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RESUMEN
El enfoque principal de este proyecto de investigacion es desarrollar hidrogeles
mediante el entrecruzamiento de quitosano funcionalizado y almidon de yuca oxidado
mediante tratamientos hidrotérmicos. El quitosano se debe funcionalizar previamente
con cianoguanidina para que de esta manera haya una mejor estabilidad y duracion de
los hidrogeles y asi se enfrente el problema de la inestabilidad de las bases de Schiff. En
lo que respecta al almidon, se obtuvo que la temperatura mas favorable para el proceso
de oxidacion fue la de 140°C por 0.5 horas (AO0xi40-05), la funcionalizacion del
quitosano fue mas efectivo en acido acético y en cuanto a la formacion de hidrogeles, el
mejor resulté ser H_AA_AA. Se hizo andlisis FTIR para comprobar tanto la oxidacion
del almidon como la funcionalizacion del quitosano. En cuanto a caracterizacion se
realizd un analisis SEM, para ver la estructura morfoldgica de los hidrogeles. Ademas,
se efectuaron tanto pruebas de hinchamiento como de liberacién controlada de farmacos
para corroborar la estabilidad y su posible aplicacion en biomedicina respectivamente.
El mayor grado de hinchamiento se alcanzd para los hidrogeles funcionalizados en
acido acético en comparacion con aquellos funcionalizados en &cido clorhidrico. En
conclusion, se logro oxidar el almidén, funcionalizar el quitosano y formar hidrogeles
con mayor resistencia. Ademas, se pudo conseguir una liberacion mas controlada del
acetaminofén, resaltando este método, ya que esto no se adquiere facilmente en los
hidrogeles, por lo que puede ser utilizado para otras aplicaciones médicas e incluso con

otras formulaciones.

Palabras clave: hidrogeles, entrecruzamiento, almidon oxidado, quitosano,

cianoguanidina, acetaminofén, acido acético, liberacion controlada.



ABSTRACT

The main focus of this research project is to develop hydrogels by crosslinking
functionalized chitosan and oxidized cassava starch by hydrothermal treatments. The
chitosan must be previously functionalized with cyanoguanidine so that in this way
there is a better stability and durability of the hydrogels and thus the problem of the
instability of the Schiff bases is faced. Regarding starch, it was obtained that the most
favorable temperature for the oxidation process was 140°C for 0.5 hours (A0x140-05),
the functionalization of chitosan was more effective in acetic acid and as for the
formation of hydrogels, the best turned out to be H_AA_AA. FTIR analysis was
performed to check both starch oxidation and chitosan functionalization. In terms of
characterization, SEM analysis was performed to see the morphological structure of the
hydrogels. In addition, both swelling and controlled drug release tests were performed
to corroborate the stability and their potential application in biomedicine, respectively.
The highest degree of swelling was achieved for hydrogels functionalized in acetic acid
compared to those functionalized in hydrochloric acid. In conclusion, it was possible to
oxidize the starch, functionalize the chitosan and form hydrogels with greater resistance.
In addition, a more controlled release of acetaminophen could be achieved, highlighting
this method, since this is not easily acquired in hydrogels, so it can be used for other

medical applications and even with other formulations.

Keywords: hydrogels, crosslinking, oxidized starch, chitosan, cyanoguanidine,

acetaminophen, acetic acid, controlled release.
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1. INTRODUCCION

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales de polimeros entrecruzados que tienen
la capacidad de absorber y retener grandes cantidades de agua. Su formacion implica un
proceso llamado "gelificacion”, que puede llevarse a cabo de dos maneras: por
entrecruzamiento fisico, por un mecanismo que esta basado en la interaccion de cadenas
poliméricas, o por entrecruzamiento quimico, por enlaces covalentes, que se forman
durante la reaccion entre grupos funcionales. En los hidrogeles fisicamente
entrelazados, las interacciones pueden ser hidrofobicas, de enlaces de hidrogeno,

electrostaticos o de cristalizacion [3].

En lo que respecta al entrecruzamiento quimico, se destacan las bases de Schiff ya que
son capaces de formar enlaces covalentes entre los polimeros, promoviendo asi la
reticulacion de las cadenas poliméricas y por tanto se forma una red tridimensional
estable [2]. Las bases de Schiff son compuestos organicos que se generan cuando un
aldehido o cetona reacciona con una amina primaria o secundaria en un medio acuoso u
organico. Este proceso da lugar a la formacion de un grupo funcional conocido como
imina (-C=N-), que caracteriza a las bases de Schiff. Esto hace que las bases de Schiff
sean fundamentales en el desarrollo de materiales biomédicos y en otras aplicaciones

que requieren control preciso sobre la estructura y las propiedades de los materiales [4].

Las bases de Schiff presentan una alta susceptibilidad a la hidrolisis, lo que significa
que en presencia de agua los enlaces quimicos se rompen. Esto es crucial en la
investigacion de los hidrogeles, debido a que la rapida hidrolisis de las bases de Schiff
puede llevar a la degradacion de la red polimérica y, en ultima instancia, a la
desintegracion del hidrogel. Esta peculiaridad contribuye a que los hidrogeles

elaborados con bases de Schiff experimenten una descomposicion prematura,
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comprometiendo su capacidad para mantener la estructura deseada y haciendo que su

uso en aplicaciones como la liberacion controlada de farmacos, sea limitada [6].

En contraste, los hidrogeles elaborados con polisacaridos naturales como el almidon y la
celulosa estan ganando popularidad entre los investigadores debido a sus propiedades
Unicas. Estos polisacaridos son biocompatibles, biodegradables y facilmente
disponibles, lo que los hace atractivos para aplicaciones biomédicas y ambientales [1].
Ademas, la capacidad de los polisacaridos para formar hidrogeles mediante
entrecruzamiento quimico con bases de Schiff les confiere propiedades caracteristicas,

como la capacidad de retener agua y liberar de manera controlada moléculas bioactivas
[3].

El presente trabajo propone una solucion novedosa para que la estabilidad de los
hidrogeles de almidon oxidado-quitosano mejoren. Para ello, se sugiere realizar una
funcionalizacion previa del quitosano con cianoguanidina, haciendo que los sitios de
coordinacion de grupos de biguanidina generen una base de Schiff reforzada debido a la
resonancia. Esta modificacion busca reducir la degradacion del hidrogel [8]. De esta
manera se lograria desarrollar hidrogeles estables y duraderos a partir del quitosano y el
almidon de yuca oxidado. Para alcanzar este objetivo, es crucial comprender y controlar
los mecanismos de degradacién de los hidrogeles, lo que podria tener un impacto

sustancial en la ciencia de materiales biomédicos.



2.1. Preparacion de almidon oxidado

2. METODOLOGIA

13

Se prepar6 una solucion 10% p/p de almidén de yuca y agua destilada, la misma se

coloco en un reactor de sintesis de alta presion en el interior de una mufla, se varié tanto

la temperatura como el tiempo de reaccion, tal como se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Almidon oxidado bajo diferentes condiciones de operacion

Tiempo (h)
Temperatura (°C) 0.5 15 2.5
110 AO0x110-05 AO0x110-15 AO0x110-25
140 AO0X140-05 AO0X140-15 AO0X140-25
170 AO0x170-05 AO0x170-15 AO0x170-25
200 AO0X300-0.5 AO0X300-15 AO0x300-2.5
230 AO0x330-0.5 AO0X330-15 AO0x330-25

2.1.1. Analisis de grupos carbonilos y carboxilos

Mediante la modificacion del protocolo de Arglello [7], se realizé la cuantificacion de

grupos carbonilos. Para ello, se pes6 4 g de almidon de yuca oxidado seco y se disolvid

en 100 mL de agua destilada. La solucion se calent6 a ebullicion durante 35-45 minutos

hasta su gelatinizacion, se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se ajusté el pH a 3.2 con

una solucion de HCI 0.05M y se afiadi6 15 mL de una solucién de cloruro de

hidroxilamina HMC (25g HMC + 100ml NaOH 0.5M, se afor6 en 500 ml). La muestra

se insertd en un bafio maria a 40°C con agitacion durante 4 horas. Tras el tiempo

establecido, se ajusté nuevamente el pH a 3.2 de la misma manera que antes. Para el
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blanco, se sigui6 el mismo procedimiento, pero utilizando almidén de yuca comercial.

Se determind el contenido de grupos carbonilos mediante la ecuacion (1):

co [(Vblanco — Vsoucion) * M+ 0.028 - 100]

= 1
100GU peso muestra (g) M

Por otro lado, para el analisis de grupos carboxilos se sigui6 el protocolo de Paravouri
[9], en donde se siguié un procedimiento similar. Se pes6 1 g de almidon de yuca
oxidado seco y se disolvid en 60 mL de agua destilada. La solucién se calent6 hasta su
gelatinizacion y se realizé una titulacion con NaOH 0.01M hasta obtener un pH de 8.2.

Se determind el contenido de grupos carboxilos mediante la ecuacion (2):

COOH _ [(Vsotucisn = Vbianco) * M * 0.045 - 100]
100GU peso muestra (g)

(2)

Para ambos casos M representa la molaridad de cada una de las soluciones, 0.028 y
0.045 son los factores de conversion para el equivalente quimico de un gramo de

carbonilo y carboxilo, respectivamente.

2.2. Preparacion de quitosano funcionalizado con cianoguanidina

Se modifico el protocolo de Veisi [8], se prepard una solucion de quitosano tanto en
acido acético al 1.5% v/v como en &cido clorhidrico al 1% v/v. Posterior a ello, se
agrego 0.53 g de cianoguanidina. La solucién se colocé en un reactor de sintesis de alta
presion en el interior de una mufla a una temperatura de 90° por 3 horas. Pasado el
tiempo, se precipitd la solucion con NaOH para neutralizarlo y después se realizd un
lavado con etanol caliente al 96% y con 30 mL de etanol al 50% para eliminar del
material la cianoguanidina que no haya reaccionado. Los quitosanos funcionalizados en
acido acético y HCI como medios de reaccion fueron etiquetados como Q_CG_AA 'y

Q_CG_HCI, respectivamente.
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2.3. Preparacion de hidrogeles

Para la formacidn de los hidrogeles se probd la suspensién de los materiales Q_CG_AA
y Q_CG_HCI, tanto en agua como en acido aceético al 1,5 %, resultando un total de 4
suspensiones, las mismas se muestran en la Tabla 2. Estas suspensiones fueron
mezcladas con almidon oxidado hasta obtener una masa total polimérica de 2 g (1:1). La
muestra se colocd en un bafio maria a 60°C y se agité durante 1 hora. Posteriormente, se
separ0 la parte acuosa de la muestra y se seco la parte sélida a 40°C durante 48 horas.

Tabla 2. Formulaciones para los hidrogeles en sus respectivas suspensiones

Material Q_ CG_AA Material Q_ CG_HCI
H AA AA H HCI_AA
H_AA_H20 H_HCI_H20

2.3.1. Prueba de hinchamiento

Se sigui6 el protocolo propuesto por Quimbiamba [10]. Tras el tiempo indicado, la
muestra se extrajo del horno y se redujo su tamafio con un mortero. Se seleccion6 un
fragmento del hidrogel y se pesd, luego se sumergié en PBS (Buffer Fosfato Salino) a
pH 7.4 y se coloco en una incubadora a 37°C. Se pesd la muestra en peso humedo a
intervalos de tiempo de 1, 2, 3, 24, 48 y 72 horas para determinar el grado de
hinchamiento y evaluar su estabilidad. Se determind el porcentaje de hinchamiento

mediante la ecuacion (3):

mgs—m
%H = —2x 100% (3)

me
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En donde %H representa el porcentaje de hinchamiento, m; la masa del hidrogel en el

tiempo establecido y m,, la masa inicial del hidrogel.

2.3.2. Encapsulacion y liberacion de acetaminofén

La encapsulacion se llevo a cabo siguiendo el método propuesto por Garrido et al [11].
Se empled acetaminofén estandar (Sigma-Aldrich A3035) en una proporcién de 5% p/p
de farmaco con respecto a la cantidad de polimeros. Este proceso se realizo in situ, lo
que significa que el acetaminofén se mezclé con la solucion polimérica antes del
entrecruzamiento, se permitioé que reaccionara y luego se secaron los hidrogeles con el

farmaco encapsulado a 40°C.

Para evaluar la liberacion, los hidrogeles se colocaron en 2 mL de PBS y se tomaron
alicuotas de 100 uL en intervalos de tiempo especificos (1, 2, 3, 4, 6, 24, 48 y 72 horas).
Estas alicuotas fueron reemplazadas con solucion fresca de PBS, se diluyeron en 2 mL
de PBS y se midio la absorbancia en un espectrofotometro UV-vis Hanon i5 a 243 nm.
Finalmente, se determind la concentracion utilizando la curva de calibracion
previamente elaborada con soluciones de acetaminofén de concentracion conocida, y se

calculo el porcentaje de farmaco liberado mediante la ecuacion (4):

OpLy, = 2t ~ M1 1009 4)
mac,

Donde %L, indica el porcentaje de liberacion que tuvo el acetaminofén, mac; la masa
del acetaminofén en el tiempo establecido, mac;_; la masa del acetaminofén liberado

en el tiempo acumulado y mac, la masa inicial del acetaminofén.

2.4. Analisis FTIR

La espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier se efectué para la

caracterizacion de los polimeros e hidrogeles. Para estos analisis se usé el equipo “Cary
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630 FTIR Spectrometer” de Agilent. El mismo tiene ATR, y de esta manera se obtiene

informacion sobre la composicion y estructura de las muestras.

En primera instancia para la oxidacion del almiddn se secé la parte sélida de la muestra
en un horno a 40°C por 48 horas. Por otro lado, para la funcionalizacion del quitosano,
después de seguir el procedimiento detallado anteriormente, se lavo la muestra 3 veces
con etanol caliente al 96% (25 mL c/u) y 5 veces con etanol caliente al 50% (10 mL c/u)
para que de esta forma se elimine cualquier residuo de cianoguanidina que pudo haber
guedado presente, posterior a ello se seca la muestra en un horno a 40°C por 15 horas.
Finalmente, para el caso de los hidrogeles solo se sigue el proceso descrito en la seccién
anterior. Cabe destacar que para que los analisis sean exitosos, es necesario que cada
una de las muestras sean molidas en particulas finas y que la muestra esté seca por

completo.

2.5. Microscopia electronica de barrido, SEM

Este analisis, se llevd a cabo en los hidrogeles, siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. Sin embargo, para el secado de las muestras, se empled un liofilizador
para preservar tanto la estructura como las propiedades del hidrogel, garantizando que
cada muestra estuviera en condiciones Optimas para el andlisis. El equipo utilizado fue
“JEOL JSM-IT 3007, las magnificaciones a las que se observaron las muestras fueron

de x 200y x 500.
2.6. Andlisis Estadistico
Los analisis de cada uno de los experimentos realizados fueron ejecutados en triplicado

(n = 3) y se presentan como el promedio + la desviacion estdndar. Las diferencias

significativas se determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA), seguido de
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comparaciones de pares utilizando el test de Tukey, con un nivel de confianza del 95%

(» < 0.05).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Oxidacion del almidén por métodos hidrotérmicos

Para la oxidacién del almidon se vario el tiempo y la temperatura del proceso tal como
se detalla en la Tabla 1. Como variable respuesta del proceso se tiene el nimero de
grupos carbonilos y carboxilos obtenidos después de la oxidacion, los cuales son utiles
para confirmar si el proceso de oxidacion ha sido exitoso. Para la determinacion de la
variable respuesta, se realizaron analisis FTIR, asi como de grupos carbonilos y

carboxilos tal como se detalla en la sesion metodologia.

En el Anexo A se encuentran las gréficas correspondientes realizadas de este analisis a
las distintas condiciones de operacion (temperatura y tiempo de reaccién) como se

sefiala en la Tabla 1.

3.1.1. Andlisis de grupos carbonilos

Después de la inspeccion de los datos, se determind que la temperatura de 140°C y el
tiempo de 0.5 horas (A0x;40—0.5) resultd ser la condicion 6ptima para la oxidacion con

el mayor nimero de grupos carbonilos (0.3127 CO/100GU).

Tabla 3. Resultados obtenidos de la cuantificacion de grupos carbonilos [CO/100GU]

expresados en notacion cientifica [1071]

Tiempo (h)
Temperatura (°C) 0.5 15 2.5
110 3.2+ 0.04 0.2+ 0.02 0.08 + 0.02
140 3.1+ 0.20 2.5+ 0.02 2.3+ 0.02
170 0.4+ 0.02 1.2+ 0.04 1.2 +£0.02
200 1.5+ 0.02 1.9+ 0.04 1.6 £ 0.02
230 0.7 £ 0.02 1.7 £ 0.05 1.3+ 0.04
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Se evidencia claramente que a la temperatura mas baja (110 °C), la presencia de grupos
carbonilos es minima, pero al ir incrementando de poco a poco la temperatura, la
cantidad de grupos carbonilos va en aumento. Sin embargo, cuando se llega a la maxima
temperatura (230°C), hay una disminucion de estos, indicando que se puede estar
formando grupos carboxilos [12], ademéas cabe recalcar que, en esta temperatura, la

muestra no solo tiene su proceso de oxidacién sino mas bien se empieza a quemar.

Por otra parte, la temperatura en donde se encuentra la mayor cantidad de grupos

co
= 3.1.
100GU

carbonilos es la de 140°C, especificamente a las 0.5 horas, obteniendo un

Esto se debe principalmente a que cuando se tienen temperaturas bajas, la cinética de la
reaccion se ralentiza, causando asi que los grupos hidroxilo se transformen en grupos
carbonilos, lo que permite que haya mas acumulacion de estos en la estructura del

almidon oxidado [13] [14] [15].

Con respecto al analisis estadistico, se evidencia que la temperatura es relevante, ya que
al presentar valores de p = 0.000, indica que hay una diferencia significativa, por lo
que se rechaza la hipotesis nula. En el caso del tiempo, no hay una mayor diferencia
significativa. Al realizar el analisis por pares de Tukey, se comprueba que la temperatura
de 140°C es la que presenta una media mas alta, corroborando una mayor presencia de
grupos carbonilos. Con relacion a las otras temperaturas (170, 200 y 230°C), no existe
una gran diferencia de las medias. Los resultados de estos analisis realizados en Minitab

se encuentran mejor detallados en el Anexo B.

3.1.2. Analisis FTIR

En la Figura 1 se presentan los FTIR para el caso donde se varia el tiempo a una
temperatura fija. Una ampliacion en el rango de 800 — 2600 cm™1, para el caso del

AOxy40-05 Y del correspondiente control (almidon nativo de yuca sin oxidar) se
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presenta en la Figura 2. Se puede ver claramente que destacan picos relevantes en dos
bandas caracteristicas, las mismas son el grupo (C-O) a 1000 cm™1 y el grupo (C=0) a
1640 cm™1, el cual indica la presencia de grupos carbonilos. Asi mismo, en la Figura 3
se representa a los espectros del AOx;49-,5 y del almiddn nativo de yuca sin oxidar
(Control) en un rango de 800 — 2600 cm ™1, donde se observa otra banda caracteristica
perteneciente al grupo carboxilo (COOH) a 1736 cm™! ,sefialando la presencia de

grupos carboxilos, cuando aumenta el tiempo de oxidacion.
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Figura 1. Espectro FTIR del Control y Almidon Oxidado a 140°C en los distintos

tiempos de reaccion
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Por otro lado, para analizar de una manera cuantitativa lo observado visualmente en las
Figuras 1-3, se analizd la intensidad relativa de cada uno de los picos discutidos, en
donde el porcentaje de la transmitancia para la longitud de onda mayor se divide para el

de la longitud de onda menor. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Andlisis del almidén en funcién de la intensidad relativa

[%6T]
Longitud de Onda [em™1] Control AOx140-05
1000 0.02 0.02
1640 0.82 0.79
Intensidad Relativa 41 39.5

Como se puede notar, existe una gran diferencia en cuanto al porcentaje de
transmitancia en la intensidad relativa del Control y de
AOx4140-05 , 10 que significa que existe una gran presencia de grupos carbonilos en el

almidon oxidado (1.25) en comparacion con el almidon nativo (2.98).

3.1.3. Andlisis de grupos carboxilos

Como parte de la caracterizacion del material oxidado, se determind el ndmero de
grupos carboxilos, ya que en la Figura 3 se evidencia la existencia de un pico en
1736 cm™1, el cual puedes estar asociado a este grupo funcional. Los resultados se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la cuantificacion de grupos carboxilos

[COOH/100GU] expresados en notacion cientifica [1072]
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Tiempo (h)
Temperatura (°C) 0.5 15 2.5
110 1.4 +0.1 23101 1.4+0.1
140 1.14+0.3 1.5+0.3 3.5+£0.3
170 1.8+ 0.1 1.7+ 0.3 0.8+ 0.3
200 1.5+0.3 1.8+ 0.1 09+01
230 0.8+0.3 0.5+0.1 0.5+0.1

En la Tabla 4 se puede ver que la presencia de grupos carboxilos es mucho menor en
comparacion con la de grupos carbonilos. Esto es bueno, debido a que el proposito de
este método de oxidacion es tener bases de Schiff estables, por lo que se necesita una

mayor cantidad de grupos carbonilos en comparacion con carboxilos.

Con el anélisis estadistico se obtiene que no existen diferencias significativas entre la

mayoria de los grupos con respecto a las medias de la temperatura, lo mismo sucede con

COOH

respecto al tiempo, a excepcion a las 2.5 horas, debido a que en este tiempo el YT

3.5 es el mayor. Los resultados de estos analisis realizados en Minitab se encuentran
mejor detallados en el Anexo C. Se puede notar que a la temperatura de 140 °C se
obtiene mayor formacion de grupos carboxilos con el tiempo, lo cual esta de acuerdo

con lo mostrado en la Figura 3.

3.2. Funcionalizacién del Quitosano

Para verificar que la funcionalizacion se haya logrado en los distintos acidos y después

de haber seguido la metodologia correspondiente, se realiz6 andlisis FTIR.

En el Anexo D se muestra una grafica general del quitosano nativo (Control) y del

quitosano funcionalizado con cianoguanidina tanto en &cido acético al 1.5% como en
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acido clorhidrico al 1%. De la misma forma se visualiza que existen ciertas diferencias

en cada uno de los espectros presentados.

Las Figuras 4 y 5 representan a los espectros del quitosano funcionalizado en acido
acético y en acido clorhidrico junto con el quitosano nativo en un rango de 800 —
2600 cm™!. Se observa claramente que destacan picos relevantes en dos bandas
caracteristicas, las mismas son el grupo (C-O) a 1000 cm™! y el grupo (C=N) a

1600 cm™1, el cual indica la presencia del grupo imina.

Para ambos casos se evidencia que no existe una banda pronunciada en 2100 cm™1, lo
que significa que hay ausencia de grupos nitrilos, sugiriendo asi que el proceso de

lavado realizado para remover la cianoguanidina sin reaccionar tuvo éxito.

Como es evidente, la mejor funcionalizacion se da en el acido acético, ya que hay
mayor intensidad en la banda de 1600 ¢cm™1, formando una mayor cantidad de enlaces
amida e imida, destacando mejores propiedades mecéanicas, asi como también mayor
estabilidad y resistencia [16] [17]. En contraste, en el acido clorhidrico, hay menor
intensidad en la banda de 1600 cm™!. No obstante, presenta ciertas ventajas, solubiliza
al quitosano, proporciona un pH adecuado para que la reaccion ocurra y ayuda a que la

solubilidad en el agua sea mejor [18].

Ahora bien, en la Figura 5 se puede ver una banda en 1700 cm™1, esto significa que
posiblemente se tiene una reaccion secundaria de oxidacion, teniendo como resultado la

formacion de grupos carboxilos en el proceso.
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Figura 5. Comparacién de espectro FTIR entre el Control y Quitosano funcionalizado

en acido clorhidrico

Otra forma de verificar la funcionalizacion del quitosano es mediante el analisis de la
intensidad relativa de cada uno de los espectros, en donde el porcentaje de la
transmitancia de la longitud de onda mayor se divide para el de la longitud de onda

menor. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis de la funcionalizacion del quitosano en funcion de la intensidad

relativa
[%6T]
Longitud de Onda [em™1] Control Q _CG_AA Q_CG_HcI
1000 0.043 0.042 0.047
1600 0.75 0.63 0.73
Intensidad Relativa 16.51 13.4 15.53

Como se puede notar, existe un aumento en la intensidad a 1600 cm™1, indicando una
vez mas que la funcionalizacién fue exitosa, y que tuvo un mejor resultado en el &cido

acético (1.24) en comparacion con el acido clorhidrico (1.30).

3.3. Hidrogeles

La formacion de hidrogeles se llevé a cabo por medio del entrecruzamiento del almidén
oxidado con el quitosano funcionalizado. Se hizo analisis FTIR para comprobar que el
quitosano haya sido funcionalizado, para la caracterizacion morfoldgica de los
hidrogeles, se realiz6 un andlisis SEM. Se efectuaron tanto pruebas de hinchamiento
como de liberacion controlada de farmacos para corroborar la estabilidad y su posible

aplicacion en biomedicina respectivamente.
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En el Anexo E se encuentra una grafica general en donde se muestra a los hidrogeles

formados mediante entrecruzamiento y en sus respectivas suspensiones (agua destilada

[H20] y acido acético [AA]).

3.3.1. Analisis FTIR

Se puede visualizar que los espectros se encuentran en un rango 800 — 2600 cm™1, y

se vuelve a encontrar bandas caracteristicas pertenecientes al grupo (C-O) a

1000 cm™1, los grupos imina y carbonilo en 1640 cm™?.

Esto indica que el

entrecruzamiento para formar los hidrogeles fue exitoso.
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Figura 6. Comparacion del espectro FTIR del hidrogel funcionalizado en &cido acético

y suspendido tanto en agua destilada como en &cido acético.
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Figura 7. Comparacion del espectro FTIR del hidrogel funcionalizado en &cido

clorhidrico y suspendido tanto en agua destilada como en acido aceético.

Para mostrar las diferencias existentes en cada uno de los hidrogeles se realiz6 un

analisis de la intensidad relativa, en donde la longitud de onda mayor se divide para la

longitud de onda menor del porcentaje de la transmitancia. Los resultados obtenidos se

encuentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de la formacién de hidrogeles en funcion de la intensidad relativa

[%6T]
Longitudde Onda |H_AA H20 | H_AA AA |H_HCI H20 | H_HCI_AA
[em™]
1000 0.024 0.025 0.024 0.029
1640 0.78 0.78 0.72 0.81
Intensidad Relativa 325 31.2 30 27.9
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Estos resultados nos sefialan que en cada uno de los hidrogeles hay presencia de grupos
amidas y que el grado de entrecruzamiento fue bueno. Por lo tanto, para las pruebas de
estabilidad se decidi6 trabajar con los 4 hidrogeles, para ver cual de ellos tiene un mayor

grado de hinchamiento.

3.3.2. Prueba de Estabilidad

Esta prueba sirve como parte de caracterizacion de los hidrogeles y para corroborar que
los hidrogeles tengan estabilidad, para ello se siguié la metodologia correspondiente y
se trabajo para los 4 hidrogeles. Asimismo, se hicieron distintos controles para mostrar
las diferencias en cada uno de estos. Los controles fueron etiquetados como Q_A
(Quitosano y Almiddn nativo), QC_A (Quitosano funcionalizado y Almidon) y Q_AOx

(Quitosano y Almiddn oxidado).

La Figura 8 muestra los resultados de los controles realizados, en donde se puede mirar
que cuando no se oxida el almidén, no hay un hinchamiento presente y sufren una
degradacion rapida, por lo tanto, esto comprueba una vez mas que la oxidacion del
almidon es necesaria. Por el contrario, el control que si contiene al almiddn oxidado
tiene un porcentaje de hinchamiento hasta las 72 horas, no obstante, a partir de la
segunda hora, este hinchamiento disminuye, debido a una degradacion. Esto es
relevante, puesto que indica que las bases de Schiff son inestables [2], por lo que, la

funcionalizacion previa del quitosano debe realizarse para que esto no suceda [8].
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Figura 8. Prueba de estabilidad (hinchamiento) realizado con cada uno de los controles.

Dicho esto, una vez funcionalizado el quitosano en los distintos &cidos y habiendo
llevado a cabo sus respectivas suspensiones se realizd la prueba de estabilidad que
puede ser visualizada méas detenidamente en la Figura 9. Se puede ver claramente que
aquellos hidrogeles que fueron funcionalizados en acido acético no presentan
diferencias significativas y tienen un porcentaje de hinchamiento alrededor de 300-350
%, mientras que aquellos hidrogeles que fueron funcionalizados en &cido clorhidrico
presenta un menor grado de hinchamiento que es de 250%. Sin embargo, el
H_HCI_H20 es el hidrogel que alcanza un mayor grado de hinchamiento hasta las 24
horas, siendo este de 500%, pero después sufre una disminucion radical en el porcentaje
de hinchamiento, teniendo como resultado un 250%. Esto demuestra una vez mas, que

el acido acetico es el mas efectivo para la funcionalizacion del quitosano.
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Figura 9. Prueba de estabilidad (hinchamiento) realizado con cada uno de los

hidrogeles.

En cuanto al analisis estadistico, se evidencia que tanto el tiempo como la suspensién
presentan efectos significativos ya que su p = 0.000, rechazando asi la hipdtesis nula.
En contraparte, al analizar la prueba por pares de Tukey se observa que los tiempos de
reaccion (24, 48, 72 y 3 horas) no tienen diferencias significativas entre si, mostrando
que el mayor grado de hinchamiento se dio a lo largo de este tiempo, y teniendo un
minimo porcentaje de degradacion. Sin embargo, si presentan diferencias los tiempos de
1y 2 horas, que son en donde comenzdé el hinchamiento para todos los hidrogeles. En
cuanto a la suspension, H20 se diferencia radicalmente de AA. Por ultimo, el &cido
acético presenta una mayor media en cuanto al &cido clorhidrico. Es por ello por lo que,
para proceder con la liberacion del farmaco, se decidio utilizar al hidrogel (H_AA_AA),
ya que es aquel que no presenta mucha diferencia significativa. Los resultados de estos

analisis realizados en Minitab se encuentran mejor detallados en el Anexo F.
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3.3.3. Analisis SEM

Este andlisis sirve para mostrar la caracterizacion morfoldgica de los hidrogeles. Se
sometieron a esta prueba, aquellos que fueron funcionalizados en &cido acético. Los

resultados se pueden mirar en las Figuras 10 y 11 respectivamente.

a) b)

USIQ_

Figura 10. Micrografia electronica de barrido del hidrogel H_AA_AA observados a
magnificaciones de a) 200x (barra de calibracion 100 pum) y b) 500x (barra de

calibracion 50 pum)

a) b)
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Figura 11. Micrografia electrénica de barrido del hidrogel H_AA_H20 observados a
magnificaciones de a) 200x (barra de calibracion 100 pm) y b) 500x (barra de

calibracion 50 pm)

Ambas figuras se asimilan a una estructura como el de un panal de abejas, lo que
significa que la red porosa esta bien definida. Estos resultados son excelentes, debido a
que otros estudios muestran que, al tener la presencia de esta estructura, indica que los
poros se interconectan mediante la red tridimensional y permitiendo que el agua
condensada sea estabilizada [19][20]. También se puede observar que el tamafio de los
poros varia, siendo algunos medianos y otros un poco mas grandes, esto es esencial, ya
que esto posibilita que moléculas grandes puedan pasar facilmente, lo que es
beneficioso para aplicaciones de biomedicina, como en este caso, la liberacion

controlada de farmacos [21][22].

3.3.4. Encapsulacion y liberacién de acetaminofén
Se decidio trabajar con el mejor hidrogel (H_AA_AA), ya que no presento diferencias

significativas con (H_AA H20) y su grado de hinchamiento se mantuvo estable. El

resultado de la liberacién se muestra a continuacion.
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Figura 12. Liberacion de acetaminofén del H_AA_AA durante 72 horas

Como se puede divisar en la Figura 12, el porcentaje maximo de liberacion alcanzado
fue del 80%. Las primeras 4 horas muestran que la liberacién del acetaminofén fue
progresiva y el porcentaje liberado fue menor al que se ha observado en trabajos
previos, es decir, que se esta logrando liberar controladamente al farmaco. A las 72
horas, se pudo observar una pequefia disminucion, esto se puede atribuir al grado de
hinchamiento presentado en la prueba de estabilidad. Asimismo, la interaccion entre los
polimeros o el analisis morfoldgico realizado podria haber influir en la velocidad de la
liberacion del farmaco despues de las 24 horas [22]. Por otro lado, el acetaminofén
contiene grupos hidroxilo y amida, significando asi que los mismos pueden tener la
capacidad de interactuar con los grupos presentes en los polimeros, como es el caso de
los hidroxilo y amina, contribuyendo a que la velocidad de la liberacién se reduzca [23]

[24].
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3.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La oxidacion del almidon tuvo éxito, siendo las mejores condiciones de operacién
(140°C a 0.5 horas). Lo mismo sucedio con la funcionalizacion del quitosano, en donde
se observo que el acido mas efectivo es el acético. Por ultimo, en el entrecruzamiento
realizado con el almidén oxidado y el quitosano funcionalizado para la formacion de
hidrogeles se obtuvo que el mejor hidrogel fue H_AA_AA, debido a que en la prueba
de estabilidad fue el que no tuvo un cambio significativo, en la caracterizacion
morfoldgica mostré una porosidad grande y en cuanto a la liberacion de acetaminofén
logro alcanzar un 80%. Ademas, en este caso, se logro obtener una liberacion controlada
del farmaco en comparacion con trabajos previos, esto es importante, ya que, en los

hidrogeles esto es muy dificil de que suceda.

Para un trabajo a futuro se recomienda complementar la caracterizacion de los
materiales con otras pruebas como analisis elemental y también mejorar la liberacién

del acetaminofén, esto podria darse con otras formulaciones.
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5. ANEXOS

5.1. ANEXO A: ALMIDON OXIDADO A LAS DISTINTAS CONDICIONES DE
OPERACION
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Figura 13. Espectro FTIR del Control y Almidén Oxidado a 110°C en los distintos

tiempos de reaccion.
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Figura 14. Espectro FTIR del Control y Almidon Oxidado a 170°C en los distintos

tiempos de reaccion.
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5.2. ANEXO B: RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE
CUANTIFICACION DE GRUPOS CARBONILOS REALIZADOS EN

MINITAB

General Linear Model: %C0O/100GU versus Temperatura; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values
Temperatura Fixed 5 110; 140; 170; 200; 230
Tiempo Fixed 3 0,5; 1,5; 2,5

Analysis of Variance

Source DF Adj ss Adj MS F-Value P-Value
Temperatura 4 0,266400 0,066600 59,95 0,000
Tiempo 2 0,006509 0,003255 2,93 0,066

Error 38 0,042213 0,001111
lack-of-Fit 8 0,038914 0,004864 44,23 0,000
Pure Error 30 0,0032%99 0,000110

Total 44 0,315123

Model Summary

] R-=q ERE-sg(adj) R-=sqg(pred)
0,0333297 86,¢€0% 84,49% 81,21%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 0,13424 0,004597 27,02 0,000
Temperatura
110 -0,10158 0,00%994 -10,22 0,000 1,80
140 0,128¢e4 0,009594 12,95 0,000 1,e0
170 -0,04052 0,00994 -4,08 0,000 1,&0
200 0,0290% 0,00994 2,93 0,006 1,80
Tiempo
0,5 -0,01524 0,00703 -2,17 0,036 1,33

1,5 0,01416 0,00703 2,01 0,051 1,33
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Regression Equation
%C0/100GU = 0,13424 - 0,10158 Temperatura 110 + 0,12864 Temperatura 140

- 0,04052 Temperatura 170 + 0,029209 Temperatura 200 - 0,01563 Temperatura 230
- 0,01524 Tiempo 0,5 + 0,0141¢6¢ Tiempo 1,5 + 0,00109% Tiempo 2,5

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs %CO/100GU Fit Resid Resid
12 0,3360 0,2476 0,0884 2,88 R

E Large residual

Comparisons for %C0O/100GU

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %C0O/100GU, Term = Temperatura

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Temperatura N Mean Grouping
140 9 0,262889 A

200 9 0,163333 B

230 9 0,118¢11 B C
170 9 0,093722 o]
110 9 0,032¢e67 D

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %C0O/100GU, Term = Tiempo

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% confidence

Tiempo N Mean Grouping
1,5 15 0,148400 A
2,5 15 0,135333 A
0,5 15 0,119000 =&

Means that do not share a letter are significantly different.



5.3. ANEXO C: RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE
CUANTIFICACION DE GRUPOS CARBOXILOS REALIZADOS EN

MINITAB

General Linear Model: %COOH/100GU versus Temperatura; Tiempo
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Informaticn

Factor Type Levels Values
Temperatura Fixed 5 110; 140; 170; 200; 230
Tiempo Fixed 3 0,5; 1,5; 2,5

Analysiz of Variance

Source DF Adj sSs Adj MS F-Value P-Value
Temperatura 4 0,001030 0,000258 10,15 0,000
Tiempo 2 0,000606 0,000303 11,93 0,000

Error 38 0,000%9e5 0,000025
Lack-of-Fit & 0,000870 0,000109 34,54 0,000
Pure Error 30 0,000094 0,000003

Total 44 0,002Ze01

Model Summary

S R-sq R-sg(adj) R-sg(pred)
0,0050388 62,91% 57,05% 47,98%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 0,014000 0,000751 18,64 0,000
Temperatura
110 0,00250 0,00150 1,66 0,104 1,60
140 0,00600 0,00150 3,99 0,000 1,60
170 0,00000 0,00150 0,00 1,000 1,60
200 0,00000 0,00150 0,00 1,000 1,60
Tiempo
0,5 0,00370 0,00106 3,48 0,001 1,33

1,5 0,00130 0,00106 1,22 0,229 1,33
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Regression Equation
%COOH/100GU = 0,014000 + 0,00250 Temperatura_110 + 0,00600 Temperatura_140

+ 0,00000 Temperatura_ 170 + 0,00000 Temperatura_ 200 - 0,00850 Temperatura_ 230
+ 0,00370 Tiempco 0,5 + 0,00130 Tiempo 1,5 - 0,00500 Tiempo_ 2,5

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std

obs  %COOH/100GU Fit Resid Resid
10 0,03600 0,02370 0,01230 2,66 R
12 0,03600 0,02370 0,01230 2,66 R

R Large residual

Comparisons for %COOH/100GU

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %COOH/100GU, Term = Temperatura

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Temperatura N Mean Grouping
140 9 00,0200 &
110 9 0,016 A
170 9 00,0140 2A
200 9 00,0140 2A
230 9 0,0055 B

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %COOH/100GU, Term = Tiempo

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tiempo N Mean Grouping
0,5 15 0,0177 &
1,5 15 0,0153 &
2,5 15 0,0090 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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5.4. ANEXO D: FUNCIONALIZACION DEL QUITOSANO EN DISTINTOS
ACIDOS (AAY HCL)
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Figura 16. Espectro FTIR del Control y Quitosano funcionalizado en los distintos

acidos
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5.5. ANEXO E: HIDROGELES EN SUS SUSPENSIONES (H20 Y AA)
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Figura 17. Espectro FTIR de los hidrogeles formados en sus respectivas suspensiones
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5.6. ANEXO F: RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE PRUEBA
DE ESTABILIDAD (HINCHAMIENTO) EN LOS DISTINTOS

HIDROGELES REALIZADOS EN MINITAB

General Linear Model: Hinchamiento versus Tiempo; Acido; Suspension
Method

Factor coding (-1; 0; +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values

Tiempo Fixed e 1; 2; 3; 24; 48; 12
Acido Fixed 2 A7A; HCL

Suspensidén Fixed 2 AA; H20

Analysis of Variance

Source DF Adj sSs Adj MS F-Value P-Value
Tiempo 5 332321 66464 10,97 0,000
Acido 1 2349 2349 0,39 0,537
Suspension 1 85219 85219 14,06 0,000

Error 46 278787 606l
Lack-of-Fit 16 94513 5907 0,96 0,517
Pure Error 30 184274 6142

Total 53 70241%

Model Summary

s R-z3q R-sg(adj) R-sqg(pred)
77,8497 60,31% 54,27% 45,43%



52

Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 287,0 14,7 26,79 0,000
Tiempo
1 -124,0 23,7 -5,24 0,000 1,67
2 -57,8 23,7 -2,44 0,019 1,67
3 -9,6 23,7 -0,41 0,686 1,67
24 88,3 23,7 4,15 0,000 1,67
48 91,9 23,7 3,88 0,000 1,67
Acido
an 6,7 10,7 0,62 0,537 1,01
Suspensidn
AR -40,2 1a,7 -3,75 0,000 1,01

Regression Equation
Hinchamiento = 287,0 - 124,0 Tiempo_1 - 57,8 Tiempc 2 - 9,6 Tiempo 3 + 98,3 Tiempo_ 24

+ 91,9 Tiempo 48 + 1,3 Tiempo 72 + 6,7 Acido AR - 6,7 Acido HCl
- 40,2 Suspensién AA + 40,2 Suspension_ HZO

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Obs Hinchamiento Fit Resid Std Resid
8 590,95 418,8 172,1 2,40 R
10 559,1 412,4  146,7 2,05 R
37 173,6 332,1 -158,5 -2,19 R
40 35,6 241,5 -205,9 -2,85 R

R Large residual



Comparisons for Hinchamiento

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Hinchamiento, Term = Tiempo

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tiempo N Mean Grouping
24 9 385,297 A

48 9 378,91% A

72 9 288,369 A B

3 S 277,402 A B

2 9 229,201 B C
1 9 162,990 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Hinchamiento, Term = Acido

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Acide N Mean Grouping
AR 24 293,700 A
HC1 30 280,359 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

53

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Hinchamiento, Term = Suspension

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Suspensidn N Mean Grouping
HZ0O 24 327,204 A
An 30 246,855 B

Means that do not share a letter are significantly different.



5.7. ANEXO G: CURVA DE CALIBRACION DEL ACETAMINOFEN
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Concentracion [mg/mL] Absorbancia
0.0308 1.88395
0.025 1.60535
0.02 1.31875
0.015 0.965525
0.01 0.658175
0.005 0.337225
Curva de Calibracion
2,5
2
______ °
S e
S5 | e *
3 &
§> 1 o
e y = 60,968x + 0,0531
..... L R%=0,9967
05 | e
.
0
0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Concentracion [mg/mL]




