DAS12 y DAS13 entrecruzado con quitosano (CHIT) a
diferentes composiciones masicas para analizar la presencia de una base de Schiff por medio
de FT-IR, su morfologia por SEM y pruebas de hinchamiento para analizar la estabilidad. Se
corrobord la formacion de iminas como mecanismo de entrecruzamiento. Los aerogeles tienen
mejores propiedades de absorcion; es decir, su capacidad de hinchamiento es eficiente debido
al tamafio de sus poros. Ademas, al aumentar la proporcion de CHIT su degradacion es
paulatina ya que este recubre a la estructura porosa. Finalmente, se verificd qué a menor grado
de oxidacion, los aerogeles son mas estables, por consiguiente, se han convertido en una
herramienta fundamental de estudio y aplicacion en la ingenieria biomédica principalmente en
la liberacion controlada de farmacos.

Palabras clave: almidon dialdehido (DAS), hidrogeles, aerogeles, grado de oxidacion,
hinchamiento.



ABSTRACT

Starches have been used in biomedical engineering, mainly for tissue engineering and
controlled drug release, due to their high availability, biocompatibility, biodegradability, and
low cytotoxicity. These are modified by various methods, such as oxidation with sodium
periodate (NalO,), by which dialdehyde starch (DAS) is obtained, improving its
physicochemical properties. Most studies are based on potato and cassava starch, while other
less conventional sources, such as melloco (Ullucus tuberosus), have been little investigated in
this field. For this reason, in this work, DAS was obtained with two degrees of oxidation, called
DAS 12 and DAS13. This process was characterized by the quantification of carboxyl groups.
Subsequently, hydrogels and aerogels with DAS12 and DAS13 cross-linked with chitosan
(CHIT) were developed to different mass compositions to analyze the presence of a Schiff base
by means of FT-IR, its morphology by SEM and swelling tests to analyze stability. The
formation of imines as a crosslinking mechanism was confirmed. Aerogels have better
absorption properties; that is to say, its swelling capacity is efficient due to the size of its pores.
In addition, by increasing the proportion of CHIT, its degradation is gradual since it covers the
porous structure. Finally, it was verified that at a lower degree of oxidation, aerogels are more
stable, therefore, they have become a fundamental tool for study and application in biomedical
engineering, mainly in the controlled release of drugs.

Key words: dialdehyde starch (DAS), hydrogels, aerogels, degree of oxidation, swelling.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el estudio de la liberacion controlada de sustancias activas ha sido de
gran interés dentro de la ingenieria biomédica, ya que busca una alternativa que permita que
los tratamientos sean més eficientes y efectivos; uno de ellos es el empleo de nuevos materiales
como los hidrogeles y aerogeles (Narayanaswamy & Torchilin, 2019). Los hidrogeles se
caracterizan por su permeabilidad, consistencia suave, baja tension interfacial, facilidad de
purificacion y principalmente, contenido de agua con alto equilibrio que las hace similares a
las propiedades fisicas de los tejidos vivos (Elvira et al., 2002). Por otro lado, se encuentra los
aerogeles, son materiales ultraligeros porosos sintéticos derivados de un gel, en el que el liquido
del gel ha sido reemplazado por un gas (Zhu, 2019); ademas, estos se caracterizan por tener
mayor area superficial (Siaw Chien, 2015), gran capacidad de hinchamiento debido a su alta
porosidad (85.99%), permitiendo que el transporte de farmacos sea mas eficiente
(De Marco et al., 2016). Para ambos casos, se usan biomateriales, estos pueden ser de origen
sintético y natural; para el caso de los sintéticos, se consideran a los polimeros biodegradables
que, generalmente son utilizados en tratamientos médicos. Sin embargo, estos presentan
algunas desventajas debido que su estructura y composicion presentan diferencias con al tejido
humano por lo que, su biocompatibilidad es minima; por esta razon, se ha llevado a cabo
investigaciones con biomateriales naturales tales como los basados en proteinas, polisacaridos
y tejidos descelularizados (I et al., 2012). Uno de ellos es el almidon nativos; sin embargo, este
independiente de su fuente no es deseable para muchas aplicaciones industriales debido que
presenta ciertas limitaciones por lo que, necesariamente se tiende a modificar sus propiedades
fisicoquimicas para que estos sean aptos; este proceso implica la desestructuracion de los
granulos semicristalinos y la dispersién efectiva de los polimeros permitiendo que los sitios

activos se vuelvan asequibles por los reactivos (Martins & Rodrigues, 2012).
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La region andina del Ecuador es conocida por su gran diversidad de tubérculos y
cereales debido a su alta cantidad de carbohidratos que estos poseen, principalmente del
almidon (Vimos et al., 1993). Varios estudios han demostrado que las plantas tuberosas
presentan alrededor de 16 — 24% del almiddn en su estructura, pero ciertos tubérculos como
el melloco (Ullucus tuberosus) poseen 35% del mismo y una alta resistencia a cambios de
temperatura y sequias (Pacheco et al., 2019). Como se mencioné anteriormente, el almidén es
de gran de interés investigativo debido que estd conformado por dos polisacaridos como la
amilosa y amilopectina; a su vez son de facil obtencion y econémicos Ademas, este
polisacarido se caracteriza por la fuerza de sus enlaces de hidrogeno entre las moléculas del
almidon por esto, los pesos moleculares son significantes lo que facilita la absorcion de agua,
degradacion y envejecimiento (Zuo et al., 2017). Sin embargo, en su estado natural, presenta
ciertas propiedades que no favorecen a su estabilidad en medios acuosos, dificultando su
aplicacion en tecnologias biomédicas; por esto, se realizan modificaciones fisicas, quimicas o
enzimaticas que favorezcan a su estructura y mejoren dichas propiedades para diversas

aplicaciones (Ismail et al., 2013).

La técnica mas comudn de modificacion hacia las propiedades de biomateriales es la
quimica como por ejemplo la oxidacion, esterificacion, eterificacién entre otros (Bonilla et al.,
2013). La oxidacién consiste en la transformacion de grupos hidroxilos a grupos carbonilos y
carboxilos en las moléculas del material obteniendo en este caso almidédn dialdehido (DAS).
La obtencién de dicho material se debe al empleo de agentes oxidantes como el hipoclorito de
sodio y calcio; permanganato, peroxidos, persultafos y peryodatos (Zhang et al., 2012). En el
presente proyecto, se propone utilizar al peryodato sédico como agente oxidante debido a que
varias investigaciones han demostrado que los cambios producidos en sus propiedades
fisicoquimicas han proporcionado mejores resultados en el entrecruzamiento con otros

elementos biocompatibles (Charhouf et al., 2014). Este almiddn oxidado tiene la capacidad de
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interactuar con varios biopolimeros, como el quitosano. La oxidacién generara grupos
dialdehidos en la estructura del almidon; estos podrén reaccionar con los grupos aminos del
quitosano para la formacion de una base de Schiff y contribuir a la formacién del hidrogel y su

estabilidad (Wu et al., 2018).

El quitosano, polisacarido derivado de la quitina que se aisla de los exoesqueletos de
crustaceos, es biocompatible, biodegradable y tiene propiedades antimicrobianas vy
antifangicas (Lozano-Navarro et al., 2018). Esto se debe a que este material se encuentra ligado
a cadenas de glucosamina y N-acetilglucosamina (Charhouf et al., 2014); ademas, por esta
razon, el grupo amina presente tiene la facilidad de reaccionar con grupos carbonilos y
carboxilos del DAS, generando una mayor estabilidad en el entrecruzamiento y por lo tanto,
estructuras de potencial uso en las biomedicina, donde pueden ser utilizadas como apdsitos y

en la liberacion controlada de farmacos (Rodriguez, 2019).

Existe, en la literatura, reportes de hidrogeles de quitosano y almidén oxidado, con un
alto potencial de aplicacion biomédica (Ratnayake & Jackson, 2003): sin embargo, la mayor
parte de estos estudios se han realizado con almidon de papa debido a su alta cantidad de
amilosa y amilopectina. Si bien es cierto que las propiedades del almidén no dependen de su
fuente, no se ha estudiado la implementacion de otros almidones en estos sistemas de hidrogel.
En consecuencia, el enfoque de este estudio es con una fuente de almidén tipica del Ecuador,
melloco (Ullucus tuberosus). De esta manera, el objetivo de este trabajo es observar el
comportamiento de los hidrogeles y aerogeles de almidén oxidado (DAS) entrecruzado con
quitosano para aplicaciones futuras en la liberacion controlada de farmacos. El almidon
extraido seraoxidado a diferentes concentraciones de peryodato sédico y entrecruzarlo con
quitosano para la formacion de hidrogeles y, posteriormente, de aerogeles con la finalidad de

analizar los cambios en sus propiedades fisicoquimicas luego de dicha modificacién como la
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cuantificacion de grupos funcionales, morfologia, y estabilidad en un fluido simulado al

cuerpo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
En esta investigacion se uso el almidon de Melloco (Ullucus tuberosus) de la region
interandina del Ecuador; Peryodato sddico al 99% para la oxidacion; Propilenglicol (propano-
1,2-diol) para detener la reaccion y finalmente, Quitosano de peso molecular medio (Sigma,

417963).

2.2.  Extraccion del almidon
La extraccion del almidon de melloco se llevo a cabo de acuerdo al método propuesto por
Valcéarcel-Yamani et al., (2013). Brevemente, los tubérculos fueron pesados, lavados y cortados,
para luego ser homogeneizados en la licuadora con agua destilada (1: 2). EI homogenizado fue
filtrado, y el almidon se dejé sedimentar por 4. Posteriormente, este se lavl cinco veces con agua
destilada; y etanol al 97%; para luego ser secado a 40°C. El rendimiento porcentual, se obtiene

por la ecuacion (1) descrito por en el protocolo de EImi Sharlina et al., (2017):

. g almidoén extriado
% Almidon = L]

x 100% (1)

tubérculo fresco [g]

2.3.  Caracterizacion proximal del almidon nativo
El contenido de grasas se determiné de acuerdo al método EPA 3540 descrito por Abrha
& Raghavan (2000). El contenido de proteinas fue analizado por el método Kjeldahl descrito por
da Silvaetal., (2016), y el porcentaje de cenizas fue cuantificado por el método gravimétrico dado

por Brener y Diconsa, (1978.)



15

2.4.  Oxidacién del almidon de melloco
La preparacion del almidon oxidado, también almidon dialdehido (DAS), se baso en el
protocolo de Usman et al., (2016) con ciertas modificaciones. Se utiliz el almidon de melloco al
5 (%p/v) y peryodato sodico al 2 (%p/v), se homogeneizaron ambas soluciones. La oxidacion
se llevo a cabo protegida de la luz, 2 a un pH de 3, durante 5 horas, y se detuvo a la reaccion con
2 mililitros de propilenglicol. Finalmente, la muestra se filtrd, se lavé por 3 veces con agua
destilada y se dejo secar en el horno a 40°C. La oxidacion se realizd con proporciones de

DAS:peryodato 1: 2'y (1: 3), en adelante estos seran llamados DAS12 y DAS13, respectivamente

2.5.  Caracterizacion del almidon oxidado
Grupos carboxilo.
El almidon oxidado se caracteriza por la cuantificacion de grupos carboxilos presentes

luego de su modificacion.

Para los carboxilos, se modifica el método empleado por Parovouri, et al., se utiliz6 un
1 gramo de DAS en 60 mililitros de agua destilada. Se calent6 hasta que la muestra espese 0
gelatinice, se dejé enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se regulé el pH a 8.2 utilizando
hidroxido de sodio (NaOH) 0.01 [M] (citado en Matsuguma et al., 2009). La cantidad de

grupos carboxilos presentes, se calcula por la ecuacion (3):

COOH _ (V; —V,) X M x 0.045 x 100
100GU w

x 100% 3)

Donde, V,, es el volumen de la titulacion del blanco, V; volumen de la titulacion de la
muestra, M molaridad del NaOH y W es el peso de la muestra inicial (seca). Este andlisis se

realiza por triplicado y de igual manera al almidon nativo.
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2.6. Formulacion de hidrogeles y aerogeles

Se realiz6 el entrecruzamiento con el almidon oxidado y la solucion de quitosano
(CHIT) con pH = 5.5, mencionado en el protocolo de Rodriguez, (2019). El almidén al 5%,
se gelatiniz6 entre 80 —100°C con agitacién constante. Finalmente, se utilizaron
proporciones masicas de entre DAS:CHIT; los cuales se muestran en la Tabla 1. Estas
soluciones se colocaron en un caja de 6 pocillos, se mezclaron rapidamente, y se dejaron
entrecruzar durante 4 horas a temperatura ambiente, formando los hidrogeles. Para la obtencién
de los aerogeles, los hidrogeles fueron congelados a —70°C vy liofilizados. La Tabla 1 detalla
las composiciones estudiadas para la formulacion de ambas estructuras (hidrogeles y aerogeles)

tanto para DAS12 y DAS13, respectivamente.

Tabla 1

Proporciones masicas de entrecruzamiento entre DAS12 y DAS13 con quitosano.

DAS Quitosano 3%

1 1
1 2
2 1

2.7.  Microscopia electronica de barrido (SEM)
Se cort6 una seccion de la muestra y se coloco en una cita de carbono. Las muestras
fueron observadas en un Microscopio Electronico de Barrido, JEOL JSM-IT300, a 5 kV, 50

Pa y un aumento entre 500X-1500X, utilizando electrones secundarios.

2.8.  Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Se utilizo el espectrometro Cary 630 FTIR de Agilent Technologies, para analizar las

muestras de diferentes formulaciones de aerogeles de DAS:Quitosano.
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2.9. Grado de hinchamiento
A partir del método descrito por Li et al., (2016)., se midio el grado de hinchamiento
de los hidrogeles y aerogeles. Se colocé las muestras en placas de 6 pocillos, y se sumergieron
en buffer fosfato salino (PBS. pH 7.4) dentro de una incubadora a 30°C. Se tomé el peso inicial
de las muestras y posteriormente, se registraron las variaciones de peso durante
15, 30, 45, 60,120, 180, 240, 300, 1440, 2880 y 4320 minutos,. El porcentaje  de

hinchamiento se determind mediante la ecuacién (4).

. : (W —wy)
% Hinchamiento = EE— x 100% (4)
0

Donde w, es la masa inicial del hidrogel o aerogel y w; es la masa de las muestras

correspondiente al tiempo.

2.10. Analisis estadistico
Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado (n = 3); cada resultado presenta el
promedio y su desviacion estandar correspondiente. Efectos significativos se determinaron por
un andlisis de varianza (ANOVA), y diferencias se determinaron por la prueba de comparacion

por pares de Tukey, con un nivel de confianza del 95% (p > 0.05).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
El presente proyecto estudia la aplicacion de un almiddn poco investigado en la creacion
de hidrogeles con potencial uso en la ingenieria biomédica. Se utiliz6 el almidon de melloco
de la region andina del Ecuador, el cual fue extraido por un proceso mecanico, y oxidado para
generar un almidon dialdeido, DAS, con dos diferentes grados de oxidacion. Finalmente, se
generaron hidrogeles y aerogeles, entrecruzados con quitosano (CHIT), a diferentes

composiciones, y se analizaron distintas propiedades de estos.

3.1.  Extracciony caracterizacion del almidon
El proceso de extraccion del almidon de melloco (Ullucus tuberosus) tuvo un rendimiento
del 10% con respecto a la masa inicial del tubérculo. Este valor difiere con lo reportado
previamente en la literatura, que fluctia entre 5y 7% (Espin et al., 2004) (Surco, 2005), quizas

debido a diferencias en condiciones climaticas y geograficas.

Adicionalmente, el almiddn nativo se caracteriz6 por los analisis de grasa, proteinas y
cenizas con los métodos mencionados anteriormente, los mismos fueron comparados con datos

obtenidos en la literatura, descritos en la Tabla 2.

Tabla 2

Caracterizacion proximal del almidén de melloco.

Valores i i
- Experimental [%p/p] Literatura [%6p/p]
Analis
Grasa [%0] 0.87+0.005 0.14-0.34 *
Proteias [%0] 0.82+0.002 0.29-1.18 *
Cenizas [%0] 1.26+0.001 0.24-1.24 **
Pureza [%0] 97.05+0.007 98.45*

*(Cruz etal., 2016).

** (Velasquez-Barreto & Velezmoro, 2018).
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De los valores reportados en la Tabla 2., el almidén de melloco de la region andina del
Ecuador, mostr6 mayor cantidad para los tres andlisis, pero dentro de los pardmetros; sin
embargo, el valor de las cenizas esta fuera del registrado en la literatura, esto puede ocurrir
debido a las impurezas como de igual manera a la variacién genética del tubérculo, su origen
geografico, clima y condiciones de cultivo (Velasquez-Barreto & Velezmoro, 2018).
Adicionalmente, se observo una pureza de 97.05% que si se compara con el valor dado por la
literatura es proximo, lo que quiere decir que el proceso con el cual se extrajo el almidén fue
el adecuado. Cabe mencionar que los componentes mas importantes del almiddn son la amilosa
y amilopectina, para este se registra una composicion de 26% y 74%, respectivamente
(Velasquez, 2014), estos valores como el rendimiento son similares a los estudios realizados del
almidon de papa para aplicaciones biomédicas los cuales fueron de 24%, 76% y del 12%
(Ratnayake & Jackson, 2003)por ello, se puede deducir que los hidrogeles y aerogeles de

almidon de melloco tendra un comportamiento semejante a los de papa.

3.2.  Almidén oxidado
Contenido de grupos carboxilo.
La caracterizacion de la oxidacion del almidon dialdehido (DAS), resulta en dos grupos
funcionales, carbonilos y carboxilos. En este trabajo, se cuantifico el contenido de carboxilos

(Tabla 3) como un indicio de grados de oxidacion.

Tabla 3

Contenido de grupos carboxilos en el almidon nativo (NAT) y DAS de melloco.

Muestras COOH/100 GU
NATIVO 0.063+0.001
DAS 12 0.485+0.001

DAS 13 0.527+0.001
GU: unidades de glucosa.
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Como se observa en la Tabla 3., el contenido de carboxilos de NAT fue inferior a los
registrados en DAS para ambos casos. Esto ocurre debido que a medida que se va modificando
el almidon con una concentracion de un agente oxidante en este caso de peryodato sddico, la
cantidad de grupos carboxilos se ira incrementando, es decir, es directamente proporcional
como se puede percibir entre DAS12 y DAS13. Sin embargo, segun la literatura el contenido
de carbonilos serd ain mayor ya que el peryodato se caracteriza por ser selectivo y por ende,

promueve la produccion de grupos aldehidos (Wongsagon et al., 2005).

Cabe mencionar que hay que considerar que la formacion de estos grupos funcionales
no se comprende exactamente a pesar que ya exista estudios previos para esta reaccion; es
decir, como por ejemplo, el peroxido de hidrégeno, ha demostrado mayor formacién de grupos
carbonilos que carboxilos (Real-Enriquez, 2019) mientras que el uso de peryodato ha
constatado que los dos grupos muestran un incremento  considerable
(Laufer, 2019). Por esta razén, hay que destacar que este agente ha demostrado en otras
investigaciones la mejora de propiedades fisicoquimicas por consiguiente un mejor

entrecruzamiento.
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3.3.  Desarrollo de hidrogeles y aerogeles

La elaboracién de hidrogeles, y posteriormente de aerogeles ocurrié por
entrecruzamiento entre DAS12 y DAS13 con quitosano en proporciones masicas descritas en
la Tabla 1. Este proceso de formulacion se muestra en la Figura 1., se observa el almidon
dialdehido gelatinizado y quitosano en suspension viscosa estado sélido. Se puede constatar
que DAS tiene una cierta opacidad esto puede deberse a los componentes del almidon,
principalmente a la cantidad de amilopectina, ya que esta refleja o dispersa una cantidad
significativa de la luz (Velasquez-Barreto & Velezmoro, 2018). Ademas, se aprecia el producto
generado luego del entrecruzamiento, hidrogel y aerogel (Fig. 1c-1d). En la estructura externa
del hidrogel (Fig. 1c) se puede notar una presencia de granulos, estos pueden ser DAS que,
debido a su alto grado de oxidacidn, se dificulté su desintegracion completa; mientras que el

aerogel (Fig. 1d), muestra una estructura mas homogénea y porosa a simple vista.

_— Ly

Figura 1. Proceso de elaboracion: Fig. 1a) DAS, Fig. 1b) Chit, Fig. 1c) hidrogel y Fig. 1d) aerogel.
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Microscopia electronica de barrido (SEM).

En la Figura 2., se encuentran las micrografias de aerogeles DAS12:CHIT con aumento
de 100x, a las composiciones masicas mencionadas en la Tabla 1. Al comparar estas imagenes, se
puede observar que en la Fig. 2a-b., mediante las flechas rojas, la porosidad es superficial ya que
el quitosano actda como una capa que recubre al almidon dialdehido. Por otro lado, en la Fig. 2c.,
la porosidad es mas profunda, es decir, se puede observar con mayor facilidad la presencia de los
poros, esto puede deberse a la cantidad de DAS utilizado en el entrecruzamiento. Cabe mencionar
que en la mayoria de estos materiales es totalmente necesario que la porosidad sea abundante ya
que permite una absorcion, distribucion y liberacion de agentes activos de una manera homogénea
por lo que, es importante que exista un equilibrio entre la porosidad y estabilidad mecanica
(Annabi et al., 2010), lo que permite que estos sean aptos para diversas aplicaciones en areas
biomeédicas como por ejemplo, como andamio en reparaciones de defectos 6seos (Hua et al.,
2019). Cabe mencionar que el uso de este biopolimero es de gran beneficio para dicha aplicacion
ya que provee de estabilidad al momento de liberacion de algun compuesto activo. No obstante,
en las imagenes de SEM y en la Figura 1., se observa que tienen una superficie no lisa esto ocurre
debido a una homogeneizacion insuficiente entre los componentes (Viteri, 2018). De igual

manera, este comportamiento ocurri6 para la formulacién de geles con DAS13.
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Figura 2. Microscopia electronica de barrido de las muestras liofilizadas de DAS12:CHIT a diferentes
composiciones: Fig. 2a) (1:1), Fig. 2b) (1:2) y Fig. 2c) (2:1).

Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).

Este método se utilizo con el objetivo de determinar la presencia de grupos funcionales
y enlaces relevantes tales como la base de Schiff y el grupo imina enlace (C = N) en las
muestras liofilizadas con respecto al grado de oxidacion a diferentes formulaciones. La
reaccion de Schiff es catalogada en el campo biomédico como extraordinaria debido a su
simplicidad, reversibilidad, sensibilidad al pH y biocompatbilidad (Xu et al., 2019) por lo que,
estos hidrogeles y aerogeles que presentan dichos enlaces son altamente relevantes para el uso
en ambientes fisioldgicos. Es necesario mencionar que la longitud de onda de la base de Schiff
se encuentra entre 1649 — 1635 cm™! (Bruice, 2011). Por ello, se puede analizar que en la

Figura 3a-b., presentan una serie de picos mas grandes entre los 1600 ¢m™? cuando la cantidad
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de almiddn dialdehido es mayor que la del quitosano, es decir, cuando la proporcién méasica
para ambos grados deoxidacion es de (2: 1), mientras que, a una cantidad constante de DAS,
la longitud de onda se mantiene. En la Fig. 3a., el pico se encuentra alrededor de los
1638.42 cm™1 mientras que, en la Fig. 3b., estd a 1645.48 cm™1, por ello, se analiza un cierto
incremento en la intensidad de onda lo cual es favorable para diversas aplicaciones ya que
genera una mejora en las actividades bioldgicas, antifungicas, antibacterianas,antipaltdicas,
propiedades antiproliferativas, anti—inflamatorias, antivirales y antipiréticas (Perentena et al.,

2015).
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Figura 3. Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier: Fig. 3a) DAS12:CHIT y Fig.3b) DAS13:CHIT
a diferentes composiciones.
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Estabilidad de hidrogeles y aerogeles

Las pruebas de hinchamiento, fueron realizadas para constatar dos fundamentos, el
primero la estabilidad, ya que a mayor grado de hinchamiento de los hidrogeles y aerogeles
muestra la capacidad que tiene al mantener el compuesto activo (CA) atrapado con respecto al
tiempo sin degradarse. Por otro lado, se encuentra la cinética de hinchamiento ya que permite
tener una idea de como seré el comportamiento de la cinética de liberacién de CA. Ademas, el
poder de hinchamiento tiene relacion con la cantidad de amilosa y amilopectina presente en el
almidén ya que estas juegan un papel importante para la formacién del gel, solubilidad,
capacidad de absorcién de agua, estabilidad frente a la degradacion dando una idea en el

comportamiento para los perfiles de liberacion.

3.3.1.1. DASI12: Quitosano.

En la Figura 4., se observan los comportamientos de hinchamiento de hidrogeles
y aerogeles a diferentes composiciones masicas por lo que, en el caso de los hidrogeles, se pudo
observar que todos se desintegran debido a su grado de hinchamiento negativo que se muestra
en la Fig. 4a., esto indica que existe una pérdida importante de masa, por lo que la formulacion
(1:1) es la menos estable en comparacion con (1:2) y (2:1) debido que su grado de
degradacién es mayor con respecto al tiempo. Por otro lado, los aerogeles de almiddn presentan
una mayor estabilidad debido que posee propiedades hidrofilicas por lo que, se han convertido
en gran interés para la liberacion controlada de farmacos debido al tamafio de sus poros que
segun la literatura estan entre (2 — 50 nm) (Baudron et al., 2019) por esta razon, su capacidad
de hinchamiento en el tiempo sera mas eficiente que la del hidrogel como se puede observar
en la Fig. 4b. Hay que mencionar que en la composicion (1: 1) de los aerogeles, se degrada
con mayor rapidez comparado con las demas composiciones, pero teniendo en cuenta que su
estabilidad se mantiene constante y paulatina a los 1500 minutos de la prueba realizada

mientras que en la Fig. 4a., no sucede este fendmeno. Entonces, al observar que los aerogeles
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(1:2) y (2:1) son més estables con respecto al tiempo puede ser que para la primera
composicion la cantidad de quitosano es mayor y en estudios previos se ha evidenciado que la
aplicacion de este compuesto en la ingenieria de tejidos ha perfeccionado las propiedades
quimica, morfologicas y téermicas (Lozano-Navarro et al., 2018); sin embargo, la capacidad de
hinchamiento aumenta cuando la porcion de almidon aumenta por ende, también los grupos
fosfatos presentes en la amilopectina; este grupo tiende a repelarse entre si lo que genera una
mayor hidratacion al debilitar el grado de union dentro del dominio cristalino (Kaur et al.,

2007).
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Figura 4. Cinética de hinchamiento DAS12:CHIT a diferentes composiciones
a) hidrogeles y b) aerogeles.

3.3.1.2. DASI13: Quitosano.
Se realizaron las mismas pruebas para los hidrogeles y aerogeles con un grado de

oxidacién mayor con las mismas composiciones utilizadas anteriormente, por lo que se puede

analizar un cierto comportamiento similar de hidrogeles con DAS12 en cuestion de
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hinchamiento y, por ende, su estabilidad no es adecuada debido a un alto grado de degradacién
con respecto al tiempo. Por otro lado, los aerogeles con DAS13 se observa una mejor
estabilidad al degradarse para las tres composiciones en comparacion con los hidrogeles; sin
embargo, su capacidad de absorcion se encuentra afectada en cierta parte si se compara con el
grado de oxidacion menor esto ocurre debido qué al incrementar el grado de oxidacion, las
propiedades hidrofilicas de los geles disminuye y en consecuencia se necesitd menos tiempo
para formacion de dicha la matriz.(Nguyen et al., 2019). No obstante, en la Fig 5b., al
incrementar la cantidad de quitosano tiene mayor estabilidad ya que permitié que sus poros se

tornes mas gruesos, por ende, la tasa de degradacion fue mas lenta.
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Figura 5. Cinética de hinchamiento DAS13:CHIT a diferentes composiciones
de Fig. 5a) hidrogel y Fig. 5b) aerogel.

Al realizar ANOVA para las pruebas de hinchamiento se demostrd que, tanto las
variables de grado de oxidacion, proporciones masicas y tiempo fueron significativas, tanto

para los hidrogeles y aerogeles. Para el caso de los hidrogeles, la prueba Tukey mostr6 que los
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grados de oxidacion presentan diferencias significativas; sin embargo, DAS12 tiene mayor
equilibrio que DAS13 (Anexo A). No obstante, las proporciones masicas de DAS12 (1:2) y
(2:1) son maés estables que (1:1) lo que corrobora a la prueba realizada anteriormente. En
cambio, para DAS13 todas las proporciones son consideradas menos estables (Anexo D).
Adicionalmente, se observa una tendencia de un hinchamiento rapido temprano en todos los
hidrogeles, alcanzando el equilibrio a los 2880 minutos, por lo que, cuando se alcanza este
equilibrio no hay diferencias con el grado de oxidacion (Anexo C). Por otro lado, las pruebas
de Tukey para los aerogeles demostraron que la composicion masica mas estable de DAS12
fue (1: 2), y (2: 1) lamenos estable. En cambio para DAS13 la mas estable fue (2: 1), mientras
que (1:1) y (1: 2) no tuvieron diferencias significativas (Anexo H). Ademas, los aerogeles
alcanzan el equilibrio a los 1440 minutos, resultando ser mejores que los hidrogeles

(Anexo G).

4. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El uso del peryodato sddico como agente oxidante para la modificacién quimica del
almidon de melloco tiene un efecto considerable en el incremento de grupos carboxilos. Asi
mismo la presencia del grupo iminina luego del entrecruzamiento entre DAS y CHIT y como
es de esperarse hay mayor presencia de dicho grupo en DAS13. Sin embargo, se pudo observar
que al elaborar los hidrogeles y aerogeles con grado de oxidacion mayor las propiedades de
estabilidad disminuyen, por lo que, a menor grado de oxidacion tiene mejor capacidad de
hinchamiento y estabilidad, siendo estas las caracteristicas apropiadas para la aplicacion en la
ingenieria de tejidos y liberacion controlada de farmacos. Asi mismo, el uso de CHIT permitid
una degradacion paulatina en los geles. Sin embargo, los aerogeles resultaron tener mayor
capacidad de absorcién y estabilidad que los hidrogeles. Finalmente, se recomienda realizar la

cuantificacion de carbonilos y realizar pruebas de liberacién de un farmaco modelo.
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6. ANEXOS

Anexo A. Grado de oxidacién de hidrogeles para %Hinchamiento.

Grad.

oxidacién N  Media Agrupacion
DAS12 99 122724 A

DAS13 99 -19.8728 B

Anexo B. Proporciones masicas hidrogeles para %Hinchamiento.

Proporciones

masicas N  Media Agrupacion
1:2 66  -9.8418 A

2:1 66 -13.1801 A

1:1 66 -25.1958 B

Anexo C. Tiempo de hinchamiento hidrogeles.

Tiempo N  Media Agrupacion
15 18 0.3267 A

30 18 -1.8409 A

45 18 39363 A B

60 18 56655 A B C

120 18 -66553 A B C

180 18 76433 A B C

240 18 -11.5402 B C

300 18 -14.4775 C

1440 18 -35.7577 D
2880 18 -42.5698 D E
4320 18 -47.0386 E

Anexo D. Grado de oxidacion: proporciones masicas para %eHinchamiento.

Grad.

oxidacién*Proporciones

masicas N  Media Agrupacion
DAS12 1:2 33 32320 A

DAS12 2:1 33 -34922 A

DAS13 1:2 33 -16.4516 B

DAS13 11 33 -20.2986 B C
DAS13 21 33 -22.8681 C
DAS12 1:1 33 -30.0930 D

Anexo E. Grado de oxidacion de aerogeles para %oHinchamiento.

Grad.

oxidacion N Media Agrupacion
DAS13 99 543430 A

DAS12 99 412498 B
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Anexo F. Proporciones masicas aerogeles para %oHinchamiento.

Proporciones

masicas N Media Agrupacion
1:2 66 515.763 A

2:1 66 499.880 A

1:1 66 418.250 B

Anexo G. Tiempo de hinchamiento para aerogeles.

Tiempo N Media Agrupacion

45 18 627.350 A

60 18 625223 A

120 18 607819 A B

30 18 605182 A B

15 18 571383 A B C
180 18 541.830 B C D
240 18 504.535 c D
300 18  480.653 D
1440 18 250.837

2880 18 232778

4320 18 210.015

Anexo H. Grado de oxidacion: proporciones masicas para %eHinchamiento.

Grad.

oxidacion*Proporciones

masicas N Media Agrupacion
DAS13 21 33 721655 A

DAS12 1:2 33 584625 B

DAS13 11 33 461.736 C
DAS13 1:2 33 446.900 C
DAS12 11 33 374763 D

DAS12 2:1 33 278.106 E
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