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RESUMEN

Se desarrollaron hidrogeles de quitosano (QUI) con pectina (PEC) y almidén oxidado (ALM
O) con urea como agente entrecruzante para la liberacion controlada de farmacos. Los
hidrogeles fueron elaborados con relaciones QUR/QUI, QUR/PEC y QUR/ALM O, con
proporciones molares 1:1, 1:2 y 2:1 variando el porcentaje de urea extra (0%, 10% y 20%). La
funcionalizacién del quitosano con urea (QUR) se realizd6 mediante el uso de un solvente
eutéctico profundo (DES) elaborado con cloruro de colina y urea en proporcion molar 1:2,
proceso confirmado mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
donde se observaron bandas caracteristicas de los grupos (—OH), (—NH,), (C=0) y
formaciones de enlaces tipo amida. El analisis estadistico mostrd que la urea extra por si sola
no afecto significativamente el hinchamiento del hidrogel (F = 1.77; p=0.172), pero si influyo
en el entrecruzamiento y la estabilidad de los hidrogeles cuando interactué con el tipo de
biopolimero (F = 8.44; p=0.000) y la proporcion utilizada (F = 15.32; p = 0.000). Las pruebas
de liberacion realizadas con acetaminofén mostraron una liberacion abrupta en las primeras
horas, sin embargo, indicaron que las formulaciones seleccionadas lograron liberar entre el
90% y 100% del farmaco en un periodo de 72 horas mostrando un comportamiento de

liberacion progresiva y uniforme.

Palabras clave: QUR, DES, FTIR, funcionalizacion, entrecruzamiento.



ABSTRACT

Chitosan (QUI) hydrogels were developed with pectin (PEC) and oxidized starch (ALM O)
with urea as a crosslinking agent for controlled drug release. The hydrogels were made with
QUR/QUI, QUR/PEC and QUR/ALM O ratios, with molar ratios of 1:1, 1:2 and 2:1 varying
the percentage of extra urea (0%, 10% and 20%). The functionalization of chitosan with urea
(QUR) was carried out by using a deep eutectic solvent (DES) made with choline chloride
and urea in a 1:2 molar ratio, a process confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), where characteristic bands of the (—OH), (—NH,), (C=0) groups and formation of
amide type bonds were observed. Statistical analysis showed that additional urea alone did
not significantly affect hydrogel swelling (F = 1.77; p = 0.172), but did influence crosslinking
and stability of the hydrogels when interacted with the type of biopolymer (F = 8.44; p =
0.000) and the ratio used (F = 15.32; p = 0.000). Release tests performed with acetaminophen
showed an abrupt release in the first few hours, however, they indicated that the selected
formulations managed to release between 90% and 100% of the drug over a 72-hour period,

showing a progressive and uniform release behavior.

Keywords: QUR, DES, FTIR, functionalization, crosslinking.
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1. INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales capaces de retener y
absorber agua, lo que los convierte en materiales hidrofilicos. También sirven como
espesantes y estabilizadores debido a su capacidad de retener una cantidad sustancial
de agua o solventes polares mientras mantienen una estructura similar a la de un solido,
lograda a través de un entrecruzamiento de polimeros hidrofilos [1]. Estos geles
poliméricos son aplicables en las industrias biomédicas ya que pueden controlar la
liberacion de farmacos a través de mecanismos que incluyen hinchazén, difusion y
degradacion [2]. Aunque los hidrogeles presentan algunas caracteristicas notables,
también existen propiedades como baja resistencia mecanica, poca estabilidad térmica
y rapida tasa de degradacion que limitan sus aplicaciones biomédicas; sin embargo, las
propiedades mecanicas pueden cambiar en funcion del tipo polimeros, de la

concentracion y del tipo de entrecruzamiento [3].

Existen diferentes tipos de polimeros usados en la formulacion de los hidrogeles,
entre ellos estan los polimeros sintéticos y naturales. El 6xido de polietileno (PEO), la
poliacrilamida (PAM), el polihidroxietilmetacrilato () HEMA) y el alcochol polivinilico
(PVA) son algunos de los polimeros sintéticos utilizados para fabricar hidrogeles [4].
Los polimeros sintéticos han mostrado grandes ventajas en relacion a su solubilidad,
hidrofobicidad, sensibilidad a las condiciones ambientales y estabilidad [5]. Sin
embargo, en la mayoria de los casos se presenta baja biodegrabilidad, razén por la cual
recientemente la comunidad cientifica se ha enfocado en la elaboracion de hidrogeles
usando polimeros de origen natural , los cuales han demostrado hinchamientos de entre
1000% a 1200% a condiciones de pH 7 y 25°C, demostrando que los polimeros

naturales pueden absorber cantidades significativas de agua [6]. También, han
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manifestado una liberacion controlada de acetaminofén con valores alrededor del 50% y 70%
en 24 horas [7]. Vilcafia-Molina et al. (2020) reporta que los hidrogeles de quitosano muestran

una liberacion de acetaminofén del 40% y los hidrogeles de pectina del 61%, respectivamente.

El quitosano es un polimero natural, el derivado N-desacetilado de la quitina la cual es
un mucopolisacdrido abundante y natural desarrollado principalmente en los crustaceos,
insectos y micelios fungicos [8], Ifiiquez-Moreno et al. (2021) informa que este biopolimero
tiene propiedades importantes en las administraciones biomédicas debido a su alto contenido
de nitrogeno (6.89%), biodegrabilidad y biocompatibilidad. La pectina, por otro lado, es un
polisacarido, el mas abundante encontrado en las paredes celulares de las plantas y frutas
compuesto de al menos tres dominios de polisacaridos como el homogalacturonano (HGA),
ramnogalacturonano-I y ramnogalacturonano-II, este polimero natural se caracteriza por
desarrollar hidrogeles insolubles [8]. El almidon se destaca por ser el segundo material mas
abundante en la naturaleza generado principalmente en los tallos, semillas, maiz, arroz, tapioca,
trigo, papa y otros cultivos basicos [8]; este biopolimero se destaca debido a su renovabilidad,
biodegrabilidad y por ser la forma mas importante de reserva de carbono. Los biopolimeros
como el quitosano (QUI), pectina (PEC) y almidén (ALM) tienen excelentes propiedades como
biodegrabilidad, no toxicidad, alta capacidad de hinchamiento y facil modificacion sintética
[9], lo que los convierte en materiales atractivos para diversas aplicaciones en la formulacion

de hidrogeles.

Los hidrogeles se pueden obtener mediante entrecruzamientos fisicos y quimicos. Los
fisicos se caracterizan por formar una red tridimensional por medio de interacciones no
covalentes como interacciones idnicas, enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicas [10].
Generalmente, los hidrogeles preparados con entrecruzamiento fisico pierden alrededor del

60% de su resistencia mecdnica inicial después de 15 horas de exposicion a soluciones



isotonicas [11]. En estudios realizados por Bialik-Was et al. (2021) se menciona que el
pH aumenta ligeramente al colocar hidrogeles formulados con un entrecruzamiento
fisico en una solucion PBS. Por otra parte, los entrecruzamientos quimicos utilizan
enlaces covalentes para crear una red 3D, en su mayoria los hidrogeles entrecruzados
quimicamente son fuertes pero estaticos [10]; deacuerdo con Han et al. (2022), estos
hidrogeles tienen una resistencia mecanica alta y no pueden disolverse en solventes que
rompan los enlaces covalentes o degraden los polimeros utilizados. El tipo de
entrecruzamiento influye significativamente en la resistencia y estabilidad de los

hidrogeles modificando la capacidad para una liberacion controlada de farmacos [12].

Una liberacion controlada de fArmacos es un proceso por el cual la sustancia se
libera de forma sostenida y controlada en un hidrogel. Dias et al. (2022) reporta que el
proceso de liberacion de firmacos en una matriz polimérica incluye etapas como la
difusion de moléculas de agua en el polimero. En estudios previos, se registra que en
las 4 primeras horas existe un aumento gradual de acetaminofén liberado en hidrogeles
formulados con biopolimeros correspondiente al 4% mientras que pasadas las 7 horas
hay disminucion de la liberacion [13]. Esto demuestra que la liberacion del farmaco
esta regulada por la relajacion del polimero ya que, segiin Villicafia-Molina et al.
(2019), en las primeras 24 horas existe un fendémeno de difusion a causa de la liberacion
mas rapida del acetaminofén, pero después de 24 horas la liberacion es gradual debido
a la penetracion de la solucion PBS en el hidrogel. Existen varios factores que afectan
la liberacion del farmaco, entre ellos estan la cantidad de agente entrecruzante, la
relacion farmaco/polimero y el pH del entorno [7]; en general, la liberacion controlada

de farmaco es lenta a un pH basico.
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De esta forma, en esta investigacion se busca desarrollar hidrogeles de quitosano-
pectina y quitosano-almidon usando urea como agente entrecruzante para evaluar la capacidad
de liberacion de acetaminofén. Para la liberacion se seleccionaron los hidrogeles mas estables
de acuerdo con pruebas de hinchamiento en una solucion amortiguadora PBS. La
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) se utiliz6 para caracterizar el

proceso de entrecruzamiento e identificar cambios en los grupos funcionales.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Desarrollar hidrogeles de quitosano-pectina y quitosano-almidon usando urea como agente

entrecurzante para evaluar su capacidad de liberacion controlada de acetaminofén.

2.2. Objetivos Especificos

e Estudiar el proceso de funcionalizacion del quitosano con urea usando el solvente
eutéctico profundo cloruro de colina-urea.

e Analizar la influencia de la funcionalizacion con urea en el entrecurzamiento y la
estabilidad de los hidrogeles.

e Evaluar el proceso de liberacion de acetaminofen para los casos de los hidrogeles

mas estables.

16



17

3. METODOLOGIA

3.1. Elaboracion de hidrogeles

3.1.1. Preparacion del solvente eutéctico profundo (DES)

Para la preparacion del solvente eutéctico profundo (DES) se utilizé la metodologia
presentada por Hansen [14] con modificaciones que se ajustan al actual proyecto. Se utilizé el
peso molecular del cloruro de colina (139,62 g/mol) y urea (60,06 g/mol) para obtener una
relaciéon molar 1:2, se afiadi6 10g de ChCl y 8,6034g de urea en un vaso de precipitacion a
temperaturas de 65°C y velocidad de agitacion de 60rpm proporcionadas por una plancha
magnética. La mezcla pasé a estado liquido después de 20 minutos aproximadamente,

formando un solvente eutéctico profundo.
3.1.2. Funcionalizacion del quitosano con urea para la formacion del (QUR)

Para garantizar la funcionalizacion sin afectar la razén molar de los componentes del
DES, se anadio el %urea extra en los porcentajes (0%, 10%, 20%), luego se esper6 alrededor
de 10 minutos y se coloc6 quitosano (QUI) al 1% m/v en el (DES). Después, se esper6 durante
2 horas en las mismas condiciones de agitacion y temperatura para la funcionalizacion del

quitosano con la urea.

Culminadas las 2 horas, se utiliz6 el procedimiento de Parra et al. (2023), el cual
consiste en lavar con 10ml de etanol puro, se homogenizé en un Vortex Mixer por 1 minuto y
se centrifugd a 3500rpm por 4 minutos, se retir6 el exceso de liquido y se lavé nuevamente con
etanol. Se repitio este proceso 3 veces para luego regular el pH con una solucion de NaOH 2M,
hasta que llegue a un pH de 9 y se forme un precipitado correspondiente a la funcionalizacion
del quitosano con urea (QUR). Finalmente, se extrajo el (QUR) y se seco en una estufa de aire

a 40°C por 24 horas.
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3.1.3. Elaboracion del almidén oxidado

Para oxidar el almidon, se siguid la metodologia de Vega et al. (2024), en donde se
prepar6 una solucion de almidon soluble al 10% p/v disuelto en agua destilada, se agito la
mezla hasta obtener una soluciéon homogénea, luego se introdujo en un reactor de alta presion.
El reactor se colocd en una mufla con pardmetros de 140°C durante 0.5h y se esper6 a que se

enfrie para continuar con el siguiente paso.
3.1.4. Formacion del hidrogel

En un vaso de precipitacion, se colocod una solucion de acido acético (AAC) al 1,5%
v/v siguiendo la metodologia usada por Parra et al. (2023) y se afiadi6 (QUR) al 4% m/v a una
velocidad de agitacion de 10rpm y 65°C suministrada por una plancha magnética, después se
colocd el biopolimero correspondiente a cada experimento (QUI/PEC/ALM O), las
proporciones para el QUR/QUI, QUR/PEC y QUR/ALM O fueron 1:1, 1:2 y 2:1 como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Relaciones y proporciones usadas para la formulacién de hidrogeles.

Relacion Proporcion
QUR/QUI 1:1 1:2 2:1
QUR/PEC 1:1 1:2 2:1
QUR/ALM O 1:1 1:2 2:1

Se esperd alrededor de 5 minutos y se incub6 la mezcla a 60°C y 40rpm por 1 hora en

un bafio maria, finalmente se extrajo el hidrogel formado,y se sec6 a 40°C por 24 horas.
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3.2. Analisis con espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se realiz6 un analisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
utilizando el espectrometro Cary 630 para caracterizar los procesos de funcionalizacion y
entrecruzamiento e identificar los cambios en los grupos funcionales entre la region de nlimero

de onda 500-4000 cm™1.
3.3. Pruebas de hinchamiento

En las pruebas de hinchamiento, se coloco los hidrogeles secos en una solucion salina
tamponada con fosfatos (PBS), a condiciones de 37°C y un pH de 7.4, en una placa de cultivo
en incubacion por 72 horas. Se pesaron los hidrogeles por triplicado a distintos tiempos (1h,

2h, 3h, 24h, 48h, 72h) y se calcul6 el porcentaje de hinchamiento por medio de la ecuacion 1.

Sy (%) = %W;fvl x 100% (1)

Donde W, es la masa de hidrogel en un tiempo t y W; es la masa de hidrogel seco.
3.4. Liberacion de acetaminofén

La liberacion se realizo utilizando el procedimiendo presentado con modificaciones por
Vega et al. (2024), donde una vez preparado el hidrogel tal como se menciona arriba, se
incorpord 1 mL de una solucion acuosa de acetaminofén al 10% p/v en agua destilada para la
formacion del hidrogel con el farmaco. En una placa de cultivo, se sumergieron los hidrogeles
secos en 2 mL de la solucion salina (PBS) a 37°C en una incubadora microbiolédgica durante
72 horas. Se tomaron alicuotas de 100 pLa los tiempos de (1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 24, 48h, 72h), y

fueron reemplazadas con el mismo volumen de PBS fresco.

Se prepar6 una curva de calibracion usando la técnica de espectroscopia UV/VIS
usando el equipo Hanon 15, donde se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 243 nm,

partiendo de una solucién stock de acetaminofén 50 ppm diluida en PBS como se muestra en
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el Anexo A. Para el procesamiento de las muestras, se tomaron las alicuotas previamente
colectadas, y se aforaron hasta 2 mL con PBS. Para hallar la concentracion de firmaco presente
en las alicuotas se us6 la curva de calibracion (Anexo A) y posteriormente se determiné el

porcentaje de liberacion utilizando la ecuacion 2.

D¢—D¢—q
Do

D, (%) = x 100% )

Doénde D, es la masa del fA&rmaco en un tiempo t en mg, D;_; es la masa acumulada de

farmaco liberado y D, es la masa inicial del farmaco.
3.5. Analisis estadistico

Los valores se presentan como un promedio con la desviacion estdndar. Los efectos
significativos se determinaron mediante un andlisis de varianza ANOVA, en Minitab,
utilizando datos de los hidrogeles por triplicado. La comparacion por pares de Tukey con el
95% de confianza (p<0.05) permiti6 identificar diferencias significativas entre los resultados

como se aprecia en los Anexos B, C, Dy E.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Funcionalizacion del quitosano con urea usando un solvente eutéctico profundo

(DES)

El solvente eutéctico profundo (DES) se prepar6 de acuerdo con el protocolo reportado

en la literatura [14] usando cloruro de colina y urea en la proporcion molar 1:2, en la Figura 1
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se muestran mezclas solidas de urea y ChCl en distintas proporciones molares desde urea pura
(0 mol% ChCl) hasta ChCl puro (0% mol% urea). La formacioén del solvente eutéctico
profundo se observa especificamente a una proporciéon molar de 33 mol% de urea. Con el
solvente eutéctico preparado se realizd el proceso de funcionalizacion del quitosano para

obtener el QUR, el cual se muestra en el Anexo F.

0 mol % 10mol% 20mol% 33mol% 40mol% 50mol% 100 mol %

ChCl puro

Urea pura

Figura 1. Formacion del solvente eutéctico profundo (DES).

4.2. Analisis FTIR

4.2.1. Funcionalizacion del quitosano

Para evaluar el proceso de funcionalizaciéon del quitosano con urea se usd
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) para obtener los espectros del
quitosano puro (QUI) y el quitosano funcionalizado con urea (QUR). En la Figura 2 se compara
los cambios obtenidos cuando el quitosano es funcionalizado con urea. Se visualiza que existen
cambios cerca de 3325 c¢m™! correspondiente a grupos hidroxilo (-OH) y grupo aminos
(—=NH,) , los cuales se deben a la incorporacion de los grupos amino en el carbonilo de la urea

1 atribuida

(Carey, 2006). También se observa una banda caracteristica en la region 1600 cm™
a las vibraciones de estiramiento del doble enlace (C=0) y (N-H), 1445 cm™! muestra enlaces

del tipo (C-H) en grupos metilo o metileno ademas de formaciones de enlaces tipo amida lo
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que sugiere que al formarse nuevos enlaces y grupos funcionales pertenecientes a la urea la

funcionalizacion del quitosano puro con la urea fue confirmada.

QUI vs QUR
| | ' |
. — QUi
——QUR
q
=1
IE. -
.©
(6]
C
g —
E -
(] -~
& 3325
|_
- 1600
1445
| | LI L I | I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda [cm-1]

Figura 2. Espectros FTIR del quitosano puro y QUR (0% urea extra).

Al tomar en cuenta que se podria afectar la composiciéon molar de los componentes del
(DES), se evaluo el efecto de afiadir un porcentaje de urea extra (0%, 10%, 20%) en el proceso
de funcionalizacion y dicho efecto se evalua también en la etapa de formacion de los hidrogeles
de quitosano-pectina y quitosano-almidon para determinar la repercusion de esta en la

estabilidad de los hidrogeles formados.

En la Figura 3 se muestran los tres espectros FTIR correspondientes al quitosano
funcionalizado con urea (QUR) con 3 diferentes porcentajes de urea extra anadida (0%, 10%,
20%). Se observa cémo los grupos hidroxilo (-OH), grupo aminos (—NH,), grupo carbonilo

(C=0), enlaces (N-H) y tipo amida varian levemente con respecto a la adicion de urea extra,
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al incrementar el contenido de urea extra, las bandas caracteristicas presentan un ligero

aumento en su intensidad.

QUR

—— 0% Urea extra
—— 10% Urea extra |1
20% Urea extra

X
.©
O
C
8
e
2]
C
o
P ) \
20 -OH  ~— 3325 R—NH,
| 1600
0+
L) I L) I L) I L I L) I L) I L)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda [cm-1]

Figura 3. Espectros FTIR de QUR con diferentes porcentajes de urea extra.

4.2.2. Formulacion de los hidrogeles

Los espectros FTIR obtenidos para las relaciones QUR:QUI proporcion (1:2) se

muestran en la Figura 4 con diferentes porcentajes de urea extra, confirman la influencia de

esta variable en el entrecruzamiento de los hidrogeles. Se puede observar que la banda

cercana a 3230 cm~?!

, atribuida a los grupos hidroxilo y aminos (—OH), (—NH,), s¢

ensancha e intensifica ligeramente al aumentar el porcentaje de urea extra. La banda en 1590

cm™t

, correspondiente a enlaces (C=0) y deformaciones (N—H), también presenta un

aumento de intensidad con al incrementar el porcentaje de urea extra afnadida, pero tiende a

estabilizarse o disminuir con 20% urea extra.
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En la Figura 5 se observan los espectros FTIR con respecto a la relacion QUR:PEC
proporcion (1:2) en donde se aprecia un comportamiento similar al de la Figura 5. Existen
cambios en la banda 1580 cm™! perteneciente a enlaces (C=0), no obstante, con 20% de urea

extra, la intensidad disminuye. La banda en 1450 cm™1

, asociada a deformaciones de (C—H),
también refleja cambios estructurales lo que indica una clara influencia en el proceso de

entrecruzamiento del hidrogel.

Estos resultados muestran que el uso de urea como agente entrecruzante tiene un
efecto variable segtin el biopolimero empleado, ya que la interaccion entre la urea y los
grupos funcionales presentes observados en los espectros FTIR dependen de la relacion usada
(QUR:QUI, QUR:PEC, QUR:ALM O), lo que influye en la formacion y estabilidad de la red

del hidrogel [15].

QUI vs QUR:QUI (1:2)

] 3 — QUR

f ——Qul
] : 0% Urea extra
: —— 10% Urea extra |
— 20% Urea extra

Transmitancia [a.u.]

AN

1590 — " |
11430

i~ 3230

L I . L) L) L T L) L)
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda [cm-1]

Figura 4. Espectros FTIR de quitosano puro con QUR:QUI relacién (1:2).
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PEC vs QUR:PEC (1:2)

— QUR

— PEC

- 0% Urea extra
—— 10% Urea extra
—— 20% Urea extra

Transmitancia [a.u.]

i o 1580 H\/\‘/ih\/\

1450

T T T T T
2000 1500 1000 500

T
4000 3500

T T
3000 2500

Ndmero de onda [cm-1]

Figura 5. Espectros FTIR de pectina pura con QUR:PEC relacién (1:2).

Las Figuras 6 y 7 ilustran los espectros FTIR correspondientes a hidrogeles QUR:QUI
con 10% y 20% de urea extra evaluados en distintas proporciones masicas (1:1, 1:2 y 2:1). En
el caso del 10% de urea extra (Figura 6), se identific cambios en la region de 3230 cm™?
correspondiente a grupos hidroxilo y aminas (—OH), (—NH,), particularmente en la
proporcion 1:1. Asimismo, la banda ubicada en 1590 cm™? relacionada con enlaces carbonilo
(C=0) y el grupo (N-H), mostr6 una intensificacion en las proporciones 1:1 y 2:1, lo que

refleja un mayor grado de entrecruzamiento. Destaca también la presencia de una sefal en

1480 cm ™1 para la formulacién 2:1, posiblemente por deformaciones de (C—H).

Los espectros correspondientes a 20% de urea extra (Figura 7) muestran que las

bandas en 3230 cm™! y 1590 cm™! siguen siendo detectables pero no se evidencia un
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aumento progresivo en su intensidad, es decir, la cantidad adicional de urea no favorece la

formacion de nuevos enlaces.

Por otro lado, las Figuras 8 y 9 muestran los espectros FTIR de las formulaciones

QUR:PEC con 10% y 20% de urea extra. En la Figura 8, se identifican sefiales relevantes

1

como la banda en 3230 cm™*, asociada a grupos (—OH) y (—NH,), con mayor definicion en

1

la proporcion 2:1. También se aprecia un cambio en la banda 1590 cm™", caracteristica de

1

enlaces (C=0) y (N-H). La aparicion de una banda en 2990 cm™", especialmente en la

proporcion 1:1, esta vinculada a estiramientos del grupo (C—H).

En la Figura 9, correspondiente a la relacion QUR:PEC con 20% de urea extra, se
mantiene el patron espectral general observado en la Figura 8. No obstante, surge una nueva
banda en 1490 cm™?! en la formulacion 2:1 atribuible al grupo (C—H). Este conjunto de
observaciones sugiere que la eficacia del entrecruzamiento depende del porcentaje de urea

extra afiadida y de la proporcion del biopolimero.
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Figura 6. Espectros FTIR de la relacion QUR:QUI 10% urea extra con diferentes

proporciones de polimero.
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Figura 7. Espectros FTIR de la relacion QUR:QUI 20% urea extra con diferentes

proporciones de polimero.
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Figura 8. Espectros FTIR de la relacion QUR:PEC 10% urea extra con diferentes

proporciones de polimero.
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Figura 9. Espectros FTIR de la relacion QUR:PEC 20% urea extra con diferentes

proporciones de polimero.
4.2.3. Analisis de hinchamiento

Como parte de la caracterizacion de los hidrogeles, se realizaron pruebas de
hinchamiento, las cuales aportan informacion sobre la estabilidad de los mismos. Se
elaboraron hidrogeles QUR/QUI, QUR/PEC y QUR/ALM O a diferentes proporciones (1:1,
1:2, 2:1) como se muestra en la Tabla 1. Se realiz6 un andlisis FTIR de hidrogeles a

diferentes proporciones, pero con 0% de urea extra.
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De acuerdo con el andlisis de varianza (ANOVA), el porcentaje de urea extra no
presentd un efecto estadisticamente significativo por si solo sobre el porcentaje de
hinchamiento de los hidrogeles (F = 1.77; p = 0.172). Esto sugiere que afiadir 0%, 10% o
20% de urea extra no genera diferencias sustanciales en la incorporacion quimica de la urea
al quitosano bajo las condiciones empleadas como se aprecia en la Figura 3. No obstante, los
analisis de interaccion revelaron que la urea extra si influy6 significativamente cuando se
considerd en combinacion con otros factores como el tipo de polimero y la proporcion. En
particular, la interaccion entre el tipo de polimero y el porcentaje de urea extra fue
estadisticamente significativa (F = 8.44; p = 0.000), lo que evidencia que el efecto de la urea
varia seglin el biopolimero utilizado. Esta relacion se representa graficamente en las Figuras
4y 5, donde se observan diferencias marcadas entre pectina y quitosano frente a los niveles

de urea evaluados.

De igual manera, la interaccion entre el porcentaje de urea extra y la proporcion
demostro ser significativa (F = 15.32; p = 0.000), reflejando que la cantidad de urea adicional
puede potenciar o mitigar ciertos efectos dependiendo de la proporcién de mezcla empleada,
como se ilustra en las Figuras 6, 7, 8 y 9. Finalmente, la interaccion entre el tipo de polimero
y la proporcion también resulto significativa (F = 12.77; p = 0.000), lo cual indica que la
relacion y proporcidn con la que se combinan los biopolimeros afecta de manera conjunta el
comportamiento del sistema, como se muestra en las Figuras 10 y 11. En conjunto, estos
resultados indican que los factores evaluados no actian de manera aislada, sino que
interactian significativamente entre si, modulando el comportamiento del sistema de forma
compleja. Las comparaciones multiples de Tukey que respaldan estos hallazgos se presentan

en los Anexos By C.
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Como parte de la caractaterizacion quimica de los materiales se realizarion analisis
FTIR. Los espectros FTIR correspondientes a las distintas proporciones QUR:QUI y

QUR:PEC se muestran en las Figuras 10y 11 con 0% de urea extra afiadida.

En la relaciéon QUR:QUI mostrada en la Figura 10, se evidencia que la banda cercana
a3350 cm™! (—OH) y (—NH,), varia levemente en intensidad entre proporciones, siendo
mas notoria en la proporcion 1:2, lo que sugiere un aumento en los grupos disponibles para
interacciones por puente de hidrogeno [16]. La banda en 1550-1620 cm ™1, asociada a (C=0)
y (N=H), también muestra diferencias y es mas marcada en la proporcion 1:1, mientras que
en la proporcion 2:1 se observa menor intensidad relativa. Finalmente, la banda a 950 cm™?!
relacionada con vibraciones (C—O) de solo aparece claramente en la proporcion 1:2.

La relacion QUR:PEC observada en la Figura 11 demuestra que la proporcion
también influye notablemente en el espectro. Las bandas alrededor de 3200-2980 cm ™1
(—OH) y (—NH) son mas intensas en las proporciones 1:1 y 1:2, lo que refleja una mayor
disponibilidad de grupos funcionales para interacciones intermoleculares [17]. La sefial a
1730 cm™! (C=0) de ésteres o acidos carboxilicos, caracteristicos de la pectina es mas
intensa en 1:2, mientras que la banda a 1610 cm™! (C=0) y (N-H) del QUR se mantiene en

todas las proporciones con variaciones sutiles en intensidad. Finalmente, la banda a 1490

cm™1 perteneciente a deformacion de (C—H) se intensifica en 2:1.
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Figura 10. Espectros FTIR de QUR:QUI con 0% urea extra a diferentes proporciones.
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Figura 11. Espectros FTIR de QUR:PEC con 0% urea extra a diferentes proporciones.



34

4.3. Pruebas de hinchamiento

Se realizaron pruebas de hinchamiento con la metodologia descrita en la seccion 3.3.y

como se muestra en el Anexo G.

Las pruebas de hinchamiento fueron una medida indirecta de la estabilidad de los
hidogeles en condiciones fisioldgicas y permitieron evaluar la capacidad de adsorcion de la
solucion salina (PBS) en los distintos tipos de hidrogeles. En la Figura 12, correspondiente a
los hidrogeles QUR:QUI (1:2), se observa que la formulacion con 10% de urea extra presenta
los mayores valores de hinchamiento durante todo el periodo de evaluaciéon, con un
comportamiento mas estable en comparacion con las formulaciones con 0% y 20%. La muestra
con 20% de urea mostré una menor capacidad de hinchamiento y mayor variabilidad, mientras

que la de 0% mantuvo valores intermedios, pero con una tendencia mas constante.

En la Figura 13 que muestra los hidrogeles QUR:PEC (1:2), el comportamiento fue
similar ya que la formulacion con 10% de urea extra presentd el mayor porcentaje de
hinchamiento inicial y durante las primeras 24 horas, superando los 1000%, aunque con alta
dispersion. No obstante, esta formulacion tendioé a disminuir progresivamente a partir de las 24
horas. La muestra con 0% de urea extra mostré un comportamiento mas controlado y constante,
alcanzando también altos valores de hinchamiento. Por su parte, la formulacion con 20% de

urea mostrd los valores mas bajos y una disminucion sostenida en el tiempo.

En la Figura 14, correspondiente al sistema QUR:ALM O (1:1), el comportamiento fue
distinto. Aunque la formulacion con 20% de urea extra alcanzé altos valores iniciales de
hinchamiento, present6 gran dispersion en los datos y una fuerte disminucion en el tiempo. Las
formulaciones con 0% y 10% de urea mostraron valores mas bajos e inestables debido a que
estos hidrogeles se disolvieron con el tiempo y no fueron considerados para realizar las pruebas

de liberacion.
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Tras las pruebas de hinchamiento, se seleccionaron los hidrogeles QUR:QUI (1:2) con
0% y 10% de urea extra y QUR:PEC (1:2) con 0% de urea extra como las mejores relaciones
y proporciones de QUR:biopolimero como candidatos para realizar las pruebas de liberacion

con acetaminofén.

QUR:QUI (1:2)
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Figura 12. Pruebas de hinchamiento para hidrogeles de QUR:QUI (1:2).
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Figura 13. Pruebas de hinchamiento para hidrogeles de QUR:PEC (1:2).
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Figura 14. Pruebas de hinchamiento para hidrogeles de QUR:ALM O (1:1).
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4.4. Liberacion de acetaminofén

Se evalud la capacidad de los hidrogeles seleccionados para liberar acetaminofén a lo
largo de 72 horas siguiendo la metodologia propuesta en la seccion 3.4., y como nuestra el

Anexo H.

Las formulaciones analizadas fueron: QUR:QUI (1:2) con 0% y 10% de urea extra, y
QUR:PEC (1:2) con 0% de urea extra, seleccionadas previamente por su buen

comportamiento en las pruebas de hinchamiento.

En la Figura 15, correspondiente a QUR:QUI (1:2) con 0% de urea extra, se observa
una liberacion abrupta en las primeras 6 horas, seguida de un incremento progresivo hasta
alcanzar aproximadamente el 100% de liberacion a las 72 horas. Este comportamiento
sugiere una liberacion controlada, con una fase inicial de difusion rapida del fArmaco en la

superficie y una fase mas lenta asociada a la difusion desde el interior de la matriz.

La Figura 16, que representa la liberacion desde el hidrogel QUR:QUI (1:2) con 10%
de urea extra, muestra un perfil muy similar, aunque con ligeras diferencias en los tiempos de
liberacion. La liberacion inicial también es abrupta, con una pendiente inicial pronunciada,
seguida de una fase sostenida que alcanza el 100% en un periodo comparable al de la
formulacion sin urea extra. No obstante, los errores estandar indican mayor dispersion, lo que

podria sugerir una menor homogeneidad estructural del hidrogel debido al exceso de urea.

Por otro lado, la Figura 17, correspondiente a QUR:PEC (1:2) con 0% de urea extra,
muestra un perfil de liberacion mas estable desde las primeras horas. Aunque la liberacion
también es rapida en las primeras 6 horas, el incremento posterior es mas gradual y
controlado, la liberacion alcanza un maximo cercano al 90% a las 48 horas, manteniéndose
luego sin variaciones bruscas, lo que sugiere una matriz mas estable y compacta que favorece

una liberacion sostenida. Los picos mostrados en todos los casos de liberacion en las primeras
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horas demuestra que una fraccion de acetaminofén pudo haberse quedado adsorbida en la
superficie de los hidrogeles, liberando el farmaco de una forma abrupta al tener contacto con
el medio PBS. Segtn el analisis ANOVA presentado en el Anexo D, el porcentaje de urea

extra no afecta significativamente a la liberacion, esto suguiere que los hidrogeles de pectina

y de quitosano son estedisticamente iguales.
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Figura 15. Pruebas de liberacion para hidrogel de QUR:QUI (1:2) con 0% de urea extra.
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Figura 16. Pruebas de liberacion para hidrogel de QUR:QUI (1:2) con 10% de urea extra.
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Figura 17. Pruebas de liberacion para hidrogel de QUR:PEC (1:2) con 0% de urea extra.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este trabajo se logré desarrollar hidrogeles de quitosano funcionalizado con urea
(QUR) utilizando un solvente eutéctico profundo (DES) a base de cloruro de colina y urea. La
funcionalizacion fue confirmada mediante FTIR, mostrando sefiales caracteristicas de grupos
(-0OH), (—NH,), (C=0) y formaciones de enlaces tipo amida, lo cual evidencia la

incorporacion efectiva de urea en la estructura del quitosano.

Si bien la adicion de urea extra no tuvo un efecto significativo por si sola en la
funcionalizacion, tampoco lo presentd en el hinchamiento. No obstante, su influencia fue
evidente durante el entrecruzamiento y el hinchamiento, especialmente en combinacién con
los biopolimeros y la propporcion. Las formulaciones QUR:QUI (1:2) y QUR:PEC (1:2) con
0% y 10% de urea extra presentaron una mayor estabilidad estructural y mejor capacidad de
hinchamiento, mientras que las formulaciones con almidoén oxidado resultaron inestables,

tendiendo a disolverse con el tiempo.

Las pruebas de liberacion de acetaminofén mostraron que los hidrogeles seleccionados
permitieron una liberacion eficiente y sostenida del farmaco, alcanzando entre 90% y 100% a
las 72 horas. En particular, QUR:QUI (1:2) con 0% y 10% de urea extra y QUR:PEC (1:2) con
0% de urea extra presentaron un perfil de liberacion mas estable y progresivo, los analisis
estadisticos demostraron que los hidrogeles de quitosano y pectina son estadisticamente

iguales.

Se recomienda, para futuras investigaciones, realizar analisis complementarios como
SEM y TGA para caracterizar la morfologia y estabilidad térmica de los hidrogeles, asi como
evaluar su comportamiento en medios fisiologicos. Ademas, podria explorarse la liberacion de

otros farmacos para validar la versatilidad del sistema desarrollado.
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ANEXO A: CURVA DE CALIBRACION

Tabla 2. Valores para la curva de calibracion del acetaminofén.

Concentracion [mg/L] Absorbancia promedio

5 0.1172
7.5 0.2645
10 0.4292
12.5 0.5948
15 0.7521
17.5 0.8879
1
y = 0.0626x - 0.1972
R? =0.9991
08
3
2 06
(g4}
o]
S
3
Q
< 04
02 |
o
0
5 75 10 12,5 15 17,5

Concentraciéon [mg/L]

Figura 18. Curva de calibracion del acetaminofén.




ANEXO B: ANALISIS ANOVA PARA HINCHAMIENTO

45

General Linear Model: %Hinchamiento versus t [h], Polimero, Proporcion, %Urea Extra

Method

Factor coding (-1,

Factor Information

Factor Type
& [[hl Fixed
Polimero Fixed

Proporcidn Fixed
$Urea Extra Fixed

Analysis of Variance

Source
t [h]
Polimero
Proporcidn
$Urea Extra
t [h]*Polimero
t [h]*Proporcidén
t [h] *%$Urea Extra
Polimero*Proporcid
Polimero*%$Urea Ext
Proporcidén*%Urea E
Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

0, +1)

Levels

wwwo

n
ra
xXtra

Values

i, 2, 3, 24, 48, 72

ALM O, PEC, QUI

121 1:2; 221

0, 10, 20

DF Adj SS Adj Ms

S 9666125 1933225

2 1048464 524232

2 740482 370241

2 256626 128313
10 1630494 163049
10 161415 16141
10 260656 26066

= 3702738 925684

B 2448182 612045

B 4440425 1110106
424 30730277 72477
108 7091470 65662
316 23638807 74806
477 54523069

F-Value

26.
.23

7

67

5:1%

[y
oo oNK

[y

.77
.25
.22
.36
g b
.44
.32

.88

P-Value

e s Y en i Y o Y o i i ]

o

.000
.001
.006
172
.014
.994
.963
.000
.000
.000

.786
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ANEXO C: ANALISIS TUKEY PARA HINCHAMIENTO

Comparisons for %Hinchamiento

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = t [h]

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

t [h]

2
3
1
24
48
72

N

80
80
80
80
78
80

Mean
598.
574.
551
431.
326.
209.

994
421
662
652
255
649

W

B
B

Grouping

c
c D
D

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = Polimero

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Polimero

PEC
ALM O
QUI

N

157
159
162

Means that do

Mean Grouping

499.902 A
459.630 A
386.784

B

not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = Proporcion

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Proporcidn
221
1:1
1:2

N Mean

157 489.014
162 462.299
159 395.003

Grouping

A

A B
B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = t [h]*Polimero

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

t [h]*Polimero N Mean Grouping

2 ALM O 27 683.772 A

3 ALM O 27 663.371 A

2 PEC 26 623.200 A

1 ALM O 27 613.316 A

1 PEC 26 601.140 A B

3 PEC 26 579.010 A B

24 PEC 26 507.946 A B C

2 QUI 27 4%0.010 A B C

3 QUI 27 480.881 A B C D

48 PEC 26 453.935 A B C D

1 QuI 27 440.530 A B C D

24 ALM O 27 431.801 A B C D

24 QUI 27 355.208 B C D E
48 QUI 27 296.648 C D E
72 QUI 27 257.427 C D E
72 PEC 27 234.178 D E
48 ALM O 25 228.181 D E
72 AIM O 26 137.342 E

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = Polimero*Proporcion

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Polimero*Proporcidn N Mean Grouping
ALM O 2:1 54 573.466 A

PEC 2:1 49 569.259 A

QUI 1:1 54 568.909 A

PEC 1:2 54 466.002 A B
PEC 1:1 54 464.445 A B
ATM O 1:2 51 451.881 A B
ALM O 1:1 54 353.544 B C
QUI 2:1 54 324.318 B C
QUI 1:2 54 267.125 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = Polimero*%Urea Extra

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Polimero*

$Urea Extra N Mean Grouping
PEC 0 49 628.599 A

PEC 10 54 526.967 A B

ALM O 10 52 504.232 A B C
AIM O 20 54 468.350 A B C D
QUI 20 54 439.411 B C D
ALM O 0 53 406.309 B C D
QUI 0 54 382.276 B C D
PEC 20 54 344.139 C D
QUI 10 54 338.665 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Hinchamiento, Term = Proporcion*%Urea Extra

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Proporcidn*

$Urea Extra N Mean Grouping
2:1 0 49 614.906 A

1:1 20 54 576.666 A

231 10 54 530.423 A

122 10 52 496.851 A B
1:1 0 54 467.642 A B C
152 20 54 353.522 B C
1:1 10 54 342.589 B C
1:2 0 53 334.635 B C
221 20 54 321.713 c

Means that do not share a letter are significantly different.

ANEXO D: ANALISIS ANOVA PARA LIBERACION

General Linear Model: %Liberacion versus t [h], Polimero, %Urea Extra

The following terms cannot be estimated and were removed:

Polimero*%$Urea Ex

Method

Factor coding (-1,

Factor Information

Factor Type

t [h] Fixed
Polimero Fixed
$Urea Extra Fixed

Analysis of Variance

Source

t [h]

Polimero

$Urea Extra

t [h]*Polimero

t [h]*%Urea Extra
Error
Total

tra

0, +1)
Levels Values
g 1, 2, 3, 4, 6, 24, 48, 72
2 PEC, QUI
2 0, 10
DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
7 3514.1 502.02 2.83 0.015
1 373.8 373.78 2.11 0-153
1 476.7 476.68 2.69 0.108
7 987.5 141.07 0.80 0.595
7 2131 30.45 017 0.990
48 8509.0 177.27
71 17643.9



ANEXO E: ANALISIS TUKEY PARA LIBERACION

Comparisons for %Liberacion

Tukey Pairwise Comparisons: Response = %Liberacion, Term = t [h]

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

t [h] N Mean Grouping
72 9 87.4836 A

2 9 83.0768 A B
43 9 79.8481 A B
3 9 77.8856 A B
- 9 75.7944 A B
24 9 70.2888 A B
1 9 68.1869 A B
6 9 58.7596 B

Means that do not share a letter are significantly different.

ANEXO F: QUITOSANO FUNCIONALIZADO CON UREA

——&l)

QUR

Figura 19. QUR obtenido del proceso de funcionalizcion del quitosano.
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ANEXO G: PRUEBAS DE HINCHAMIENTO
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Figura 20. Hidrogeles en solucion PBS pre-incubacion.

ANEXO H: LIBERACION DE ACETAMINOFEN
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Figura 21. Pruebas de liberacion.
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ANEXO I: CONTROL QUITOSANO

1

Transmitancia [%]

ANEXO J: CON
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Figura 22. Espectro FTIR del quitosano puro.
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Figura 23. Espectro FTIR de pectina pura.



ANEXO K: CONTROL ALMIDON

Transmitancia [%]

ALMIDON PURO
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Figura 24. Espectro FTIR de almidén puro.

ANEXO L: CONTROL ALMIDON OXIDADO
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Figura 25. Espectro FTIR de almidon oxidado.
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ANEXO M: CONTROL ALMIDON OXIDADO VS ALMIDON PURO

Figura 26. Espectros FTIR de almidon puro y almidon oxidado.
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ANEXO N: CONTROL QUI:PEC
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Figura 27. Espectro FTIR de quitosano con pectina (1:2).
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ANEXO O: CONTROL QUI:ALM

QUIALM (1:2)
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Figura 28. Espectro FTIR de quitosano con almidén (1:2).
ANEXO P: CONTROL QUI:ALM O
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Figura 29. Espectro FTIR de quitosano con almidon oxidado (1:2).



ANEXO Q: CONTROL QUR:ALM
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Figura 30. Espectro FTIR de QUR con almidon puro (1:2).

ANEXO R: HIDROGEL PRE-SECADO

Figura 31. Morfologia de un hidrogel pre-secado.
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