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RESUMEN

El propdsito de este estudio es investigar un método para unir el anhidrido 1,8-naftalico a
la estructura quimica del quitosano para obtener hidrogeles fluorescentes sensibles al pH junto con
almidon oxidado como agente entrecruzante. El protocolo de modificacion consistié en un
mecanismo de reaccion de reflujo. Este Gltimo es el que obtuvo la mayor intensidad de
fluorescencia lograda. Las muestras obtenidas en cada protocolo se sometieron a caracterizaciones
en términos de FTIR, intensidad de fluorescencia, analisis estadistico de varianza y pruebas de
comparacion de Tukey. Como no se obtuvo respuesta lineal en los experimentos de pH, se
demostro que este hidrogel es un material que podria usarse como sensor de pH dentro de rangos
0 muy &cidos 0 muy bésicos. La proporcion de quitosano modificado: almidon oxidado que fue
adecuado fue 2: 1. Esta investigacion puede proporcionar una forma conveniente de preparar
biomateriales no téxicos y de bajo costo para monitorear pH en sistemas bioldgicos. Seria
necesario realizar ensayos futuros in vivo e in vitro.

Palabras Clave: Quitosano, Almidon Oxidado, Fluorescencia, Sensor, pH, Temperatura



ABSTRACT

The purpose of this study is to investigate a method for linking 1,8-naphtalic anhydride to
the chitosan backbone in order to obtain pH responsive fluorescent hydrogels along with oxidized
starch as a cross-linking compound. The protocol consisted of a reflux reaction mechanism. The
latter being the one with the highest fluorescence intensity achieved. The samples obtained in each
protocol were subjected to characterizations in terms of FTIR spectra, fluorescence intensity,
statistical analysis of variance and Tukey comparison tests. Since no linear response was obtained
in the pH experiments, this hydrogel was proven to be a material that could be used as a pH sensor
in either very acidic or very basic environments. The proportion of modified-chitosan : oxidized
starch that was adequate was 2:1. This investigation may provide a convenient way to prepare low-
cost and non-toxic biomaterial to probe pH in biological systems. Future in vivo and in vitro assays
would need to be conducted.

Keywords: Chitosan, oxidized starch, fluorescence, probe, pH, temperature.
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1. Introduccién

Durante la ultima década, la investigacion sobre polimeros fluorescentes se ha convertido
en un area interesante debido a sus aplicaciones versatiles como sondas luminiscentes en diversos
campos (Zhang y Yang, 2013). Hay dos formas reportadas de preparar polimeros fluorescentes.
La primera implica la polimerizacion de monomeros que contienen cromdforos fluorescentes.
Yang et al., 2009 reportaron un estudio en el que sintetizaron un cromdforo conocido como citrato
de polioctametileno y se incorporaron a un esqueleto de L-cisteina para producir un aminoacido
fluorescente. La otra forma de sintetizar tales compuestos es modificando un polimero con una
molécula fluorescente. Por ejemplo, Wang K., et. al. reportaron una forma de modificar el poli
(anhidrido de estireno-co-maleico) con una molécula fluorescente derivada de las naftalimidas.
(2002) Dado que los polimeros en este estudio provienen de fuentes naturales, son candidatos
adecuados para aplicaciones biomédicas en forma de hidrogeles debido a su biocompatibilidad y
biodegradabilidad. (Bhattarai, Gunn y Zhang, 2010)

En la Gltima década, se han realizado muchos estudios sobre hidrogeles fluorescentes
basados en polimeros de fuentes naturales (Geng et al., 2015). Un estudio informado por Heo, Y.
J., et al. muestra la fabricacién de fibras de hidrogel para la deteccion de glucosa. Probaron sus
muestras en ratones y mostraron que las fibras fluorescentes respondian continuamente a los
cambios en la concentracion de glucosa en la sangre durante un maximo de 140 dias, lo que los
hacia candidatos perfectos para el monitoreo de glucosa in vivo a largo plazo.

Las sondas fluorescentes in vivo se han convertido en herramientas cruciales en la
ingenieria biomédica y la investigacion en medicina de diagnostico. Estan disefiados para el
seguimiento continuo y a largo plazo de analitos objetivo en sistemas bioldgicos. (Sharma, SK,

2003) Ha habido muchos estudios que muestran la deteccion de analitos fisiologicamente



relevantes, con un gran potencial para el monitoreo in vivo. (Zhang y Yang, 2013) Sin embargo,
hasta donde sabemos, ninguno de ellos ha intentado utilizando polimeros naturales modificados
como el quitosano con anhidrido 1,8-naftalico para realizar la deteccién del pH.

Un ejemplo del uso de hidrogeles a base de quitosano es el estudio realizado por Geng et
al., 2015. Prepararon una solucion de quitosano gelatinizada con fluor6foros a base de
glutaraldehido como agente de reticulacion para crear un hidrogel 3D. Este hidrogel se utiliz6 para
detectar bajas concentraciones de Hg? * en el agua. Determinaron que el hidrogel en medios
acuosos exhibe una respuesta lineal en el rango de 5-50 nM de Hg?" De la misma manera que estos
autores usan hidrogeles para la deteccion de metales pesados, los hidrogeles fluorescentes podrian
usarse ampliamente en el futuro dentro del campo biomédico. La caracteristica de origen natural
del quitosano y el almidén, y la baja toxicidad y el costo del fluor6foro anhidrido 1,8-naftalico son
factores importantes que haran de este hidrogel un candidato perfecto para monitorear los cambios
de pH dentro de la anatomia humana.

El quitosano, el producto desacetilado de la citina, ha sido de gran interés entre las
investigaciones debido a sus propiedades bioldgicas dinamicas: baja toxicidad y buena
biocompatibilidad. (Zheng, LY, 2003) La sintesis de sus derivados ha tenido diferentes
aplicaciones en estudios recientes, como la industria alimentaria donde se utilizé6 como inhibidor
de agentes microbianos (Tayel, A., et al, 2010), en medicina como un aposito para heridas muy
efectivo (Jayakumar, R., 2011), y en forma de nanoparticulas en sistemas de administracion de
farmacos. (Agnihotri, S. A., 2004). La ventaja de usar quitosano es que deberia permitir la

compatibilidad del complejo fluoréforo-quitosano dentro de los sistemas biologicos.
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Por otro lado, el anhidrido 1,8-naftdlico se usa ampliamente como intermedio para la
preparacion de imidas y derivados de imida. Algunos ejemplos de sus aplicaciones incluyen:
colorantes a base de imidazol y abrillantadores Opticos, antidotos herbicidas y un par de
aplicaciones bioldgicas. (Konstantinova, T. N., 1993) También se han realizado evaluaciones
toxicologicas del anhidrido 1,8-naftalico obteniendo valores bajos de toxicidad en animales.
(Chemie, B. G., 2011). La aplicacion de anhidrido 1,8-naftalico como fluoréforo generalmente
involucra la versién de la molécula sustituida con halégeno (Chen, H., 2016). Se ha informado de
muchos estudios que muestran cémo los derivados de imida del anhidrido 1,8-naftalico han
funcionado como agentes fluorescentes efectivos para materiales poliméricos. (Grabtchev, I.,
1995) Sin embargo, ninguno de ellos ha utilizado el tnico anhidrido 1,8-naftalico para realizar una
reaccion con un polimero natural.

El almidon es un polimero biodegradable compuesto por muchas unidades de glucosa. En
términos de estructura molecular, contiene amilosa lineal y amilopectina ramificada. (Hu, G.,
2009). En este estudio, se utilizara una modificacion quimica (oxidacién) del almidén como agente
de reticulacion para formar hidrogeles con quitosano modificado. El almidén oxidado (OS)
contiene mas grupos carbonilo disponibles para reaccionar con los grupos amina presentes en el
quitosano formando una base de Schiff. EI almidén oxidado se ha estudiado antes y mostrd un
mejor rendimiento como hidrogel. (Ismail, H., 2013). Este proceso permitira que los hidrogeles
tengan mejores propiedades mecanicas, lo que lo hace apropiado para la aplicacion como sonda

fluorescente.
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1.1. Objetivo Principal
Elaborar hidrogeles fluorescentes basados en quitosano modificado con anhidrido 1,8-

naftalico y almidon oxidado para un uso potencial como sonda para el monitoreo de pH

1.2. Objetivos Especificos
a) Funcionalizar el quitosano con el 1,8-anhidrido naftalico.
b) Preparar hidrogeles con quitosano funcionalizado entrecruzado con almidon oxidado
c) Analizar la sensibilidad y la intensidad de fluorescencia del hidrogel en funcion de las

variaciones de pH.

2. Metodologia

2.1. Funcionalizacion del Quitosano

Esta metodologia se baso en el informado por Munro, Hanton, Robinson y Simpson, 2008 con
algunas modificaciones experimentales. Brevemente, se afiadieron 0,4 g de Quitosano (CHI) a una
solucion de 0,4 g de anhidrido 1,8-naftalico (NAN) en 50 ml de dimetilformamida (DMF). La
mezcla se calentd a reflujo durante 3 ha 100 ° C. Luego se filtro la solucién para eliminar el
sobrenadante, y se realiz6 un lavado completo del sélido con DMF caliente seguido de etanol

absoluto. La muestra se sec6 luego a 40 ° C.

2.2. Oxidacion del Almidon

La oxidacion del almidon se realizd con base en la metodologia propuesta por Ziegler-
Borowska, Wegrzynowska-Drzymalska, Chelminiak-Dudkiewicz, Kowalonek y Kaczmarek,
2018. Se prepard una suspension de almidén de yuca en agua destilada (5% m/v) a temperatura
ambiente. El proceso de oxidacién se realizd con una solucién de peryodato de sodio en agua

destilada (5% m/v). Ambas soluciones se mezclaron en una proporcion de almidén: peryodato de
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2: 1 bajo agitacion moderada a temperatura ambiente y un ambiente oscuro durante 5 h (el pH
permanecio constante durante la reaccion). La mezcla se filtr6 al vacio y se sec6 a 40°C.
2.3. Reaccion de Entrecruzamiento

La reaccion de entrecruzamiento se realizd usando una suspension de almidén oxidado junto
con la solucion de quitosano funcionalizado (pH = 4,5-5,5). La solucion de almidén oxidado se
gelatinizé a 80 °C bajo agitacion moderada. Se utilizaron diferentes proporciones de quitosano
funcionalizado versus almidon oxidado (1: 1, 2: 1, 3: 1). Los diferentes valores de concentracién
utilizados para las soluciones iniciales se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1: Concentraciones experimentales utilizadas en la reaccion

Quitosano Almidon
Funcionalizado | Oxidado
[Yom/v] [Yow/v]
2 5
5 10
- 15
- 20

2.4. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
Los espectros infrarrojos se obtuvieron usando un espectrémetro Cary 630 FTIR con ATR de

Agilent Technologies en un rango de frecuencias de 0 a 4500 [cm].

2.5. Mediciones de intensidad de fluorescencia

Todas las muestras de fluorescencia se analizaron utilizando un espectrofotometro de
fluorescencia JENWAY 6270 a una longitud de onda de excitacién de 350 nm y una emision de
460 nm. Las muestras obtenidas se prepararon en una concentracién de 0.1% m/v usando acido
acetico 0.1M como solvente. Los resultados se presentan en unidades de fluorescencia relativa

(RFU)
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2.6.Ensayos de pH

El pH de la solucion de PBS se reguld a diferentes valores (3, 4, 5.5, 6.5 y 7.2) usando
soluciones de NaOH y HCI. Los hidrogeles se incubaron en estas soluciones durante 3 horas a
32°C. Después se midio la intensidad de fluorescencia.
2.7.Andlisis estadistico
Se aplicé una prueba de comparacion ANOVA y Tukey de una via a los experimentos de pH.
Con respecto al anélisis ANOVA, se eligi6é un valor alfa de o = 0.05 y la hip6tesis nula indico
que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias para las variables

estudiadas.

3. Resultados y Discusion

3.1. Andlisis de espectros FTIR

La Figura 1 muestra una porcion del espectro FTIR de la muestra obtenida por el método de
reaccion de reflujo. El espectro completo se puede encontrar en el Anexo A. El espectro FTIR de
esta muestra mostro un cambio significativo en 1705 cm™ en adelante. Estos datos confirmaron la
modificacion del polimero una vez comparado con el que fue fabricado por Munro et al., 2008,
donde se uso6 anhidrido 4-bromonaftalico como fluoroforo en la reaccion. Dado que la estructura
de este compuesto es muy similar a la utilizada en el presente estudio, fue una eleccion precisa

para comparar los resultados aqui informados. En este sentido, el espectro descrito en el estudio
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mencionado mostré una parte del espectro FTIR. Los investigadores descubrieron que el polimero
modificado tenia un estiramiento C = O a 1705 cm™. Esta banda corresponde a los grupos imida
que se formaron durante la reaccion de funcionalizacion. (Clark, R. N., et.al., 2009) El objetivo en

este proyecto era obtener el mismo pico a 1705 cm™.

0.1
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——CHI
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(=]
o=
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Figura 1: Porcion del espectro FTIR de la muestra obtenida por el protocolo de reaccién de
reflujo.

-
-

1800
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3.2. Intensidad de Fluorescencia

El protocolo usado para funcionalizar fue el que implicaba la reaccion de reflujo. La Figura 2
muestra los resultados obtenidos para la intensidad de fluorescencia. El estudio realizado por
Munro et al., 2008, estim6 que el grado de sustitucion del anhidrido 4-bromonaftélico en la
molécula de quitosano con diferentes solventes fue aproximadamente del 12% con condiciones de
modificacion similares a las utilizadas. En este estudio, la Figura 1 muestra que el protocolo de
reaccion de reflujo tuvo el mayor valor de intensidad de fluorescencia en concordancia con lo
obtenido en la literatura, lo que significa que esta reaccién es factible y se demostrdé que es

adecuada para funcionalizar CHI con NAN.

0.70

o
o))
o

o
o
o

0.40
0.30

0.20

Blanco Quitosano No Reaccion de Reflujo
Funcionalizado

Intensidad de Fluorescencia [RFU]

o
—
o

Figura 2: Intensidad de Fluorescencia para el protocolo obtenido. El blanco consistié en una
solucion de acido acético 0.1M, ya que se utilizé como disolvente para todas las mediciones de
fluorescencia.
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3.3. Formulacion de hidrogel

La razon principal para usar OS como agente entrecruzante para los hidrogeles es porque OS
tiene una gran cantidad de grupos aldehido en su estructura. Estudios anteriores muestran el uso
de glutaraldehido o formaldehido como complejos de entrecruzamiento. Sin embargo, se demostro
que estos compuestos son quimicamente toxicos. (Thrasher, J. D., 2001). Por lo tanto, OS sirve
como un agente de entrecruzamiento natural mediante una conjugacion entre los grupos amino
primarios en CHI y los grupos aldehidos libres en OS que forman una base de Schiff. (Baran, E.

T., 2004)

3.3.1 Efecto de la proporcion

Las proporciones establecidas en la Tabla 1 se probaron para ver qué formulacion de hidrogel se
usaria para los ensayos de pH. Cuando se usaba una concentracion menor tanto para la solucion
de OS gelatinizada como para la solucién de quitosano modificado, el hidrogel no era muy estable
ya que mostraba una textura muy liquida. Una vez que se aumentd la concentracién de solucién
de OS, se alcanzé una configuracion sélida del hidrogel. Después de varias pruebas, se eligio la
proporcién adecuada de las soluciones para ser una solucion de almidon oxidado al 10% m/v y

una solucion de quitosano modificado al 2% m/v.

La Figura 3 muestra diferentes proporciones de masa de los hidrogeles fluorescentes. La
proporcidn se refiere a CHI modificado: OS. Ademas, también se prepard una muestra de control
para obtener confirmacion visual de fluorescencia. La muestra de control se prepard en las mismas
concentraciones establecidas anteriormente, pero usando CHI no funcionalizado. Esta claro que,

en comparacion con la muestra de control, el fendmeno de fluorescencia es evidente en las
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muestras de interés. Sin embargo, no hay diferencia visual entre las diferentes proporciones

maésicoas de los hidrogeles fluorescentes presentados.

Control 1:1

Figura 3: Hidrogeles CHI-NAN / OS visualizados bajo una camara UV (excitacion a 365 nm). El
pH y la temperatura se establecieron constantes durante este experimento (pH = 5.5, Tamb)

Para confirmar las diferencias en la intensidad de fluorescencia, las muestras se analizaron
en un fluorimetro. Los resultados se muestran en la Tabla 2. Los hidrogeles modificados son de
hecho mas fluorescentes que los no modificados y reportan casi 4 veces mas sefial de intensidad
que los que contienen quitosano nativo en su configuracion. Asimismo, se observa una tendencia
creciente en la intensidad de fluorescencia a medida que la proporcion de quitosano aumenta.

Se puede observar cierta fluorescencia en los blancos. EI CHI no modificado no exhibio
una intensidad de fluorescencia significativa como se muestra en la Figura 2. La amilosa y la
amilopectina presentes en el almiddn no son fluorescentes. Sin embargo, se ha demostrado que los

granulos de almiddn tienen una membrana de proteina muy delgada que rodea su superficie, lo
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que podria ser la razon de los valores de intensidad de fluorescencia observados en la Tabla 2.

(Kokawa, M., et al, 2015)

Para los experimentos de pH, las composiciones utilizadas seran 1: 1y 2: 1 ya que se observo una

configuracion solida para los hidrogeles.

Tabla 2: Resultados de intensidad de fluorescencia para los hidrogeles

Quitosano no
Modificado)

CHI : OS
Intensidad de
Fluorescencia 1:1 2:1 3:1
[RFU]
Hidrogeles con
Quitosano 1.15 1.57 1.60
Modificado
Blanco
(Hidrogeles con
0.26 0.35 0.32

3.4.Dependencia del pH

En cuanto a los ensayos de pH, se llevaron a cabo dos experimentos. El primero consistié en

medir el pH de hidrogeles 1: 1. Los resultados se muestran en la Figura 4:



19

N
w
o

-
)
o

-
.
o

o
©
o

Fluorescence Intensity [RFU]
2 2

e
~
o

2 3 4 5 6 7 8
pH

Figura 4: Intensidad de fluorescencia de hidrogeles de quitosano modificado 1: 1 a diferentes
valores de pH

Como no se obtuvo una relacion lineal, se decidid que los hidrogeles se sometieran a
liofilizacion para aumentar la porosidad de modo que las soluciones a diferente pH pudieran
penetrar profundamente en la estructura y mejorar el efecto del pH en la intensidad de
fluorescencia.

Los resultados se muestran en la Figura 4. Es evidente que no se observa una respuesta
lineal incluso cuando se utilizaron aerogeles. Un estudio previo realizado por Guan, X., Liu, X.,y
Su, Z. 2007 con respecto a la dependencia del pH de un complejo de fluoresceina-quitosano mostro
que solo existia una tendencia lineal cuando el compuesto se sometia a acidos o acidos muy
basicos. rangos de pH. Para una futura experimentacién sobre este asunto, se necesitaria un
intervalo mas pequefio en el rango utilizado en este estudio para confirmar una respuesta lineal.

En términos del andlisis estadistico, el ANOVA mostré que no habia diferencia estadistica
entre los valores de pH y los datos de intensidad de fluorescencia. La prueba de Tukey mostré que

las sefiales obtenidas para pH = 4, 5.5 y 7.2 eran estadisticamente iguales, lo que significa que no
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habia diferencia entre ellas. Sin embargo, los valores de pH 3 y 6.5 fueron estadisticamente

diferentes. Los resultados de ANOVA y Tukey se presentan en el Anexo B.

4. Conclusiones

Se prepard un hidrogel fluorescente sensible al pH modificando quitosano con anhidrido 1,8-
naftalico usando almidon oxidado como agente de entrecruzamiento. Los resultados presentados
en este estudio demuestran que el quitosano funcionalizado, obtenido por una reaccion de reflujo
en DMF, podria usarse para crear una sonda de pH en rangos o muy acidos o muy basicos. Se
demostro que la proporcion adecuada de CHI: OS modificado era 2: 1 debido al hecho de que se
obtuvo un hidrogel fuerte y estable. Como no se obtuvo una dependencia lineal del pH en el rango
propuesto, este producto no se debe utilizar como sensor de pH en un amplio rango. Sin embargo,
el hidrogel CHI-NAN se puede aplicar en el campo biomédico, ya que proviene de fuentes
naturales, y estd compuesto de materiales econdmicos y no tdxicos. Ademas, se espera que este
material se use como una sonda de pH para determinar los cambios en los sistemas biolégicos, y

se recomienda realizar mas pruebas in vitro e in vivo.
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Anexo A: Espectro FTIR completo del Quitosano Funcionalizado
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Anexo B: Resultados de ANOVA y Tukey para los experimentos de pH

One-way ANOVA: RFU versus pH

Method

Null hypothesis 211 means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0.05

Equal wvariances were assumed for the analysis.

Factor Informaticon

Factor Lewvels Values
pH 5 3.0, 4.0, 5.5, ©.5, 7.2

Analysis of Variance

Scource DF rd] S8 Ad] MS F-Value P-Value
rH 4 0.1e9%¢e 0.042450 5.09 0.017
Error 10 0.08353 0.008353

Total 14 0.25349

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
H Mean Grouplng
1.077
0.9833
0.9733

D.9%ee7
0.7533

ORI

=1 s nooy o
W woww =
[ B e Bl

O booonon

Means that do not share a letter are significantly different.
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