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RESUMEN

Los hidrogeles de quitosano y almidén oxidado son materiales de gran importancia en
biomedicina debido a sus aplicaciones en los procesos de liberacion controlada de farmacos.
Sin embargo, estas matrices son inestables a condiciones fisioldgicas debido a su tendencia a
hidrolizarse. En este sentido, en el presente trabajo de investigacion se plantea la preparacion
de nuevos hidrogeles a partir quitosano funcionalizado con cianoguanidina (CHCG) y almidén
de yuca oxidado (AO), con el fin de estudiar sus propiedades y compararlas con las de los
hidrogeles de quitosano nativo. Se disefid un nuevo método de funcionalizacion para el
quitosano en el cual se utiliza diferentes concentraciones de cianoguanidina. Posteriormente,
se formaron hidrogeles cambiando la concentracion de almidén, polimero y cianoguanidina.
Finalmente, para caracterizar los materiales obtenidos se realizaron diferentes FTIR, y para
analizar las propiedades de los hidrogeles, se llevé a cabo pruebas de hinchamiento.

Los FTIR del polimero CHCG demuestran un aumento significativo en los grupos
amino, lo cual ayuda a la formacion de bases de Schiff. Los resultados del analisis de
estabilidad revelan que la cantidad de polimero CHCG vy la proporcion de quitosano-
cianoguanidina (CH- CG) en el hidrogel son las variables influyentes. En concreto, los
hidrogeles con una relacion en masa AO:CHCG de 1:1y 1:2 y una relacion méasica CH-CG de
1:0.1, muestran la mayor estabilidad comparados con los hidrogeles de quitosano nativo. Con
estos resultados, se puede concluir que los hidrogeles AO:CHCG son més estables en el tiempo

y por ende mejores candidatos para llevar a cabo estudios de liberacién de sustancias.

Palabras clave: hidrogeles, quitosano, funcionalizado, cianoguanidina, almidén, oxidado,

estabilidad.



ABSTRACT

Chitosan and oxidized starch hydrogels are materials of great importance in bio-
medicine due to their applications in controlled drug release processes. However, these
matrices are unstable at physiological conditions due to their tendency to hydrolyze. In this
sense, the present research work proposes the preparation of new hydrogels from chitosan
functionalizedwith cyanoguanidine (CHCG) and oxidized cassava starch (AO), to study their
properties and compare them with those of native chitosan hydrogels. A new functionalization
method was designed for chitosan, in which different concentrations of cyanoguanidine are
used. Subsequently, hydrogels were formed by changing the concentration of starch, polymer
and cyanoguanidine. Finally, to characterize the obtained materials, different FTIR were
performed, and to analyze the properties of the hydrogels, swelling tests were carried out.

The FTIR of the CHCG polymer shows a significant increase in amino groups, which
helps the formation of Schiff bases. The results of the stability analysis reveal that the amount
of CHCG polymer and the ratio of chitosan-cyanoguanidine (CH-CG) in the hydrogel are the
influential variables. Specifically, hydrogels with an AO:CHCG mass ratio of 1:1 and 1:2 and
a CH-CG mass ratio of 1:0.1 show the highest stability compared to native chitosan hydrogels.
With these results, it can be concluded that AO:CHCG hydrogels are more stable over time

and thus better candidates for conducting substance release studies.

Keywords: hydrogels, chitosan, functionalized, cyanoguanidine, starch, oxidized, stability.
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INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes tridimensionales de polimeros hidrofilicos entrecruzados que
se hinchan con el agua (Wang et al., 2020) y que logran absorber gran cantidad de este liquido,
incluso superando el 100% de su peso en seco (Soto & Oliva, 2012). La formacion de
hidrogeles o entrecruzamiento puede ocurrir mediante mecanismos quimicos o fisicos (Wang
et al., 2020). En el caso de los hidrogeles formados quimicamente, las cadenas de polimeros
son entrecruzadas mediante enlaces covalentes (Wang et al., 2020) y la polimerizacion via
radicales libres en presencia de agentes entrecruzantes (Wang et al., 2020). En el caso de los
hidrogeles formados por entrecruzamiento fisico, las cadenas de polimeros se unen como
resultado de diversas interacciones intermoleculares (Wang et al., 2020).

Con relacién a los métodos de entrecruzamiento quimico, uno que ha sido ampliamente
abordado esta relacionado con la formacion de bases de Schiff. Esta reaccion involucra enlaces
imino covalentes que se forman por la reaccion entre grupos amino y grupos aldehido (J. Xu
etal., 2019). Es comun que se utilice materiales de origen natural como el almidon o la pectina
(Neufeld & Bianco-Peled, 2017) para este tipo de reaccion. Entre los muchos reportes de
formacion de hidrogeles mediante este método, se encontrd que generalmente los polisacéridos
o polimeros utilizados son modificados quimicamente mediante oxidacion (Ji et al., 2020) para
introducir grupos aldehido o grupos nucleofilicos, los cuales luego reaccionan y formar bases
de schiff con derivados de quitosano (J. Xu et al., 2019). Otro ejemplo relevante es el estudio
de los Hidrogeles formados a partir de la base de Schiff entre gelatina y polietilenglicol
dibenzaldehido, los cuales tienen buena capacidad de liberacion controlada de farmacos y
rapida auto-regeneracion [(Vahedi et al., 2018).

Como se ha mencionado, los hidrogeles tienen diversas aplicaciones que los convierten

en uno de los materiales mas importantes en biomedicina. Se sabe que estas matrices tienen la
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capacidad de liberar sustancias de manera controlada (Vahedi et al., 2018) y proveen un
ambiente similar al fisiologico para el crecimiento celular (J. Xu et al.,, 2019). Estas
caracteristicas han dado paso a varios avances en la medicina, siendo uno de los mas relevantes
la regeneracion del cartilago articular. Mediante la implementacion de hidrogeles, se logré la
liberacion sostenida de anhydroicaritin, un compuesto que permite la condrogénesis de las
celulas madre de cartilago articular (Cui et al., 2023).

Dadas las importantes aplicaciones de estos biomateriales, un creciente interes en la
formacion de hidrogeles ha aparecido y dado paso a la basqueda de nuevos compuestos aptos
para la formacion de bases de Schiff. El quitosano y el almidén son dos polimeros muy
considerados por su abundancia, facil acceso, biodegradabilidad y biocompatibilidad (Liu et
al., 2021) (Zhao et al., 2022) (W. Xu et al., 2022). En la literatura, ya existen reportes acerca
de la formacion exitosa de hidrogeles entre quitosano y almidon oxidado, los cuales presentan
propiedades mecanicas interesantes como buen hinchamiento, rpida regeneracion de su matriz
y viscoelasticidad. Asi mismo, se ha descrito que, para mejorar la reactividad en el proceso, se
utilizan derivados de quitosano o el mismo funcionalizado con O-amina (Shebl et al., 2018).

Aunque los hidrogeles de quitosano y almidon oxidado parezcan la mejor opcién dado
lo descrito anteriormente, existen ciertas limitaciones. Se sabe que este tipo de hidrogeles son
inestables a condiciones fisioldgicas debido a que las bases de Schiff entre aminas primarias y
aldehidos son reversibles (Ding et al., 2019), es decir estan sujetas a hidrolisis con un tiempo
de vida media corto (Cordes & Jencks, 1963). Se ha reportado que las bases de Schiff formadas
con aminas alifaticas decaen en aproximadamente 1 a 2 minutos en condiciones de hidroélisis
(Cordes & Jencks, 1963), lo que hace urgente la busqueda de una alternativa mas estable.

Es por eso que, el objetivo del presente trabajo es formar hidrogeles a partir de un
polimero de quitosano-cianoguanidina (CHCG) y almidon de yuca oxidado. Basados en la

estructura de la cianoguanidina, es de esperar que la base de Schiff generada sea més estable
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debido a la presencia de resonancia en el sistema conjugado de dobles enlaces. Para lograr esto,
se funcionaliz6 quitosano con cianoguanidina, el cual se usd posteriormente para formar
hidrogeles entre CHCG y almidon de yuca oxidado. finalmente, se analizd la estabilidad de los

hidrogeles formados.



MATERIALES Y METODOS

Funcionalizacion del quitosano con cianoguanidina (CHCG).

Para esta esta fase se utilizo el protocolo propuesto por Veisi et. al. con modificaciones
(Veisi et al., 2016). Se ocupd quitosano  Sigma-Aldrich, CAS No.
9012-76-4, derivado de cascaras de camardn y con >75% de deacetilacion. En cuanto a la
cianoguanidina, también es Sigma-Aldrich CAS No.
461-58- 5.

Primero, se prepar6 una solucion de quitosano al 2% w/v en &cido acético al 1.5% v/v,
para luego afiadir cianoguanidina en una proporcion masica definida. Se precipito el polimero
con suficiente NaOH para neutralizar al acido acético y luego con etanol al 96% para recuperar
todo lo reaccionado. Se lavé el polimero obtenido con DMF durante una hora y se dejo secar
a 40 °C. Luego, se realiz6 un FTIR (Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) del
material seco obtenido. La relacion masica de quitosano (CH)-cianoguanidina(CG) se

establecio en los niveles 1:1, 1:0.5y 1.0.1, de acuerdo con experimentacion previa.

Oxidacion de almidén comercial de yuca

Se utilizo el protocolo propuesto por Laufer, con modificaciones (Laufer, 2019). Se
prepard una suspension de almiddn de yuca (AN) marca La Pradera y una solucién de periodato
de sodio, ambas al 5% p/v en agua. Luego se juntaron ambas mezclas a una relacién
volumétrica almidon:periodato de 2:0.5. La reaccidn se llevo a cabo durante 5 horas, bajo
agitacion moderada y proteccion de la luz. Se centrifug6 la suspension y se lavo cuatro veces
el almidon oxidado (AQO) obtenido con agua destilada. Se seco el producto a 40 °C y se realizd

un FTIR.



Formacién de hidrogeles

Se utilizé el protocolo propuesto por Vahedi et. al. (Vahedi et al., 2018) con
modificaciones. Primero, se elabord una solucién al 2% p/v de polimero CHCG en éacido
acetico al 1.5% v/v. Posteriormente se ajusté el pH a 5.5. De la misma forma, se prepard una
solucion de almidon oxidado gelatinizado. Para esto, se llevd una suspension de almidon al
4% p/va 90 °Cy se esperd a que esta se volviera transparente. Se mezcld la solucion de almidon
oxidado gelatinizado y la solucion de polimero CHCG siguiendo la matriz que se presenta en

la Tabla 1.

Tabla 1. Matriz guia para la formacion de hidrogeles AO-CHCG, aqui se muestra . El
numero ubicado en cada columna representa la relacion en masa AO:CHCG de cada
hidrogel. La letra en cada fila corresponde a la proporcién de cianoguanidina en el polimero
CHCG.

AO : CHCG
1 2 3
CH: CG 2:1 1:1 1:2
1:1 1A 2A 3A
B 1:0.5 1B 2B 3B
1:0.1 1C 2C 3C

Se secd todos los hidrogeles formados a 40 °C y se realiz6 un FTIR de cada uno.

Prueba de hinchamiento

Para esta esta fase se utilizo el protocolo propuesto por Salazar et.al. (Salazar et al.,
2019) con modificaciones. Se peso en seco cada hidrogel y se coloco en una placa de pocillos
con suficiente solucion PBS (Anexo 1). Luego, los hidrogeles se incubaron a 37 °C, para

después monitorear su peso cada hora por 3 horas. Posteriormente, los hidrogeles se pesaron



cada 24 horas hasta finalizar las 72 horas. Se calculd el porcentaje de hinchamiento con

ecuacion 1

SW = %220 % 100% 1)

0

Donde SW es el porcentaje de hinchamiento, M, es el peso de la muestra en un tiempo
especificoy M, es el peso inicial de la muestra. Se realiz6 esta prueba por triplicado y se hizo

promedio de los resultados.



RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de polimeros principales

Analisis de funcionalizacion del quitosano con cianoguanidina y la influencia de la
concentracion mediante Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR).

El método de funcionalizacion utilizado en este trabajo de investigacion es nuevo ya

que se realizaron modificaciones significativas al método propuesto por Veisi et. Al (2016).

Como menciona Mahendiran et.al. (2022), la funcionalizacion es el proceso por el cual se

afiaden grupos funcionales a cualquier polimero o biomaterial. Al utilizar cido acético en

vez de HCI, se logra la correcta disolucion del quitosano sin afectar a la funcionalizacion, ya
que, al aumentar el pH, el grupo amino del quitosano no se protona y esta disponible para

unirse con la cianoguanidina. Este mecanismo de reaccion se observa en la figura 1. En el

FTIR del Anexo 2, se observa las diferencias entre ambos metodos de reaccion mencionados.

N N .
Quitosano H ) N H ) N

Cianoguanidina

Figura 1. Mecanismo de reaccion entre el quitosano y la cianoguanidina en el
proceso de funcionalizacién

Para analizar los resultados, se debe comprender que la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier es una técnica utilizada para obtener el espectro infrarrojo de

compuestos solidos, liquidos y gaseosos, lo cual permite observar grupos funcionales (Sindhu



et al., 2015). En la figura 1, se observa un arreglo de espectros FTIR de los polimeros

realizados experimentalmente, junto con el espectro de la cianoguanidina y quitosano nativo.
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Figura 2. Espectros FTIR de la funcionalizacion del polimero quitosano (CH)-
cianoguanidina (CG). 1a: cianoguanidina, 1b:quitosano nativo, 1c: CH-CG proporcién 1:1,
1d: CH-CG proporcién 1:0.5, 1e: CH-CG proporciénl:0.1



De acuerdo con lo presentado, si existio funcionalizacion del quitosano con
cianoguanidina. Las figuras 1c, 1d y 1e muestran que existe un claro crecimiento en la banda
a la altura de 1652 cm* con respecto al FTIR del quitosano nativo. Este cambio demuestra un
incremento de grupos iminos (bases de Schiff) (Bruice, 2011) debido a la cianoguanidina
afadida. De la misma forma, la seccion sefialada a aproximadamente 2200 cm-! muestra que
los grupos nitrilo (-C=N) (Bruice, 2011) de la cianoguanidina han desaparecido, por lo que se
confirma la funcionalizacion del polimero y se demuestra que el lavado descrito en la seccion
2.1 fue el adecuado, ya que se remueve toda la cianoguanidina.

Como se menciond antes, el incremento de iminas es uno de los principales objetivos a
conseguir para la formacién de una base de Schiff mas estable. Al tener méas grupos amino
disponibles, los aldehidos del almidon podran formar mas enlaces y por lo tanto se espera que
los hidrogeles obtenidos sean méas estables. El disefio experimental utilizado tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la cantidad de cianoguanidina en los posibles grados de
funcionalizacién. Sin embargo, no existe diferencia visible en el FTIR, por lo que se extendio

esta metodologia hasta la formacién y anélisis de los hidrogeles.



Analisis del grado de oxidacion del almidon de yuca mediante un FTIR
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Figura 3. Espectros FTIR del proceso de oxidacion de almidon de yuca. En el recuadro se
presenta una ampliacion de las bandascorrespondientes al grupo aldehido (1640 cm™) y
C-0 (1000 cm™

A simple vista, no se puede observar un cambio en los espectros del almidén nativo y
el almiddn oxidado. Sin embargo, si existen diferencias sutiles. En la ampliacion presentada en
la figura 2 (recuadro), se puede observar una distancia medible en el eje Y entre las bandas
sefialadas a 1640 cmty 1000 cm™. Si se calcula la diferencia entre el valor en el eje y de la
banda de aldehidos y el valor del eje y de la banda de C-O de ambos espectros, se puede conocer

si en verdad hay diferencia entre ambos FTIR. La distancia entre bandas en el espectro del

almiddn nativo es de 55.05 y en el espectro del almidén oxidado es de 46.71, por lo que se



deduce que si existe un aumento de grupos aldehido cuando se utiliza el proceso de oxidacion.

Este incremento es un factor determinante para la formacién de hidrogeles.

Formacion de hidrogeles
Las figuras 3 y 4 son los resultados de la formacién de los hidrogeles de almidén
oxidado y polimero CHCG. En la figura 3 se observan fotografias de los hidrogeles formados

y en la figura 4 un FTIR de un hidrogel junto con sus respectivos controles.

Figura 4. Matriz de hidrogeles AO-CHCG formados siguiendo la guia de la
tabla 1. Las imagenesfueron tomadas a los 15 minutos de entrecruzamiento.
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Figura 5. Espectros FTIR del hidrogel 2A (AO-CHCG) formado y seco y sus
respectivos controles. 5a: AN-CH, 5b: AN-CHCG, 5c: AO-CH. 5d: AO-CHCG
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En la figura 3 se observa que, para todas las variaciones de proporcion, los hidrogeles
se forman correctamente. También se puede observar que a medida que aumenta la cantidad
de CHCG en el volumen total del hidrogel, este se vuelve més turbio y firme. En cuanto al
método propuesto, al observar la figura 4 se puede comprobar que se han formado bases de
Schiff. En la seccidn sefialada se ve un aumento proporcional de los grupos imino, ya que la
banda a 1650 cm-1 crece y supera a la banda de 1550 cm-1 a medida que se cambia de almiddon
nativo a almidon oxidado y de quitosano nativo a polimero CHCG .

De la misma forma que en la figura 2, a simple vista no se nota un cambio. Sin embargo,
en cada grafico se puede observar una distancia medible en el eje y. Para el grafico AN-CH la
diferencia entre el pico 1640 y 1550 es 31.94. Para el polimero AN-CHCG, la diferencia se
reduce a 14.49. Al formar el hidrogel de almidén oxidado con quitosano nativo, la diferencia
es de 7.85. Finalmente, al formar el hidrogel propuesto (AO-CHCG) la diferencia es de — 0.37,
lo que demuestra que efectivamente el pico de 1640 es mayor. Esta inversion de picos indica
un aumento en los grupos imino, los cuales corresponden a los grupos funcionales encontrados

en una base de Schiff, mecanismo principal de entrecruzamiento.

Estabilidad de los hidrogeles en condiciones fisioldgicas

Para evaluar la posible estabilidad de los hidrogeles en condiciones fisioldgicas, se
estudiaron las cinéticas de hinchamiento. En las figuras 5-7, se observan las cinéticas de

hinchamiento de los hidrogeles elaborados.
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Figura 6. Cinética de hinchamiento de hidrogeles de composicion AO-CHCG de 2:1, a las tres

diferentes proporciones de quitosano-cianoguanidina (6a: 1A, 6b:1By 6¢:1C). Se presenta

también el control de almidon oxidado-quitosano 2:1 (AO- CH).
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Figura 7. Cinética de hinchamiento de hidrogeles de composicion AO-CHCG de 2:1, a las tres
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diferentes proporciones de quitosano-cianoguanidina (7a: 2A, 7b: 2By 7c: 2C). Se presenta también
el control de almidén oxidado-quitosano 2:1 (7d: AO-CH).
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Figura 8. Cinética de hinchamiento de hidrogeles de composicion AO-CHCG de 2:1, a las tres
diferentes proporciones dequitosano-cianoguanidina (8a: 3A, 8b: 3By 8c: 3C). Se presenta
también el control de almidon oxidado-quitosano 2:1 (8d:AO-CH).

En la figura 5 se aprecia un dréastico crecimiento de mas del 150% en la primera hora.
Sin embargo, para los hidrogeles de proporcion CH-CG 1:0.5 y 1:0.1 se presenta un
decrecimiento de similares caracteristicas en la segunda hora. Para el hidrogel 1A se observa
un crecimiento progresivo en las primeras tres horas y luego un deshinchamiento prominente
para las 24 horas. Los hidrogeles 1A y 1C presentan un decrecimiento relativamente estable
hasta alcanzar las 72 horas, mientras que el hidrogel 1B se hincha y deshincha sin ningun
patron.

Al comparar los tres hidrogeles con el control, se observa que su hinchamiento es
mucho mas inestable comparado con el del hidrogel AO-CH. Se puede apreciar que el

deshinchamiento de los nuevos hidrogeles es de casi un 50%, mientras que el deshinchamiento
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del hidrogel de quitosano es de aproximadamente 30%. Por lo tanto, a esta proporcion los
hidrogeles no presentan un mejor comportamiento.

Si se continua con el andlisis, se observa que en la figura 6 existe un comportamiento
similar en cuanto a los hidrogeles 2A y 2B. EIl primer hidrogel muestra un hinchamiento de
mas del 150% a la primera hora, con un posterior deshinchamiento aleatorio e irregular. En
cuanto al segundo hidrogel mencionado, se muestra un crecimiento progresivo las primeras 3
horas y luego un deshinchamiento irregular hasta las 72 horas. Por otro lado, el hidrogel en 2C
se hincha de manera paulatina hasta llegar a las 3 horas, a partir de ese momento presenta un
deshinchamiento progresivo, estable y suave. Al comparar con el control AOCH, tanto el
hidrogel 2A como el 2B muestran un hinchamiento igual de irregular y abrupto. Todo lo
contrario ocurre con el hidrogel 2C que a pesar de no hincharse tanto, es mas estable que el
control y que los demas hidrogeles mencionados.

Finalmente, en la figura 7 se observa que todos los hidrogeles presentan menor grado
de hinchamiento comparados con los hidrogeles de los anteriores graficos y sobre todo con el
control. Los hidrogeles de proporcion 3A y 3B tienen un cambio en su porcentaje de
hinchamiento ligeramente abrupto en las primeras tres horas. Luego su comportamiento de
deshinchamiento es relativamente estable. Para el hidrogel 3C ocurre lo mismo que en el
presentado en la figura 6, el hinchamiento de las primeras 3 horas es suave y uniforme, luego

se sigue deshinchando de la misma manera y muestra una tendencia a hincharse de nuevo.

Andlisis estadistico

Las tablas 2-4 presentan los resultados del analisis estadistico realizado para entender
de qué forma afectan las variables modificadas (tiempo, formulacién del hidrogel, y
composicion del polimero) en el porcentaje de hinchamiento. La tabla 2 muestra los resultados

de ANOVA de las variables modificadas en el experimento. La tabla 3 recopila los datos del
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analisis de Tukey realizado en los datos de la composicion del hidrogel y la tabla 4 muestra los
datos del andlisis de Tukey realizado con los datos de la composicion del polimero.

Tabla 2. Analisis de varianza con un intervalo de confianza del 95%. Se presenta un analisis
de la relevancia en el porcentaje de hinchamiento de las siguientes variables: Composicion
masica del hidrogel (AO:P), composicion del polimero (CHCG) y el tiempo en horas.
También se tomé en cuenta la influencia en el hinchamiento de la relacién entre: AO:Py
CHCG, AO:P y el tiempo, y CHCG y el tiempo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
AO: P 2 30790 15394,9 8,14 0,000
CHCG 2 15822 7911,2 4,18 0,017
t(h) 5 6156 1231,3 0,65 0,661
AO: P*CHCG 4 8002 2000,5 1,06 0,380
AO: P*t (h) 10 4041 404,1 0,21 0,995
CHCG*t (h) 10 1389 138,9 0,07 1,000

Error 128 242182 1892,0
Falta de 20 7059 3529 0,16 1,000

ajuste
Error puro 108 235123 21771

Total 161 308382

Nota: AO:P representa almidon oxidado: CHCG

Tabla 3. Analisis de agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey y una
confianza de 95%. En esta tabla se analiza la influencia de la composicion del hidrogel.

AO:P N Media Agrupacion
2:1 54 132,669 A

1:2 54 129,510 A

1:1 54 101,973 B

Tabla 4. Analisis de Comparaciones por parejas de Tukey: CHCG con una confianza del
95%

CHCG N Media Agrupacion
1:0.5 54131,162 A

1:1 54 125,143 A B
1:0.1 54 107,846 B

Al observar la tabla 3, se puede concluir que las Unicas variables que influencian al
porcentaje de hinchamiento son la composicion del hidrogel (AO:P) y la composicion del

polimero (CHCG). El anélisis de ANOVA realizado toma en cuenta solo los valores p menores
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a 0.05 debido a su intervalo de confianza, por lo que ni el tiempo ni las interacciones entre las
variables tienen un impacto significativo. Estas observaciones sustentan el andlisis del
desempefio de los hidrogeles, ya que las mismas variables muestran un comportamiento
influyente.

En cuanto a las tabla 3, se puede deducir que la Gnica composicion de hidrogel con
diferencias estadisticas significativas es la de 1:1, la cual resulta ser la que menor porcentaje
de hinchamiento presenta. Este comportamiento puede ocurrir debido a las altas fluctuaciones
en el porcentaje de hinchamiento que se muestran en la figura 5. Si se observa la tabla 4, se
deduce que solo existen diferencias entre los hidrogeles con polimero 1:0.5y 1:0.1. Asi mismo,
los hidrogeles con composicion AO:CHCG(1:0.1) son los que menos hinchamiento presentan.
Los hidrogeles 1C, 2C y 3C (tabla 1), tienen menor hinchamiento debido a que no sobrepasan

el 125% y no tienen fluctuaciones de gran magnitud.

Analisis del desempefio de los hidrogeles

El comportamiento de hinchamiento descrito en los anteriores parrafos ocurre debido a
diferencias en la morfologia del hidrogel, su composicion y su tendencia de rehinchamiento.
En primer lugar, Yacob y Hashim (2014) mencionan que si la estructura interna del hidrogel
tiene poros mas pequefios, este se volvera mas firme y por lo tanto absorbera menos liquido.
En la figura 5 se observa un gran aumento en el porcentaje de hinchamiento en las primeras
horas, lo que sugiere que la estructura estd compuesta de poros mas grandes. Siguiendo con
esta tendencia, las demas figuras muestran que al aumentar la cantidad de polimero CHCG en
el hidrogel, el porcentaje de hinchamiento parece reducirse, por lo que se puede concluir que
el tamafio de los poros en la matriz es menor. De la misma forma, se observa que los hidrogeles

formados con una proporcion CH-CG de 1:0.1 (2C y 3C) son los que menos porcentaje de
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hinchamiento presentan, por lo que se deduce que son los méas densos, estrechos y con tamarfio
de poro més pequefio.

Tomando en cuenta el analisis realizado en (Yacob & Hashim, 2014), se puede suponer
gue en este caso también existe una relacién entre el tamafio de los poros y la estabilidad de
los hidrogeles. A mayor tamarfio de poro, mayor parece ser la fluctuacion en el porcentaje de
hinchamiento, como se denota en las figuras 5y 6. Los hidrogeles de la figura 7 que tienen el
tamafio de poro méas pequefio como se mencion6 anteriormente, muestran una mayor
estabilidad.

De la misma forma, la composicién del hidrogel no solo influye en el tamafio del poro
si no también en el proceso de formacion del hidrogel. En primer lugar, al funcionalizar
quitosano con cianoguanidina se aumenta los grupos funcionales disponibles para formar bases
de Schiff, lo que determina que los enlaces se formen rapida y abundantemente y que no haya
uniformidad en la gelificacion. Al observar las figuras 5y 6, se deduce que la gran cantidad de
solucién de almiddén oxidado no se mezcl6 de manera adecuada con el polimero antes de que
se formara el hidrogel. La matriz resultante por lo tanto es dispareja y esta sujeta a degradacion
cuando el almidon sin enlazar se disuelve en el PBS. Los hidrogeles de proporcion AO-CHCG
1:2 (3A, 3By 3C) tienden a ser los mas estables debido al bajo volumen de solucién de almiddn
oxidado. La composicion del polimero también influye drasticamente en la estabilidad. Los
hidrogeles de proporcion CHCG 1:0.1 demuestran ser los més estables comparados con los
demas hidrogeles y su respectivo control elaborado solo con quitosano.

Finalmente, la fluctuacion en el hinchamiento también esta controlada por la tendencia
de los hidrogeles a rehincharse. Existe un fendémeno comun en los hidrogeles de quitosano en
el cual el pH determina la manera en la que la matriz absorbe liquido. A pH 7 o mayor, las
aminas del polimero se protonan causando que el este pierda su carga y se vuelva insoluble

(Budianto & Amalia, 2020). Esto hace que los hidrogeles se encojan y sean inestables hasta
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que se encuentren en equilibrio. Este fendmeno reportado en los estudios de Budianto y Amelia
(2020) es una de las causas de del hinchamiento por partes de los hidrogeles y de su
consecuente inestabilidad.

Este y los otros dos factores de control de hinchamiento mencionados, determinan la
funcionalidad del hidrogel. Con un tamafio de poro mas pequefio, se obtendra menos
fluctuacion en el hinchamiento y por lo tanto una liberacion de farmacos mas controlada. Lo
mismo ocurre al afladir cianoguanidina en proporcién 1:0.1. Asi mismo, al reducir la cantidad
de almidon oxidado en la mezcla, se obtienen hidrogeles mas uniformes y menos susceptibles
a degradacion al comienzo del proceso de hinchamiento, lo cual permite tener un proceso de
liberacion predecible. Por Gltimo, a pesar de que la tendencia de rehinchamiento puede afectar
la liberacion del farmaco al reabsorberlo, si se controla las demas variables que provocan

inestabilidad, este efecto puede ser disminuido.



18

CONCLUSIONES

En conclusién, utilizando una nueva metodologia basada en el uso de &cido acético en
vez de &cido clorhidrico, se logra la funcionalizacion exitosa de quitosano con cianoguanidina
a proporciones en masa de 1:1, 1:0.5 y 1:0.1 y esto se demuestra mediante un FTIR. De la
misma forma, se comprueba que el método de oxidacion es el adecuado para aumentar los
grupos aldehido del almidén mediante otro anélisis FTIR.

Asi pues, mediante espectros FTIR y analisis de cinética de hinchamiento se demuestra
que el proceso de funcionalizacion si influencia la estabilidad de los hidrogeles de quitosano.
Los hidrogeles mas estables obtenidos son: aquel con composicion AO:CHCG de 1:1 y
relacion masica 1:0.1y aquel con composicion AO:CHCG de 1:2 y relacion masica 1:0.1
ya que su porcentaje de hinchamiento presenta muy poca fluctuacion abrupta en las primeras
horas y una tendencia estable durante el resto del tiempo. Este comportamiento ocurre debido
a la composicién masica de los hidrogeles, siendo la alta cantidad de polimero el factor clave.
Igualmente, queda demostrado que el grado de funcionalizacién del polimero contribuye a la
estabilidad del hidrogel, ya que a proporciones masicas muy altas el hidrogel es inestable.

Finalmente, el analisis estadistico de ANOVA corrobora la discusion de los resultados,
ya que demuestra que efectivamente las variables influyentes en el porcentaje de hinchamiento
son la composicion del hidrogel (AO-P) y la composicion del polimero (CHCG). Las cuales
acttan por separado. De la misma manera, el anélisis de Tukey demuestra que los hidrogeles
con composicion masica AO:CHCG de 2:1 tienen el menor hinchamiento si se toma en cuenta
solamente la composicion del hidrogel. Y los hidrogeles con composicion masica CH-CG de
1:0.1son los mas estables si se toma en cuenta solamente el grado de funcionalizacién.

Se puede decir que los resultados obtenidos permitiran un mejor aprovechamiento

biomédico de los hidrogeles a base de quitosano. La mejora en la estabilidad de los hidrogeles
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durante el hinchamiento, esta directamente relacionada con el desempefio en procesos de
liberacion de sustancias. Por lo que nuevos experimentos de dosificacion de farmacos podran
ser llevados a cabo con mas seguridad. A pesar de que los resultados obtenidos son
prometedores, estos siguen siendo preliminares. Se recomienda realizar pruebas de liberacion
de acetaminofén utilizando los hidrogeles mas estables mencionados para corroborar el
experimento y también se recomienda trabajar en la caracterizaciéon del polimero

funcionalizado y los todos hidrogeles formados.
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ANEXO A: PREPARACION SOLUCION PBS

Para 1L de solucién 1X se necesita:
- 8gdeNaCl
- 0.2gdeKCl
- 1.44 g de Na2HPO4
- 0.24 g de KH2PO4

Ajustar pH a 7

ANEXO B: CONTROL DE FORMACION DE POLIMERO CHCG
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Figura 9. FTIR de la formacion del polimero cuando se usa &cido acético y cuando se usa
HCI. Se incluye el controlnegativo del quitosano nativo
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ANEXO C: FTIR DE HIDROGELES FORMADOS
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Figura 10. Conjunto de FTIR de todos los hidrogeles formados con el método experimental. El titulo
representa larelacion AO-CHCG. En cada gréfico, se incluye la relacion CH-CG de cada hidrogel
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ANEXO D: DATOS RECOPILADOS EN LA ETAPA DE HINCHAMIENTO

Tabla 5. Pesos en mg promediados de cada hidrogel durante el proceso de hinchamiento a
lo largo de 72 horas.

1A 2A 3A 1B 2B 3B 1C 2C 3C
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 122.8238 | 166.8890| 108.1571| 157.9259| 207.9468 | 100.0533| 112.8799| 104.9625| 105.2218
2 144.6729 | 139.9231| 123.4851| 138.6319| 221.4948| 118.8605| 156.1875| 146.7371| 109.3299
3 166.6575| 152.6224| 113.5827| 119.0108| 268.6839| 113.8977| 101.4282| 152.0671| 108.0703
24 121.6636 | 174.9895| 121.5413| 159.1042| 185.2475| 108.9594| 105.0916| 131.9954 | 103.2732
48 108.1228 | 118.6385| 101.0367| 104.5290| 197.1169| 95.5719| 91.4943| 121.0821| 81.9595
72 91.2027| 125.5589| 86.3004 | 134.5034| 177.2822| 119.0329| 73.9499| 91.4635| 113.8736
Tabla 6. Tabla de desviaciones estandar calculadas a partir de los pesos no promediados de
los hidrogeles.
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1| 40.7549| 47.0780| 48.8323| 27.8391| 141.7943| 42.3748| 42.1458 56.4727| 46.7550
2| 65.0383| 52.6084| 44.8151| 16.5613| 117.9594| 54.4865| 53.9273| 100.5667 | 61.2790
3| 29.0519| 33.3725| 55.6373| 29.6382| 88.7480| 26.4464| 24.6570| 116.1484| 51.9328
24| 34.9567| 88.6148| 69.5507 | 38.4236| 104.4002| 24.3967| 20.9598| 64.7489| 43.3332
48| 33.4419| 7.2757| 70.0760| 21.0215| 54.6218| 23.2220| 29.8142| 75.3883| 33.4288
72| 16.8674| 13.5809| 44.7239| 15.3513| 95.1891| 29.4060| 25.4589| 51.4399| 59.1153
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