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Resumen

Se preparé quitosano quimico-bioldégico conservando su estructura cristalina y con las
propiedades para ser utilizado en ingenieria de tejidos, con el cual se elaboraron tres
copolimeros por injerto con derivados de &cido lactico.

Se prepard Quitosano-g-acido lactico (QAL) por injerto directo en los grupos aminos del
quitosano sin catalizador, también se elaboré quitosano-g-poli (4cido lactico) (QPAL) con un
método directo de injerto como en el material anterior pero con ayuda de un catalizador y
finalmente por medio de una polimerizacion por apertura de anillo (PAA), se sintetizé
quitosano-g-poli(lactido) (QPLA).

Las estructuras de los copolimeros fueron caracterizados por FTIR, 'H-RMN, Rayos X vy
termogravimetria (TG y DSC). El porcentaje de incorporacién fue determinado en peso y
mediante relacion de areas de bandas de prueba y referencia de los espectros FTIR. Las
relaciones molares y porcentuales de fraccion molar se determinaron mediante la relacion de
areas de 'H-RMN de los picos caracteristicos del acido lactico y del quitosano.

Asimismo, se les determind su peso molecular por viscosidad, porcentaje de solubles en
acido acético 0.1M, su resistencia a la extension y a la puncion, asi como su capacidad de
hinchamiento y porcentaje de degradacion en el medio de cultivo a utilizar en los ensayos in
vitro con los fibroblastos.

Se realizaron los cultivos de fibroblastos para determinar su citocompatibilidad evaluando la
adhesion y viabilidad celular sobre los copolimeros, asi como ensayos de inhibicién de
crecimiento de la bacteria Pseudomonas aeruginosa (ATCC 2783).

Los resultados mostraron que el copolimero con el menor grado de injerto (20.22%), QAL,
presento células vivas y adheridas conservando su actividad antimicrobiana; mientras que
los compuestos QPLA y QPAL no mostraron adhesion celular pero si inhibicién microbiana y
resistencia a la tension y puncién. QAL y QPAL conservaron la cristalinidad (Icg 61.4%), por
lo que fueron mas termoestables, mientras que QPAL fue mas amorfo presentando menor
estabilidad térmica a los materiales mencionados.
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Abstract

Chitosan was obtained by a chemical-biological method preserving their crystalline structure
and properties for use in tissue engineering, three materials were prepared with the chitosan
and lactic acid derivatives by grafting.

Chitosan-g-lactic acid (QAL) was prepared by direct grafting amino groups of chitosan without
catalyst, chitosan-g-poly (lactic acid) (QPAL) was elaborated with a method of direct
crosslinking as the previous one but adding a catalyst and chitosan-g-poly (lactide) (QPLA)
was synthesized by ring opening polymerization (ROP) method.

The structures of the graft copolymers were characterized by FTIR, 1H-NMR, X-ray difraction
and thermogravimetry (TG and DSC). The incorporation rate was determined by weight and
in an area ratio of FTIR, reaction molar percent and mole fraction ratio was determined by
integration of characteristic signals in *H-NMR spectra.

Materials were also characterized by viscosity molecular weight, solubility percentage in 0.1M
acetic acid, its tensile strength and puncture resistance and its swelling capacity and rate of
degradation.

Fibroblast culture was performed to determine adhesion and cell viability over the copolymers
and an inhibition test of the strain P. aeruginosa (ATCC 2783).

The results showed that the copolymer with the lower degree of grafting, QAL, presents
adherent living cells and preserves antimicrobial activity, while compounds QPAL QPLA
showed no cell adhesion but microbial inhibition and good mechanical properties. QAL and
QPAL preserved the crystallinity (Ick 61.4%) therefore they were more thermostable, while
QPAL was more amorphous but displayed a pseudo-crystalline arrangement although lower
thermal stability to the aforementioned materials.
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1. Introducciodn

1.1 Biomateriales

El campo de los biomateriales ha experimentado un espectacular avance en los ultimos
afios, como consecuencia del aumento de la expectativa de vida del ser humano, debido
a las enormes posibilidades que ofrecen, tanto en variedad de compuestos, como en
procesos de fabricaciébn con caracteristicas bien definidas y con el propoésito de tener
una aplicacion en el campo de las ciencias de la vida y de la salud (Valdez et al, 2005;
Vallerti & Cormas, 2007).

Los biomateriales son sustancias de origen natural o sintético que pueden interactuar con
los sistemas bioldgicos de manera temporal o permanente. Estos ofrecen una alternativa
para tratar y reparar la pérdida de tejidos u érganos de un trauma o enfermedad. Hay
muchas aplicaciones biomédicas en las cuales los biomateriales se han utilizado, por
ejemplo, como un sistema de administracion de farmacos, andamiaje celular, sutura en
ingenieria de tejidos; como protesis para reemplazo de tejidos como la lente intraocular,
implante dental y los implantes de mama, asi como también en érganos artificiales para
asistencia temporal o permanente (por ejemplo, rifién artificial, corazén artificial e injerto
vascular) (Cheng et al, 2009).

Entre la gran variedad de materiales que se han utilizado para la atencién médica, se
incluyen los metales, ceramicas y polimeros. Los polimeros biodegradables y
bioabsorbibles tienen excelentes caracteristicas para ciertas aplicaciones. Los polimeros
reabsorbibles se disuelven de forma gradual y se eliminan a través de los rifiones u otros
medios. La figura 1 se muestra una clasificacion de los polimeros biodegradables.

Polimeros
Biodegrabales

|
Productosde

X Mircroorganismos Biotecnoldgicos Productos
biomasa ) - o ] Petroquimicos
Obtenidos por extraccidn {Sintesis convencional de
Agrorecursos monomeros de bioderivados) { sintesis convencional de
Agropolimeros mondmeros sintéticas)
[ | Poli hidroxialcanoatos .
Polisacaridos Proteinasy Lipidos [PHA) Polilactidos | Policaprolactonas
yLip (PcL)
Almidones: Animales: . l— Poliesteramidas
Trigo B Acido Polilictido (PLA)
— Papas | Caseina Poli{hidroxibutirata)
Suera (PHB) Copoliésteres
Mai; . .
aiz Colagena/Gelatin Poli(hidroxibutirato-co- alifaticos
hidroxivalorato) (PHBV)
Prodcutos
Plantas: p
Ligho- ; | Copoliésteres
| celulésicos: | Zeina alifaticos
Madera Soya
Paja Gliten
Otros:
Pectinas

Quitosano/Quitina
Gomas

Figura 1. Clasificacion de los polimeros biodegradables (Avérous, 2004).
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Entre los principales polimeros utilizados en la medicina estan los polisacaridos y los poli
a-hidroxi acidos, debido a que son biocompatibles, biodegradabilidad, ademas de que son
bioreabsorbibles.

1.2 Polisacaridos

Un gran numero de polisacaridos con diferentes estructuras quimicas y propiedades
fisicas constituyen una fuente importante de materiales, para en el futuro ampliar sus
aplicaciones y mejorar las aplicaciones existentes, especialmente en el ambito de los
biomateriales para la cicatrizacion de heridas, la ingenieria de tejidos, liberacion
controlada o vehiculo de farmacos, entre otras (Dumitriu, 2002; Rinaudo, 2006a). Su
desarrollo abre un gran campo de aplicaciones aprovechando sus propiedades
especificas particularmente, por ser renovables, biodegradables y algunos de ellos con
actividad biolégica (Rinaudo, 2006b; Rinaudo, 1993). Generalmente estos son obtenidos
por biosintesis en las plantas (incluidas las algas) o en los animales; algunos
polisacaridos microbianos tales como el &cido hialurénico bacteriano (HA), gellana o
xantana (Rinaudo et al, 2004; Rinaudo, 2006c; Geremia & Rinaudo, 2005). Algunos de
estos polisacaridos son considerados como buenos candidatos para aplicaciones
biomédicas, principalmente el quitosano, los alginatos y el HA. Y también han sido
reconocidos por su actividad biolégica como es el caso del quitosano y el HA (Rinaudo,
2006d; Rinaudo, 2007; Milas & Rinaudo, 2005).

1.3 Quitinay quitosano

La quitina (poli-B-(1-4)-N-acetil-D-Glucosamina) es ampliamente sintetizada en un buen
ndamero de organismos vivos , es el segundo polimero mas abundante de la naturaleza
(Rinaudo, 2006d). Su principal derivado es el quitosano, poli ((1-4)2-amino-2-desoxi-p-D-
glucosa) (Rabea et al, 2003), este es el componente principal de los organismos vivos
tales como los hongos (Figura 2).

OH
NH,
B o) < o. HO
HO 28 K ~
TH
~ C\ OH
HaC o)
- D_f\ - meDA

Figura 2. Estructura primaria de la quitina y el quitosano.

En su forma natural la quitina se presenta parcialmente desacetilada aunque la diferencia
entre ésta y el quitosano es arbitraria, ya que las formas totalmente acetiladas o
desacetiladas no existen en la naturaleza, ni como productos finales en un proceso, por lo
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que en la préactica, al polimero que presenta mayor acetilacion se le denomina quitina y al
mas desacetilado quitosano (Shirai et al, 1996). Algunos autores establecen la diferencia
entre los dos biopolimeros se encuentra alrededor de un DA del 50% (Domard, 1989).

1.3.1 Fuentes de quitina y quitosano

La quitina se encuentra en la naturaleza formando microfibrillas cristalinas ordenadas que
se encuentran como componentes estructurales en el exoesqueleto de los artropodos o
en la pared celular de hongos filamentosos y levaduras, entre otros. La principal fuente
comercial de quitina son las conchas de cangrejo y de camarones ya que se encuentran
disponibles como desechos de la industria marisquera (Rinaudo, 2006d; Kurita, 2006).

1.3.1.1 Quitina de crustaceos

Los crustaceos son la mayor fuente de quitina a nivel industrial con una produccién de
entre 2200 Ton (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003). El contenido de quitina en crustaceos
varia entre 2 y 12% del total de masa su corporal, el contenido de quitina, proteina,
minerales y carotenoides en el exoesqueleto de crustaceos varia dependiendo de la
especie, parte del organismo, estado de nutricién y ciclo reproductivo. El exoesqueleto
contiene alrededor del 15-40% de quitina (a-quitina), alrededor del 20 al 40% de proteinas
y carbonato de calcio entre 20-50%, como componentes principales, y presenta en menor
cantidad pigmentos y otras sales metélicas (Pacheco, 2010). La quitina se encuentra en la
naturaleza ligada a otros componentes estructurales como minerales, proteinas,
glicoproteinas y proteoglicanos, éstos ultimos para formar paredes celulares en los
hongos (Rinaudo, 2006d).

1.3.1.2 Quitina de hongos

Diferentes hongos como Allomyces, Aspergillus, Penicillum, Fusarium, Mucor, Rhizopus,
Choanephora, Tamnidum, Zygorrynchus y Phycomicetos presentan en su pared celular
quitina, presentando otra fuente de materia prima, ademas de que pueden ser extraidos
de los residuos de la biomasa en la produccion de enzimas, vitaminas antibiéticos
hormonas y otros productos farmacéuticos (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003). La quitina es
un biopolimero que puede tener muchas aplicaciones en el mercado, por lo que se ha
promovido su explotacion a través de procesos que la hagan econémicamente viable. La
compafia Kyowa Yushi Inc., de Chiba, Japdn, fue la primera en producir quitosano a nivel
industrial (Shirai et al, 1996).

1.3.2 Propiedades

El quitosano es conocido por ser no téxico, inodoro y biocompatible con los tejidos
animales, asi como biodegradable (Teng et al, 2001) por estas propiedades va en
aumento su uso en la biomedicina, farmacéutica y en productos médicos de ingenieria
tisular (TEMPs). El conocimiento de las propiedades fisicas y quimicas del quitosano
ayudaran a determinar la funcionalidad de éstos en una aplicacion y a la correcta eleccion
para sus aplicaciones particulares.



Por ello, la sociedad americana para ensayos y materiales (ASTM) estd haciendo un
esfuerzo concertado para establecer los estdndares y lineamientos para la seguridad de
quitosano en biomedicina, aplicaciones farmacéuticas y en TEMPs.

En donde es importante determinar parametros criticos, tales como: grado de
desacetilacion, peso molecular y viscosidad, que tiene alta influencia en los efectos
biolégicos funcionales; asi como el contenido de materia seca, metales pesados, carga
microbiana, endotoxinas y proteinas que son descritos en los documentos de ASTM, con
el fin de garantizar la uniformidad y correcto funcionamiento en el producto final (Dormish
& Kaplan, 2004; F2602-08e1., 2008).

1.3.2.1 Propiedades fisicas: Estructura cristalina

La presencia y abundancia de los grupos hidroxilos (primario en C-6 y secundario en C-3)
y el grupo N-acetilo o amino (en C-2) en las moléculas de quitina y quitosano
respectivamente, tienen tendencia a la formacion de puentes de hidrégeno intra e inter
moleculares que favorecen la formacién de agregados lineales de alta cristalinidad
(Prashanth & Tharanathan, 2007). Las cadenas de quitina forman puentes de hidrégeno
mediante los grupos C=0 y H-N, que a su vez forman puentes de hidrégeno con los
anillos de azucar vecinos entre el grupo carbonilo y el grupo hidroxilo del C-6, existe otro
puente de hidrégeno que se forma entre el grupo OH del C-3 y el oxigeno del anillo, lo
gue aumenta la rigidez de la cadena manteniendo una estructura altamente ordenada
(Minke & Blackwell, 1978).

En la naturaleza hay tres formas polimorfas de quitina, a, B y y-quitina, la diferencia entre
ellas se encuentra en la disposicion de las cadenas. La a-quitina se presenta en
disposicién anti paralela permitiendo la mayor cantidad de formacién de puentes de
hidrégeno intermoleculares, que son los responsables de su insolubilidad en disolventes
acuosos y en la mayoria de disolventes organicos (Blackwell & Weih, 1980). En la B3-
quitina las cadenas se encuentran en forma paralela proporcionando una fuerza
intermolecular mas débil, permitiendo la hidrataciéon de la molécula. Y la y-quitina presenta
dos cadenas paralelas en el mismo sentido y la siguiente en el sentido opuesto, esta
alomorfa ha sido la menos estudiada y se puede considerar como una mezcla de las dos
primeras.

La a-quitina es la mas abundante y estable, mientras que las otras dos se presentan en
pequenas cantidades y tienen la tendencia a ser transformadas en a-quitina (Hirano,
1999; Pastor, 2004).

Contrario a la quitina, el quitosano presenta diferentes alomorfas que dependen del modo
de preparacion de la muestra asi como de su grado de acetilacion y de depolimerizacion.
Debido a la presencia de los grupos acetamidos en el C-2 se reduce la cantidad de
puentes de hidrégeno, y como consecuencia la estructura se vuelve mas inestable. Las
alomorfas hidratada y anhidrida del quitosano, han sido las mas estudiadas (Domard,
1989).



1.3.2.2 Propiedades Fisicoquimicas
1.3.2.2.1 Peso molecular (M)

Esta propiedad determina propiedades caracteristicas tales como la viscosidad de las
soluciones de quitosano. Por lo que en funcién de la sensibilidad de un uso final especial,
la determinacién de la masa molecular directa o indirectamente, puede ser necesaria. Los
quitosanos comerciales son polidispersos con respecto al peso molecular (M,;). El peso
molecular puede ser expresado como el niumero promedio (My) o el peso promedio (M)
(F2103-01, 2008).

El M,, de la quitina natural es mayor a 1000 x 10%g.mol?, y el del quitosano comercial se
encuentra entre 100 y 500 x 10°g.mol™* dependiendo de la quitina de origen. Distintos
factores durante la extraccion de la quitina y la preparacion del quitosano pueden influir en
el M,, del biopolimero final. Altas temperaturas y concentraciones de acidos y alcalis asi
como largos tiempos de reaccion, pueden degradar y ocasionar la despolimerizacion de
las cadenas (Shahidi & Abuzaytoun, 2005). Diferentes autores han observado que el M,,
del quitosano tiene una influencia en su actividad bioldgica (Rabea et al, 2003; Shahidi et
al, 1999).

1.3.2.2.1.1 Polidispersidad (PDI): Dependiendo del uso final y la sensibilidad de la
aplicacion al peso molecular, la presencia de una amplia gama de fracciones de quitosano
puede ser un problema, por ejemplo, en sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
En tales casos, el célculo de la PDI puede ser importante. El coeficiente de M,/My se
conoce como el indice de PDI y por lo general esta en el intervalo de 1.5 a 3.0 para
quitosanos comerciales (F2602-08el., 2008).

1.3.2.2.2 Grado de acetilacién (DA)

Los grupos aminos de la quitina nativa se encuentran en forma acetilada, los cuales
pueden estar unidos a cadenas proteicas 0 como aminas libres, no obstante durante los
procesos comunes de extraccion con acidos y Aalcalis se produce una inevitable
desacetilacion. En general los grados de acetilacion de la a-quitina extraida se encuentran
entre 90 y 95% (Kurita, 2006).

Para preparar una quitina con estructura uniforme (poli N-acetil-glucosamina) se requiere
una acetilacion selectiva de quitina soluble o B-quitina (Kurita et al, 1977). En el quitosano
el contenido de grupos N-acetil y la reparticion de los residuos a lo largo de la cadena
también dependen de las condiciones de desacetilacion y las fuentes de la quitina de
origen (Kurita, 2006).

El DA es uno de los factores mas importantes que influyen en las propiedades de este
biopolimero debido al rol que juega en la solubilidad. Al incrementar el DA del quitosano
acercandose al limite de 50%, el intervalo de pH en el que puede ser soluble aumenta, lo
cual se debe a la variacién del pKa ocasionado por las propiedades de polielectrélito del
mismo (Domard, 1989; Dormish & Kaplan, 2004). Ademas, el DA es un parametro de



caracterizacion importante, ya que la densidad de carga de la molécula de quitosano es
responsable de potencial biolégico y efectos funcionales (F2260-03, 2008).

1.3.2.2.2.1 Solubilidad

La quitina es insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes. Para llevar a cabo su
disolucion es necesario emplear disolventes que induzcan las repulsiones entre las
cadenas o desequilibren los puentes de hidrogeno intermoleculares presentes en el
estado sdlido. Los disolventes que pueden cumplir con este propodsito son la
hexafluoroacetona y la N,N-dimetilacetamida (DMAc) conteniendo 5-8% LiCl (Rutherford
& Austin, 1978). Recientemente, el metanol saturado con el cloruro de calcio dihidratado
ha sido reportado como disolvente de la quitina utilizado anteriormente como disolvente
para naylon (Tamura et al, 2004).

El quitosano es insoluble en disolventes organicos puros, pero es soluble en medio acido
acuoso (pH<6). La solubilidad se produce por la protonacion del grupo amino en la
posicion C, de la unidad de repeticibn D-Glucosamina. Entonces, este polisacarido se
convierte en un polielectrélito en condiciones acidas, lo que favorece su solubilidad debido
a repulsiones electrostaticas; es el Unico polimero catidnico pseudonatural (Muzzarelli,
1973).

La solubilidad es un parametro muy dificil de controlar, se relaciona con el DA, la
concentracion ionica, el pH, la naturaleza del acido utilizado para la protonacion y la
distribucién de los grupos acetilo a lo largo de la cadena, asi como con las condiciones
para su aislamiento y secado (Muzzarelli, 1973).

1.3.2.2.3 Caracteristicas de control y uso final.

1.3.2.2.3.1 Viscosidad: La viscosidad es la resistencia al flujo de un liquido. La masa
molecular de un quitosano sera determinada en la medida en que se espese una solucion
acuosa. El viscosimetro utilizado debe ser calibrado con las normas de trazabilidad
(ensayo D2196) (F2103-01, 2008). La medida de viscosidad dependerd de varios
parametros relacionados cémo:

(1) Temperatura: Es fundamental porque un aumento en la temperatura, en casi todos los
casos, dar lugar a una disminucién de la viscosidad. Debe ser consistente y controlada
para lograr resultados reproducibles. La temperatura recomendada para medir la
viscosidad puede ser 20, 25 0 37°C, o una combinacion de las mismas.

(2) Concentracion de quitosano: Para preparar las concentraciones correctas de
quitosano es necesario conocer el contenido de humedad de éste.

(3) Fuerza ionica, la viscosidad de una solucion de quitosano es muy sensible al medio
ambiente i6nico en el que la medicién se hace. Es importante mantener el contenido
ibnico constante. Las mediciones de viscosidad se realizan ya sea en agua desionizada o
con solucion salina isoténica.



(4) Masa molecular: La masa molecular del quitosano es sensible a las mediciones de
viscosidad (F2103-01, 2008).

1.3.2.2.3.2 Materia seca: La determinacion del contenido de la materia seca se basa en
la eliminacién de agua de la muestra. Normalmente con quitosano, se utilizan técnicas
gravimétricas que se adaptan de USP 24/NF19 con un horno de secado calibrado a
105°C (F2103-01, 2008).

1.3.2.2.3.3 Contenido de ceniza: El contenido de cenizas de una muestra describe la
cantidad total de material inorganico presente. Para aplicaciones en medicina los
quitosanos deben tener un contenido de cenizas muy bajo (cenizas<2%) (F2103-01,
2008).

1.3.2.2.3.4 Sustancias insolubles: El porcentaje de sustancias insolubles indican la
cantidad total de impurezas insolubles (sales insolubles u otros contaminantes) en la
muestra de quitosano. Si bien, el quitosano utilizado en biomedicina y TEMPs deben tener
el menor contenido de sustancias insolubles como sea posible (F2103-01, 2008).

1.3.2.2.4 Perfil de impurezas: el termino impurezas se refiere a la presencia de
substancias y materiales extrafios en los quitosano en polvo. Las mayores impurezas que
causan preocupaciéon son:

1.3.2.2.4.1 Contenido de endotoxinas: La contaminacion por endotoxinas son dificiles
de prevenir debido a que éstas estdn en la naturaleza son estables y son lo
suficientemente pequefias para pasar a través de los filtros de esterilizacién. Hay pruebas
rigurosas para la determinacién de endotoxinas en los quitosanos o sus derivados. Estas
son la de coagulo de gel, el ensayo de punto final y el ensayo cinético, siendo este Gltimo
el mas eficaz. La Food and Drug Administration (FDA) define actualmente como un
coeficiente de correlacion lineal de >0.980, en un ensayo cinético para la determinacién
de toxinas. El nivel de endotoxinas en quitosano en ultima instancia, sera fundamental
para su uso en aplicaciones biomédicas, donde existen los limites reglamentarios de la
cantidad de endotoxina que pueden ser implantados en seres humanos. Pertinentemente
la FDA establece las normas para los niveles permitidos y la informacién respecto a la
validacién de los ensayos de endotoxinas que deben ser consultados si se realizaran los
ensayos en humanos (DHHS FDA, 15 de julio 1991; F2103-01, 2008).

1.3.2.2.4.2 Contenido de proteina: El contenido de proteina en quitosano o sales de
quitosano deben ser analizadas con un método apropiado y que tenga la sensibilidad
suficiente para detectar niveles bajos de contaminacion. Es importante confirmar que el
método elegido es insensible a otros elementos presentes en la muestra y validarlo contra
un método de referencia en un solo tiempo. Es la responsabilidad del usuario final evaluar
el producto de quitosano para determinar la presencia de proteinas especificas que
podrian causar reacciones indeseables en los tejidos (F2103-01, 2008).

1.3.2.2.4.3 Contenido metales pesados: El contenido de impurezas por metales
pesados no debe superar un limite en las especificaciones individuales del producto en
términos de partes por millén de plomo en la sustancia de prueba. En las condiciones de
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prueba especificadas, el limite se determina por una comparacion visual entre metales
gue estan coloreados y un control preparado a partir de una solucién patréon de plomo.
Este método se basa en (231) metales pesados, USP24/NF19. La presencia de
determinados metales pesados puede ser detectada por métodos como la espectroscopia
de absorcién atémica utilizando técnicas de horno o llama de grafito, o por técnicas de
plasma de acoplamiento inductivo (F2103-01, 2008).

1.3.2.2.4.3 Carga microbiana: Las bacterias, levaduras y mohos son también las
impurezas que pueden surgir en una muestra de quitosano. La presencia de bacterias
también puede contribuir a la presencia de endotoxinas. Los siguientes examenes
microbioldgicos en la USP 24 son de particular relevancia: Prueba de limite microbiano,
Prueba de esterilidad, la esterilizacion y la garantia de esterilidad de los articulos en
compendio con las pruebas biolégicas y ensayos: Pruebas bacterianas de endotoxinas. El
usuario también debe considerar otras normas pertinentes, tales como: la Asociacion del
Avance de la Instrumentacion Médica (AAMI) estandares y normas internacionales, de
los cuales los siguientes son ejemplos: ANSI / AAMI / ISO 11737-1: 1995, ANSI/AAMI/ISO
11737-2: 1998, y la norma ISO 13408-1: 1998. Si los productos de quitosano estan
destinados a servir como una barrera a los microorganismos, esta funcién tendra que ser
validada con experimentos especificos (F2103-01, 2008).

1.3.2.3 Propiedades bioldgicas

Su bioactividad incluye la estimulacibn en procesos de cicatrizacion, actividad
hemostatica, actividad inmune, mucoadhesién, actividad antimicrobiana, bacteriostatica y
fungistatica. Los oligbmeros de quitina y quitosano presentan funciones fisiolégicas como
la induccién de fitoalexinas, actividad antimicrobiana y actividad inmune, ya que algunos
son solubles en agua y facilmente pueden ser inyectados intravenosamente (Nishimura,
2001; Degim et al, 2002, Minami et al, 2001).

El quitosano es un polimero prometedor en la liberacién génica, preparacion de cultivos
celulares y en la ingenieria de tejidos. La quitina y el quitosano exponen la actividad
hipolipidémica, como se ha confirmado mediante la reduccion de niveles de colesterol y
de triglicéridos en la sangre e higado de ratas (Nagyvary et al, 1979).

1.3.2.4 Propiedades antimicrobianas.

La capacidad antimicrobiana del quitosano, es util en la medicina, la agricultura y en
conservacion de alimentos (Allan & Hadwiger, 1979). Se ha demostrado que inhibe el
crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, y Staphylococcus aureus, (Hadwiger, 1984; Uchida et al, 1989) y hongos como:
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechtera sorokiana, Micronectriella nivallis,
Piricularia orizae, Rhizoctonia solana, Trichophyton equinum (Plascencia et al, 2003).

La accion antimicrobiana esta influenciada por factores intrinsecos como el tipo de
quitosano, el grado de depolimerizacién, el hospedero, la composicion nutritiva y quimica
del sustrato, pH del medio de cultivo, condiciones ambientales y la presencia o ausencia
de sustancias que interfieran como lipidos y/o proteinas (Pacheco, 2010).
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La manera exacta en la que el quitosano y sus derivados actian es todavia desconocida,
aun asi varios mecanismos han sido propuestos, por ejemplo, la interaccion entre la carga
positiva de las moléculas de quitosano y las cargas negativas de las membranas celulares
alterando su permeabilidad y permitiendo la pérdida de constituyentes intracelulares
(Rabea et al, 2003).

1.3.3 Obtencidn de quitina
1.3.3.1 Método guimico

El método quimico para la obtencion de quitina a partir de exoesqueletos de crustaceos,
consiste en una desproteinizacion de éstos con alcalis a temperatura moderada, una
desmineralizaciébn con A&cidos diluidos, una eliminacién de lipidos con disolventes
organicos y blanqueo mediante agentes decolorantes; el orden de los dos primeros pasos
dependen de los subproductos que se deseen obtener (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003;
Shahidi & Abuzaytoun, 2005). En el caso de la desmineralizacién, se han utilizado
diferentes tipos de acidos tanto fuertes como HCIl, HNO; o H,SO,, o débiles CH;COOH y
HCOOH. El objetivo es la solubilizacién del carbonato de calcio (Percot et al, 2003;
Lamarque et al, 2005), estudios han demostrado la desmineralizacion completa del
desecho cuando la concentracion del acido es estequiométricamente mayor que la de la
cantidad de minerales.

El blanqueo de la quitina solo se realiza cuando es indispensable tener un producto
completamente puro. Por lo general para el blanqueo se utilizan soluciones de hipoclorito
de sodio, acetona absoluta, cloroformo, peréxido de hidrégeno, acetato de etilo, etanol o
una mezcla de ellos (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003; Percot et al, 2003).

Una de las grandes desventajas del método de purificacion quimico de la quitina, es el
consumo de energia ademas de la produccion de desechos corrosivos de acidos y alcalis
gue contaminan el ambiente y tienen que ser tratados, ademas de producir degradacion
del polimero. Otra gran desventaja es que las proteinas extraidas mediante estos
métodos no pueden ser reutilizadas ya que pierden valor debido a la formacion de lisino-
alanina y otros derivados de aminoacidos (Beaney et al, 2005).

1.3.3.2 Método Biolégico

Estudios bioguimicos y estructurales durante los ciclos de desarrollo de crustaceos
sugieren la degradacién de la vieja cuticula mediante hidrélisis de las proteinas y la
quitina mediante diversas enzimas; los productos obtenidos son recuperados y
reutilizados para la sintesis de la nueva cuticula, esto mediante la accion de enzimas.
Debido a la eficiencia de los mecanismos bioldgicos en la desmineralizacion,
desproteinizacion e hidrdlisis de la quitina en la naturaleza, diversos estudios se han
enfocado en la utilizacion de métodos biolégicos para la extraccién de quitina como una
alternativa al método quimico (Bustos et al, 1994).

Existen estudios en los que se han evaluado enzimas enfocadas en la hidrolisis de las
proteinas ligadas al desecho (Duarte De Hollanda & Netto, 2006), proteasas adicionadas,
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propias al desecho o producidas por microorganismos internos. El uso de fermentaciones
busca solubilizar los minerales ligados al desecho mediante la produccion de acidos
organicos (Rao et al, 2000; Cira et al, 2002; Wang et al, 2005) asi como utilizar las
enzimas provenientes de visceras presentes en el desecho para eliminar las proteinas.

1.3.3.2.1 Fermentacién acido lactica (FAL)

La fermentacidbn es un proceso catabdlico de oxidacién incompleta que produce
compuestos organicos. El proceso de fermentacion donde el producto final es el acido
lactico (fermentacion lactica) se lleva a cabo por bacterias lacticas (BL), hongos,
protozoos y en tejidos animales (Pacheco, 2010).

El uso de fermentaciones &cido lacticas para la extraccién de quitina, no solo permite
recuperar este biopolimero de manera mas amigable, si no también permite resolver el
problema ambiental que generan la produccién de grandes cantidades de desechos de
crustaceos, y recuperar compuestos de valor agregado (Pacheco, 2010).

Las bacterias utilizadas son las BL, las cuales producen acido lactico (AL) a partir de una
fuente de carbono adicionada al medio, el &cido producido genera un descenso en el pH
durante las primeras horas de fermentacion lo que evita el crecimiento de
microorganismos de descomposicién; el AL reacciona con el carbonato de calcio presente
en el desecho para producir lactato de calcio el cual precipita y puede ser removido
mediante lavados. Simultaneamente las enzimas proteoliticas producidas por el
microorganismo o presentes en el desecho, llevan a cabo la desproteinizacién en
combinacién con la temperatura y el pH.

1.3.3.2.1.1 Propiedades de la FAL.

FAL de desechos de camardn (Litopenaeus vanameii) es un método biolégico efectivo
para recuperacion de la quitina, pues evita su despolimerizacion. También la produccion
de quitosano con alta estructura cristalina, aumenta su potencial de uso en aplicaciones
biomédicas, debido al incremento en su tasa de biodegradacién, actividad inmunolégica,
asi como por sus mejores propiedades mecanicas y reolégicas en diferentes formas
fisicas (Pacheco, 2010).

1.3.4 Obtencién de quitosano

Las condiciones de desacetilacibn como la temperatura, la concentracion de alcali, el
tiempo de procesamiento y las propiedades de las materias primas, afecta a las
caracteristicas del quitosano obtenido y por lo tanto sus aplicaciones (Synowiecki & Al-
Khateeb, 2003; Hwang et al, 2002).

1.3.4.1 Método quimico

Existen dos tipos de desacetilacion quimica: la homogénea y heterogénea, la primera se
lleva a cabo a bajas temperaturas o a temperatura ambiente durante largos periodos de
tiempo, con lo que se asegura la uniformidad de la reaccion (Nemtsev et al, 2002) y la
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distribucion de los grupos acetil resultante es arbitraria. La desacetilacion heterogénea se
realiza a una elevada temperatura (100 a 140°C) durante un corto periodo de tiempo se
realiza mas rapidamente en las regiones amorfas (Nemtsev et al, 2002; Zhang et al,
2006). Proporcionando una distribucién de bloque que impide una mayor desacetilacion.

En ambos casos, un alto DA puede ser alcanzado con éxito a pesar de la reduccion en el
tamafio del polimero (Synowiecki & Al-Khateeb, 2003; Nemtsev et al, 2002). Se han
llevado a cabo varios estudios para prevenir la degradacion de la cadena en condiciones
alcalinas fuertes (Rudrapatnan et al, 2003; Lamarque et al, 2005). Se ha sugerido que la
estructura cristalina inicial de la quitina es un pardmetro importante en la desacetilacion y
afecta a la estructura final del quitosano, asi como la masa molecular y el DA, influyendo
en su solubilidad, la reactividad para la modificacion quimica, propiedades biologicas,
mecanicas y reoldgicas (Shahidi & Abuzaytoun, 2005). La desacetilacion de la quitina
realizada con alcalis concentrados a altas temperaturas para su transformacion a
guitosano (Zhang et al, 2006), puede llevar a la degradacion de la quitina (Synowiecki &
Al-Khateeb, 2003).

1.3.5 Copolimerizacién
1.3.5.1 Copolimeros a base de quitosano

La quitina y el quitosano son polimeros naturales, que exhiben excelentes propiedades
biolégicas tales como la biodegradacibn en el cuerpo humano, inmunoldgicos,
antibacterianos, y con actividad de curacién en las heridas, Por lo que resultan buenos
candidatos como material de apoyo para la entrega de genes o plasmidos, para el cultivo
celular y la ingenieria tisular. Sin embargo, el uso practico de la quitina y quitosano esta
principalmente limitado a las formas no modificadas. Es por ello que el método de
copolimerizacién por funcionalizacion en la quitina y el quitosano es un estudio importante
para introducir caracteristicas deseadas modificando las propiedades quimicas y fisicas
de estos polimeros, ampliando sus funciones y las posibles aplicaciones (Nemtsev et al,
2002).

Como ya se menciond estos polimeros tienen dos tipos de grupos reactivos en donde
puede llevarse la funcionalizacion. En primer lugar, los grupos amino libres en las
unidades desacetiladas y en segundo lugar, los grupos hidroxilo en los carbonos C3 y C6
en las unidades acetiladas y desacetiladas (Jayakumar et al, 2005). La obtencion de
derivados del polimero por funcionalizacién en las cadenas de quitosano ha sido
ampliamente estudiado. Por ejemplo, con altas concentraciones de NaOH, la quitina se
vuelve alcalino quitina, que reacciona con 2-cloroetanol para producir O-(2-hidroxietil)
quitina, conocida como la quitina del glicol: este compuesto fue probablemente el primer
derivado para encontrar un uso practico (sustrato recomendado para la lisozima) (Hirano
et al, 1993).

En la tabla 1 se presentan los diferentes métodos, tales como los radicales libres,
radiacion, por funcionalizacion catiénico y enzimatico en quitosano; las formas obtenidas
del quitosano injertado y las aplicaciones actuales del quitosano copolimerizado.
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Tabla 1. Copolimeros de quitosano métodos de obtencidn, presentaciones y aplicaciones
(Jayakumar et al, 2005).

Compuesto de
funcionalizaciéon

Poli- acrilamida o
sus derivados

Poli (metacrilato de
metilo)

Hidroxipropil
quitosano-MAA
Acido Maléico

sodio (MAS)

Poli (3-hidroxi-

butilato)

Polianilina
poli(alcohol
vinilico) (PVA)

Poli(vinilo
acetato) (PVAc)

Poli(acrilonitrilo)

Poli (4cido acrilico)

N, N’-
Dimetilaminetil
metacrilato
(DMAEMA)

Acrilato de butilo

Poli(hidroxietil
metacrilato)

Poli(dimetilsiloxano

)

Poliacrilonitrilo

Compuestos
fendlicos

Colageno

Colageno

Iniciador o Reaccién

Forma del
copolimero
Funcionalizacién iniciado por radiales libres
Material inyectable

para células y

Aplicacién o usos

Gel

Cerio nitrato de . entrega de
. termorreversible .
amonio . farmacos,
, microesferas s
formacion de
cartilago
Terc-
Butilhidroperoxido Microesferas Potador de genes
(TBHP)
Mayor soluciones
Persulfato amonio Hojuelas actividad
antimicrobiana
Persulfato amonio Pell_culas u Antl_0X|dan_te,
hojuelas antibacterial
N-acilacion Buen formador Parcial solubilidad
de peliculas en agua
Peliculas Conductor cuando

PerEliE crieie gruesas Yy fibras se prontona.
Cerio nitrato de Acarreador de

Microesferas

amonio farmacos.
Tensoactivo,
Cerio nitrato de aumenta la dureza
8 Membranas L
amonio y disminuye la
absorcion de agua.
Cerio nitrato de Recuperar métales
. Escamas L
amonio cationicos
Portador de
Cerio nitrato de . farmacos
3 Microesferas . -
amonio hidrofilicos y

proteinas sensibles.

Funcionalizacién por irradiacién

Recubrimientos

-irradiacion i i6
y-irrad Peliculas ara proteccion
térmica
. o . Recubrimiento de
y-irradiacion Peliculas .
semillas
Inmovilizacion de
UV Microesferas, enzimas o
perlas biosensor
electroquimico.
. Nuevo sistema de
Hidrogel : i
uv - liberacion de
sensible a pH .
farmacos.
Nuevo sistema de
Microondas Hidrogel liberacion de
farmacos.

Funcionalizacién enzimatico
Conferir solubilidad
en medio acido o

Tirosinasa Gel y granos basico, recuperacion
de colorantes
anionicos.
— Hidrogel Andamios para la
Tirosinasa . L
sensible a PH regeneracion 0sea
Transglutaminasa Hidrogel Andamios para la
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Galato dodecil
fenélico

Poli(isobutil vinil
éter)

Poli (etilen glicol)

Carboximetil

Hidroxietil
metacrilato (HEMA)

Acidos carboxilicos

Derivados de
fosforo

Compuestos de
azufre

1.3.6 Aplicaciones

Peroxidasa

sensible a PH

regeneracion 6sea
Método de
descontaminacion de
agua

Polimerizacion por funcionalizacion catidnico

cation poli(2-methil-2-
oxazolina)

PEG- aldehido
1-etil-3-(3-
dimetilamino propil)
carbadiimida (EDC)
,DMF

Acido cloroacético

Polimerizacion de
plasma.

Reacciones de Schiff
o anhidridos
carboxilicos

Reaccion del
pentadxido de fésforo
u oxicloro fosforo
acido fosforico por la
reaccion de Mannich

reaccion directa con
sulfuro de carbono,
acido acético
mercapto,
glutaraldehido

Polvo Aumentar solubilidad

Otros
Controlar las
interacciones
hifrofébicas -
hidrofilicas para el
entrego de farmacos,
compatibilidad con
sangre.
Incrementa en
quitosano la actividad
antimicrobiana,
reduccion de bolsas
periodontales en
odontologia.

Microesferas

peliculas

Membranas Proceso de didlisis

Quelantes
Adsorcién de
cationes metalicos,
colorantes catiénicos.

Recuperacion de
metales pesados en
efluentes industriales.

Polvos

Quelantes,
Recuperacion de
metales pesados y
preciosos.

Resinas

Vachoud et al,
2001

Yoshikawa et al,
1998

Ouchi et al, 1998

Sun et al, 2003

Li et al, 2003

Muzzarelli et al,
1984, 1985;
Muzzarelli 1985;
1986; Saucedo et
al, 1992; Guillén
et al, 1992, 1994.

Heras et al, 2001;
Ramos et al,
2003

Ruiz et al, 2002,
2003; Muzzarelli
and Tanfani 1982;
Ni & Xu 1996;
Guibal et al, 2000;
Asakawa et al,
2000; Cardenas et
al, 2001; Guibal et
al, 2002.

Las propiedades especificas de la quitina, el quitosano y sus derivados, los hacen Utiles a
nivel industrial: En la agricultura pueden funcionar como inductores de mecanismos de
defensa en las plantas y como recubrimiento de frutos postcosecha; en tratamiento de
aguas, residuales como agente floculante; en la industria alimenticia, como aditivo; en
cosméticos, como agente hidratante y recientemente en farmacéutica, como agente en
biomedicina (Rabea et al, 2003; Synowiecki & Al-Khateeb, 2003).

La quitina presenta una baja toxicidad, es inerte en el tracto intestinal de mamiferos, es
biodegradable debido a la presencia de quitinasas distribuidas ampliamente en la
naturaleza en bacterias, hongos y plantas, asi como en el sistema digestivo de diversos
animales, la quitina se ha usado para preparar columnas de cromatografia por afinidad,
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para inmovilizacion de enzimas como absorbente de compuestos contaminantes, como
complejos de tiosulfato de plata, o como fibras en farmacéutica (Rinaudo, 2006d; Kumar,
2000).

El quitosano se ha estudiado por mas de 40 afios en posibles aplicaciones biomédicas
como geles, peliculas y fibras (Khor & Lim, 2003), como floculante para la recuperacion de
proteinas, descontaminacion, en la elaboracion de soluciones, entre otras (Muzzarelli,
1973). Los principales avances prometedores en la actualidad estan en los campos
farmacéuticos y bioldgicos (Rinaudo, 2006d; Ravi Kumar et al, 2004; Hejazi & Amiji, 2002;
Griesbach et al, 1999.

En resumen, el quitosano se utiliza para preparar hidrogeles, peliculas, fibras, esponjas,
etc. En la mayoria de los materiales que se utilizan en los dmbitos biomédicos es en
donde se requiere su biocompatibilidad (Khor & Lim, 2003; Ravi Kumar et al, 2004; Hejazi
& Amiji, 2002; Griesbach et al, 1999; lllum & Davis, 2005; Thanou & Junginger, 2005;
Suzuki et al, 1986; Suh & Matthew, 2000; Shi et al, 2006) como en la sanacién de heridas
y apositos(vendajes), agente de entrega de farmacos, agente contra el colesterol, anti-
coagulante, agente anti-tumoral, inmunoadyuvates (Teng et al, 2001), plantilla para
funcionalizacion de piel, agente hemostatico y membrana de hemodialisis (Kumar, 2000)
(Agnihotri & Aminabhavi, 2004).

El quitosano se ha estudiado ampliamente por sus propiedades y en esta tesis se ha
mencionado lo suficiente, por lo que se prosigue a describir el otro material usado en este
proyecto de investigacion.
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1.4 Poli (4cido lactico) (PLA)
1.4.1 Definicién

El PLA pertenece a la familia de poliésteres alifaticos, comunmente hecho de a-hidroxi
acidos (Garlotta, 2002). Es uno de los pocos polimeros en los que la estructura
estereoquimica puede ser facilmente modificada por la polimerizacion de una mezcla
controlada de los isbmeros L y D (Figura 4) para dar polimeros de alto peso molecular,
amorfos o semi-cristalinos. Ademas, el PLA es un termoplastico que puede ser adaptado
a la formulacion que implique la adicién de plastificantes, otros biopolimeros, rellenos, etc.

El PLA se considera como biodegradable (por ejemplo en envases desechables) y como
biocompatible en contacto con los tejidos vivos (por ejemplo, para aplicaciones
biomédicas tales como implantes, suturas, encapsulacién de farmacos, etc.).

El PLA puede sufrir degradacién abidtica (es decir, simple hidrélisis del enlace éster sin
requerir la presencia de enzimas para catalizar). Durante el proceso de biodegradacion, y
s6lo en un segundo paso, las enzimas degradan los oligdbmeros residuales hasta la
mineralizacién final (degradacion biética) (Avérous, 2008).

El mondémero bésico (acido lactico) se produce a partir de recursos renovables (hidratos
de carbono) por fermentacion, el PLA se ajusta al concepto que va en aumento en todo el
mundo de desarrollo sustentable y esta clasificado como un material ecoldgico (Avérous,
2008). Los polimeros biodegradables presentan una amplia gama de propiedades y en la
actualidad empiezan a competir con los polimeros termoplasticos no-biodegradables en
diferentes campos (embalaje, textil, biomédica, etc.). PLA fue aprobado por la FDA de los
EE.UU. alrededor de la década de los setenta (Wang et al, 2003a; Wang et al, 2003b;
Sarazin et al, 2004) y ha recibido una atencién creciente en los ultimos 20 afios (Wilks
Verlag & Weinheim, 2002; Auras et al, 2004; Drumright et al, 2000) principalmente por ser
biodegradable, biorenovable, un recurso biointeligente, con alta capacidad de
procesamiento y como sustituto viable de plasticos dependientes de petréleo (Jun, 2000;
Ikada & Tsuiji, 2000; Rasal et al, 2010; Lim et al, 2008).

PLA puede ser producido con un gran numero de técnicas. Esta comercialmente
disponible y en gran medida, con un precio razonable. Por ejemplo, la capacidad de
produccion de PLA de Cargill Dow (EE.UU.) en 2006 fue de 140 kTon por afio de 2-5
euros por kilo. Otras compafiias, como Mitsui Chemical (LACEA-Japon), Treofan (Paises
Bajos), Galactica (Bélgica), Shimadzu Corporation (Japdn), producen cantidades mas
pequefias. Algunos de ellos se centran Unicamente en el mercado biomédico, como
Boeringher Ingelheim (Alemania), Purac (Paises Bajos) o Phusis (Francia), debido a las
limitaciones de este mercado que es muy especifico. Sin embargo, segun diversas
fuentes, el consumo de PLA en 2006 fue de sélo alrededor de 60 000 toneladas por afo, y
en la actualidad, solo el 30 % de &cido lactico se utiliza para la produccion de PLA. Asi,
este biopolimero presenta un alto potencial para el desarrollo. (Avérous, 2008)
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1.4.2 Precursores de PLA.
1.4.2.1 Acido lactico (precursor monomérico de PLA)

Es un compuesto que juega un papel clave en varios procesos bioquimicos. Por ejemplo,
el lactato se produce constantemente y se elimina durante el metabolismo normal y en el
ejercicio fisico. El acido lactico se ha producido a escala industrial desde el final del siglo
XIX y se utiliza principalmente en la industria alimentaria como un regulador de acidez,
también en cosméticos, productos farmacéuticos y alimentos para animales. Se puede
obtener ya sea por fermentacién de carbohidratos o por sintesis quimica comuan. El acido
lactico es uno de los mas simple a-hidroxilo &cido con un atomo de carbono asimétrico y
dos configuraciones Opticamente activas, isomeros L y D (Figura 4), que puede ser
producido en sistemas bacterianos, mientras que los mamiferos sélo producen el isémero
L, que es facilmente asimilable durante el metabolismo.

El acido lactico es principalmente preparado en grandes cantidades (alrededor de 200
kTon/afio) por la fermentacion bacteriana de los carbohidratos. Estos procesos de
fermentacion se puede clasificar de acuerdo con el tipo de bacteria utilizada: (i) el método
heterofermentativo, que produce menos de 1,8 moles de &cido lactico por mol de hexosa,
con otros metabolitos; (i) el método homo-fermentativa, con mayores rendimientos de
acido lactico y niveles mas bajos de subproductos, este se utiliza principalmente en
procesos industriales (Hartmann, 1998). El rendimiento de conversion de la glucosa a
acido lactico es mas del 90 por ciento. EI método principal de separacion consiste en
neutralizar el 4cido y obtener soluciones solubles de lactato que se filtran para eliminar la
biomasa y los productos insolubles. El producto es cristalizado por evaporacion, y
reacidificado con acido sulflrico para obtener el &cido lactico crudo. Si el acido lactico se
utiliza en aplicaciones farmacéuticas y alimentos, el método de purificacion es mas largo
para eliminar los residuos de los subproductos. Si se va a polimerizar, es purificado por
técnicas de separacion que incluyen la ultrafiltracion, nanofiltracion, electrodidlisis y los
procesos de intercambio i6nico (Avérous, 2008).

1.4.2.2 Lactido

El dimero ciclico del acido lactico combina dos de estas moléculas y da lugar al L-lactido o
LL-lactido, D-lactido o DD-lactido, y meso-lactido o LD-lactido (una molécula de acido L-
lactico asociada con otra molécula de acido D-lactico). La figura 3 muestra las
estereoformas diferentes del lactido. Una mezcla de L- y D-lactido es un lactido racémico
(rac-lactido). El L-lactido se obtiene normalmente mediante la depolimerizacion de PLA de
bajo peso molecular bajo presion reducida para dar una mezcla de L-, D- y meso-lactido.
Los diferentes porcentajes de los isémeros de lactido formado dependeran del isémero de
acido lactico usado como materia prima, la temperatura, la naturaleza y el contenido del
catalizador (Hartmann, 1998; Auras et al, 2004). Un punto clave en la mayoria de los
procesos es la separacion entre cada estereoisomero para controlar la estructura final del
PLA (por ejemplo, destilacién al vacio) que se basa en las diferencias del punto de
ebullicién entre el meso y el L-o D-lactido.
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Figura 3. Estructuras de L-, meso- y D-lactidos.
1.4.3 Sintesis de PLA

La sintesis de PLA es un proceso de multiples pasos que comienza a partir de la
produccion de acido lactico y termina con su polimerizacion (Garlotta, 2002; Hartmann,
1998; Auras et al, 2004; Metha et al, 2005; Sodergard & Stolt, 2002). Un paso intermedio
es a menudo la formacion del lactido. La figura 4 muestra que la sintesis de PLA puede
sequir tres rutas principales. Algunas de esa rutas de sintesis pueden ser en solucién o en
masa, ambas llevan a la sintesis de PLA, el medio en que se elija dependera del producto
que se quiera obtener (Sodergard & Stolt, 2002).
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Figura 4. Métodos de sintesis para obtener PLA de alto peso molecular (Hartmann,
1998).

1.4.3.1 Policondensacién de acido lactico

La polimerizacion por condensacion es la ruta menos costosa, pero es dificil por este
método obtener pesos moleculares altos. El uso de agentes promotores de esterificacion
se requiere para aumentar la longitud de las cadenas (Hartmann, 1998; Auras et al, 2004),
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pero a expensas de un aumento tanto del costo y la complejidad (proceso de multiples
etapas). El papel del agente consiste en reaccionar ya sea con el hidroxilo (OH) o los
grupos terminales carboxilo del PLA (Auras et al, 2004; Hartmann, 1998; Sodergard &
Stolt, 2002) dando asi polimeros telequélicos (Hiltunen et al, 1996). Las ventajas son: que
las reacciones implican pequefas cantidades de ellos, son econdmicos. Las desventajas
son que el polimero final puede contener agentes sin reaccionar, oligdbmeros e impurezas
metalicas residuales del catalizador. Ademas, algunos agentes podrian estar asociados
con una falta de biodegradabilidad (Garlotta, 2002). Ejemplos de agentes promotores de
esterificacion son los anhidridos, isocianatos y epoxidos (Hiltunen et al, 1997). Las
desventajas del uso de isocianatos es su (eco) toxicidad; porque aumentan los pasos y
costos para su purificacion, ya que producen subproductos que deben ser neutralizados o
eliminados (Hartmann, 1998). Las ventajas de la esterificacibn que promueven
adyuvantes son que el producto final es altamente puro y esta libre de oligémeros y/o de
catalizador residual.

1.4.3.2 Condensacion por deshidratacion azeotropica

La segunda via es la condensacion deshidratante azeotrépica de &cido lactico. Es un
método utilizado para obtener longitudes de cadena alta sin el uso de ampliadores de
cadena o coadyuvantes y sus inconvenientes asociados. Mitsui Chemicals (Japén) ha
comercializado un proceso en donde los reactantes son deshidratados azeotropicamente
para obtener PLA de alto peso molecular (Mw > 300 000) (Garlotta, 2002; Hartmann,
1998).

1.4.3.3 Polimerizacion por apertura de anillo (PAA).

El tercer proceso y principal es la polimerizacién por apertura de anillo (PAA) del lactido
para obtener PLA puro de alto peso molecular (Mw>100 000) (Auras et al, 2004; Metha et
al, 2005; Sodergard & Stolt, 2002; Stridsberg et al, 2001), patentada por Cargill (EE.UU.)
en 1992 (Doi & Steinbichel, 2002). Finalmente, las unidades de &cido lactico puede ser
parte de una arquitectura macromolecular mas compleja como en los copolimeros.

La PAA del lactido se demostré por primera vez por Carothers et al en 1932, pero
polimeros de alto peso molecular no se obtuvieron hasta el mejoramiento de las técnicas
de purificacion del lactido y fueron desarrolladas por DuPont en 1954 (Garlotta, 2002). El
mecanismo implicado en la PAA puede ser ibnico (anidnico o catiénico) o la coordinacion
de insercién en funcion del sistema catalitico (Auras et al, 2004; Metha, Kumar et al, 2005;
Sodergard & Stolt, 2002; Stridsberg et al, 2001). El papel de la racemizacion y el grado de
transesterificacion en la homo o copolimerizacién, también son decisivos para la pureza
enantiomérica y la arquitectura de la cadena de las macromoléculas resultantes. Se ha
encontrado que el trifluorometano sulfénico y su éster metilico son los Unicos iniciadores
catiénicos conocidos para polimerizar lactido (Kricheldorf & Sumbel, 1989). El mecanismo
general para esta polimerizacion anidnica se ha discutido en diversas publicaciones
(Garlotta, 2002; Hartmann, 1998; Kricheldorf & Sumbel, 1989; Kurcok et al, 1995).
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Para el uso industrial y comercial, es preferible hacer la polimerizacion en masa fundida y
con bajos niveles de catalizadores no téxicos. Se ha encontrado que el peso molecular
elevado PLA puede obtenerse con facilidad en presencia de compuestos de metales de
transicion de estafio (Metha et al, 2005; Sodergard & Stolt, 2002; Stridsberg et al, 2001),
zinc (Williams et al, 2003; Chabot et al, 1983), hierro (Stolt & Sodergard, 1999) y de
aluminio (Dubois et al, 1991), entre otros. Una investigacion sistematica ha conducido a la
amplia utilizacibn de compuestos de estafio, es decir, estafio (ll) bis-2-etilhexanoico
(octato estafioso) como un catalizador en la sintesis de PLA. Esto se debe principalmente
a su alta eficiencia catalitica, su baja toxicidad, para estar en contacto con alimentos y
medicamentos y la capacidad de dar gran peso molecular, con racemizacién baja
(Kricheldorf & Sumbel, 1989).

También se ha encontrado que el rendimiento de polimerizacibn y el efecto de
transesterificacion se ven afectados por diversos parametros, tales como la temperatura y
el tiempo de polimerizacién, la relacion monémero / catalizador y el tipo de catalizador. La
interaccion entre el tiempo y la temperatura es muy significativa en términos de limitar las
reacciones de degradacion, que afectan el peso molecular y la cinética de reaccion
(Schwach et al, 1994). También se ha demostrado que la longitud de la cadena es
controlada directamente por la cantidad de impurezas OH (Du et al, 1995). Para la
mayoria de las aplicaciones biomédicas, la toxicidad del catalizador es un tema muy
delicado. El catalizador puede ser desactivado por la adicién de acido fosférico o puede
ser precipitado y filtrado mediante la adicion de &cidos fuertes tales como el acido
sulfarico. Asi, el contenido residual del catalizador puede reducirse a ppm (Hartmann,
1998).

1.4.4 Propiedades
1.4.4.1 Cristalinidad y propiedades térmicas

Las propiedades fisicas del PLA estan relacionadas con la pureza enantiomérica del acido
lactico y estéreo-copolimeros. Homo-PLA es una macromolécula lineal con una
arquitectura molecular que esta determinada por su composicién estereoquimica. EI PLA
puede ser producido totalmente amorfo o con hasta 40 % de cristalinidad. Las resinas
PLA gue contienen mas de 93 % de acido L-lactico son semi-cristalinas, pero, cuando
contienen 50-93 % de éste es completamente amorfo. Tanto el meso- y D-lactido inducen
torsiones en la arquitectura regular de Poli (L-acido lactico) (PLLA). Las imperfecciones
macromoleculares son responsables de la disminucién en la velocidad y el grado de
cristalizacion del PLLA. En la préactica, la mayoria de PLA se componen de L y D,L-lactido
copolimeros, ya que los medios de reaccibn a menudo contienen algunas impurezas
meso-lactido (Avérous, 2008).

Dependiendo de las condiciones de preparacion, PLLA cristaliza en formas diferentes. La
o-forma exhibe un patrén bien definido de difraccion. Esta estructura, con una
temperatura de fusion de 185 °C, es mas estable que su B-contraparte, que funde a 175°C
(Hoogsten et al, 1990). Esta ultima forma se puede preparar en una alta relacion y alta
temperatura de elaboracién (Tsuji et al, 2000). La y-forma esta formada por cristalizacién
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epitaxial (Cartier et al, 2000). Se ha observado que una mezcla con un contenido
equivalente de poli (L-lactido) PLLA y poli (D-lactido) PDLA dan la formacién estéreo-
complejos (cristales racémicos) de ambos polimeros. Este estéreo complejo tiene
mayores propiedades mecénicas que las de ambos PLA, y una temperatura de fusion
mas alta de 230 °C.

La tasa de cristalizacion aumenta con la disminucion en el peso molecular y es
fuertemente dependiente de la composicion (co) polimero (Auras et al, 2004). PLLA puede
cristalizar en la presencia de D-lactido (Tsuji & lkada, 1995), sin embargo, como la
estructura se vuelve mas desordenada, la velocidad de cristalizacién disminuye. La
velocidad de cristalizacion esta determinada esencialmente por la disminucion en el punto
de fusién de los diferentes copolimeros (Anderson & Hillmyer, 2006). El enfriamiento
disminuye el tiempo de cristalizacion (Tsuji & lkada, 1995). La orientacién de la cadena
aumenta la resistencia mecéanica del polimero. Si la orientacion se realiza a baja
temperatura, el PLLA resultante tiene un modulo de Young mas elevado sin ningdn
aumento significativo de la cristalinidad.

Para determinar los niveles de cristalinidad se utiliza la calorimetria diferencial de barrido
(DSC), el valor més frecuentemente mencionado en la literatura acerca de la entalpia de
fusion del PLA con un 100 % de cristalinidad, es de 93 J g (Sodergard & Stolt, 2002; Doi
& Steinbuchel, 2002; Martin & Avérous, 2001). Por ejemplo, el PLLA que presenta un
grado de cristalinidad del 37% tiene alta resistencia a la tensién y baja elongacién. Sus
caracteristicas térmicas estan definidas por un punto de fusién entre (175-178°C) y una
temperatura de transicion vitrea de 60-65°C (Drumright et al, 2000; Hutchinson et al,
2006; Perepelkin, 2002). Yasuniwa et al, en 2004 encontraron un punto de fusion doble en
polimeros PLLA y lo atribuyeron a la disminucion de las tasas de cristalizacion y
recristalizacion.

La tipica temperatura de transicion vitrea (Ty) para el PLA oscila entre 50 °C a 80 °C,
mientras que sus rangos de temperatura de fusion (T,) van de 130 °C a 180 °C. Por
ejemplo, el PLA enantioméricamente puro es un polimero semi-cristalino con una T4 de 55
°CyunaT,de 180 ° C. Para PLA semicristalino, la T, es una funcién de los diferentes
parametros de procesamiento y la estructura inicial del PLA. De acuerdo con lkada y Tsuji
(2000), T, aumenta al aumentar el peso molecular (M,) a un valor asintético, pero la
cristalinidad real disminuye con el aumento del M,. Ademés la Tm, disminuye con la
presencia de unidades meso-lactido en su estructura (Auras et al, 2004). Ambos, el grado
de cristalinidad y la temperatura de fusién de materiales a base de PLA se puede reducir
por copolimerizacion al azar con comondémeros diferentes (por ejemplo. Acido glicélico,
caprolactona o valerolactona). La Ty de PLA también esta determinada por la proporcion
de los diferentes estereoisomeros de lactido en su cadena macromolecular.

1.4.4.2 Solubilidad

Un buen disolvente para el PLA y para la mayoria de los copolimeros correspondientes es
el cloroformo. Otros disolventes clorados o fluorados son compuestos organicos, dioxano,
dioxolano y furano. El poli (rac-lactido) y poli (meso-lactido) son solubles en muchos otros
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disolventes organicos como acetona, piridina, lactato de etilo, tetrahidrofurano, xileno,
acetato de etilo, dimetilformamida, metil etil cetona. Entre los no-disolventes, los
compuestos mas relativos son agua, alcoholes (por ejemplo. Metanol y etanol) y alcanos
(por ejemplo hexano y heptano) (Sodergard & Stolt, 2002).

1.4.4.3 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los materiales de PLA pueden variar desde materiales
blandos y elasticos a materiales de elevada resistencia y rigidez, de su cristalinidad, la
estructura del polimero y el peso molecular, la formulacion del material (plastificantes,
mezclas, compuestos, etc.) y procesamiento (la orientacién). Por ejemplo, el PLA
comercial, como poli (92 % L-lactido, 8 % meso-lactido), tiene un modulo de 2,1 GPa y un
alargamiento antes de la ruptura de 9 %. Después de la plastificacion, el médulo de
Young se reduce a 0,7 MPa y el alargamiento antes de la ruptura se eleva a 200 %, con el
correspondiente cambio de T4 de 58 ° C a 18 ° C (Martin & Avérous, 2001). Este ejemplo
indica que las propiedades mecénicas pueden ser facilmente ajustadas para satisfacer
diferentes aplicaciones. Las propiedades mecéanicas del PLA relacionadas con polimeros
fueron revisados recientemente por Sodergard & Stolt, (2002), que informan sobre el
aumento de médulo de fibras de PLLA de 7-9 GPa a 10-16 GPa al pasar de la fusién a la
solucion de hilado. ElI PDLLA proveniente de los dos isbmeros tiene baja resistencia a la
tension, alta elongacion y una elevada velocidad de degradacion (Perrin & English, 1997;
Garlotta, 2002; Gunatillake & Adhikari, 2003 Metha et al, 2005). EI comportamiento
mecanico también puede ser modificado por la preparacién de copolimeros adecuados
como en el caso del empleo de caprolactona que con sus segmentos blandos, induce una
disminucién en el médulo y un aumento en el alargamiento a la ruptura, respectivamente.

1.4.5 Copolimeros de PLA
1.4.5.1 Copolimerizacién basado en unidades de acido lactico

Gran numero de arquitecturas macromoleculares de copolimeros basados en acido lactico
han sido investigados (Sodergard & Stolt, 2002; Stridsberg et al, 2001). La mayoria de
ellos son biodegradables y/o biocompatible. Estos copolimeros se pueden preparar
mediante el uso de unidades que contienen una estructura funcionalizada especifica,
dando lugar a una estructura compleja con propiedades Unicas. Ejemplos de estos
materiales que estan ramificados son los poliésteres y copolimeros de injerto (estrella,
polimeros hiper-ramificados) que tienen diferentes arquitecturas macromoleculares
asociados a diversos materiales con nuevas propiedades y aplicaciones.

1.4.5.2 Copolimerizacion por apertura de anillo

Varios mondémeros heterociclicos pueden utilizarse como comondmeros con acido lactico
en copolimerizaciones de apertura de anillo, el mas comunmente utilizado es el glicolido
(GA) para aplicaciones biomédicas (Gilding & Reed, 1979), caprolactona (CL) y
valerolactona. Las unidades de comonémeros pueden ser insertadas en las secuencias al
azar o de bloque.
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1.4.5.3 Modificaciones por alta energia de radiacién y peréxidos

Reacciones de radicales aplicadas a PLA para modificar su estructura, han sido
generadas con peréxidos o radiacion de alta energia. Siendo la ramificacién el cambio
estructural dominante en el poli (L-lactido) (PLLA) que se produce con concentraciones de
peroxido entre 0.1-0.25%(peso) y un entrecruzamiento por encima de 0.25%(peso)
(Sodergard & Stolt, 2002). La reaccién de fundicién de PLA con peréxido, causa fuertes
modificaciones de las propiedades originales del PLA. Un enfoque similar se ha
desarrollado recientemente con mezclas a base de almidon, sin ninguna mejora
importante en sus propiedades mecanicas (Schwach, 2004). La irradiacion de PLA causa
principalmente escisiones de cadena o reacciones de reticulacion, dependiendo de la
intensidad de la radiacion (Gupta & Deshmukh, 1983).

1.4.5.4 Copolimerizacién por entrecruzamiento

Los copolimeros por injerto se utilizan a menudo como compatibilizadores para mejorar
las propiedades interfaciales de mezclas o sistemas multifasicos. Las reacciones de
injerto en el tronco de un polimero pueden inducirse quimicamente, por descarga de
plasma, o por radiacion (rayos UV, rayos X o electrones acelerados), este ultimo enfoque
confiere a sus productos mayor calidad a altas conversiones. El injerto inducido por
plasma se realiza mediante la introduccién de un vapor organico en un plasma de gases
inorganicos para modificar las propiedades superficiales de un sustrato. Dependiendo de
la profundidad de penetracion de la irradiacién, el injerto se puede realizar tanto en la
superficie, 0 en ambos, en la superficie y en la parte interna donde penetro la radiacion
(Sodergard & Stolt, 2002). La modificacién quimica del acido lactico basado en polimeros
por copolimerizacion de injerto se ha reportado para el homopolimero de L-lactido y de
copolimeros con diferentes contenidos L-lactido/caprolactona (Sodergard & Stolt, 2002;
Stridsberg et al, 2001). Polimeros de carbohidratos (por ejemplo Amilosa) pueden ser
modificados por injerto de cadenas de acido lactico en sus grupos OH. Un estudio
reciente (Schwach, 2004) mostré el interés de un copolimero como un compatibilizador
para mejorar las propiedades de las mezclas de almidén/PLA en una mejor medida que la
adicion de peréxidos o agentes de acoplamiento (por ejemplo Di-isocianato) en la mezcla
fundida durante el procesamiento.

Como un polimero sintético biocompatible y biodegradable, el PLLA es ampliamente
utilizado en ingenieria de tejidos. EI PLLA tiene excelentes propiedades mecanicas, se
utiliza en la fijacibn de los huesos fracturados en cirugia ortopédica, asi como de
implantes orales en forma de placas, clavos, tornillos y cables. Ademés, se puede utilizar
como andamios porosos 3D para la regeneracion ésea.

1.4.6 Aplicaciones

El PLA ha sido ampliamente estudiado para su uso en aplicaciones médicas debido a su
bioreabsorcién y propiedades biocompatibles en el cuerpo humano. Los principales
ejemplos son: dispositivos de fijacion de fracturas como clips, tornillos y placas, suturas
reabsorbibles, sistemas de liberacién controlada de farmacos (Chen et al, 1997; Lu et al,
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2000) y las placas de micro-valoracion (Doi & Steinbilchel, 2002); en ultrasonido, como
agentes de contraste, y de guia en el nervio (Wang et al, 2003a y 2003b).

Los materiales basados en PLA se han desarrollado para la produccion de tornillos y
placas. A medida que la curacién del hueso progresa, es deseable que el hueso se
someta a un aumento gradual de la tensién, reduciendo asi el efecto de blindaje a la
tension. Esto so6lo es posible si la placa pierde rigidez en ambientes in vivo. Para
satisfacer esta necesidad, los investigadores introdujeron polimeros reabsorbibles para
aplicaciones de placas 6seas. El PLA se reabsorbe o se degrada tras la implantacion en
el cuerpo, pero la mayoria de sus propiedades mecanicas se pierden dentro de unas
semanas (Ramakrishna et al, 2001). Tormala et al en 1991 propuso compuestos
totalmente reabsorbibles mediante el fortalecimiento de las matrices con fibras
reabsorbibles de PLLA y fibras de vidrio a base de fosfato de calcio. Una de las ventajas
citadas con frecuencia para protesis reabsorbibles compuestas es que no necesitan ser
eliminadas con un segundo procedimiento quirdrgico, como ocurre con los implantes de
compuestos metalicos 0 no reabsorbibles. Para mejorar las propiedades mecanicas, el
PLA se refuerza con la variedad de materiales no reabsorbibles, incluyendo fibras de
carbono y poliamida. Fibras compuestas de carbono / PLA poseen propiedades
mecéanicas muy elevadas antes de su implantacién, pero las pierden rapidamente in vivo
debido a la delaminacién. Los efectos a largo plazo de los productos reabsorbibles, y
fibras bioestables o lentamente erosionables en los tejidos vivos no se conocen
plenamente, y es un asunto que todavia no se ha resuelto (Ramakrishna et al, 2001).

Las fibras de PLA se utilizan en diferentes aplicaciones textilescomo, por ejemplo, el textil
no-tejido para ropa, que alcanzé su primer éxito comercial como sutura reabsorbible,
siendo uno de los primeros productos médicos disponibles comercialmente, basado en
copolimeros de &cido glicolico en combinacién con L-lactido (Vicryl) (Albertsson & Varma,
2003). Las fibras pueden ser producidas tanto por disolvente y por procesos de hilado por
fundicion y elaboradas bajo diferentes condiciones para orientar las macromoléculas
(Sodergard & Stolt, 2002).

Por otro lado se sabe que las micro y nanoparticulas son una categoria importante de los
sistemas de aplicacion deliberacion utilizados en la medicina, y el uso de PLA es
interesante debido a su degradabilidad hidrolitica y baja toxicidad. Las propiedades mas
importantes de las micro- y nanoparticulas son la tasa de liberacién del farmaco y la tasa
de degradacién de la matriz, que se ven afectados por el disefio de las particulas y las
propiedades del material (Sodergard & Stolt, 2002). Por su parte el PDLLA es un material
muy atractivo para los sistemas de degradacion de farmacos (Garlotta, 2002; Perrin &
English, 1997; Metha et al, 2005; Gunatillake & Adhikari, 2003). Asi también, los
copolimeros de glicdlico y rac-lactido (Zhang & Sun, 2005) parecen ser las combinaciones
més adecuadas para su uso como matrices de liberacion de farmacos. Se ha encontrado
que los andamios porosos de PLA son matrices potenciales de reconstrucciéon para los
tejidos y 6rganos dafiados. Existen varias técnicas reportadas para la fabricacion de tales
materiales (Sodergard & Stolt, 2002).
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Antecedentes

En cuanto a la preparacidon y extraccion de quitosano y quitina, Pacheco et al, (2011)
reportaron la extraccion de quitina de la fermentacion &cido lactica, usando como materia
prima desechos de camarén (Litopenaeus vannameii), con un grado de desmineralizacion
méxima (Dwn) del 92% y una desproteinizacion (Dprot) del 94%. Al final de FAL la quitina
extraida biolégicamente (Bio-C) presentd un M, de 1,200 kDa, que es mayor que la
quitina extraida quimicamente (Qui-C) y la quitina comercial (C-Co) que mostraron un
M,<900 kDa. Los M,>900 kDa después de la extracciobn de quitina quimica ha sido
reportado por Percot et al, en 2003 que se refiere a la hidrélisis parcial de los
biopolimeros, debido al contacto con el &cido y/o condiciones de alcalinidad. Estos
resultados indican que FAL minimiza la degradacion del biopolimero (Synowiecki & Al-
Khateeb, 2003). Ademas, la producciéon de masa en FAL fue de 45%, que es superior a la
alcanzada por el método quimico (37%) (Pacheco et al, 2011).

La quitina obtenida biologicamente (Bio-C) present6 el mayor indice de cristalinidad (Icg)
(86.4%) que la quitina extraida quimicamente Qui-C y la quitina comercial C-Co. De
acuerdo con este resultado, el tratamiento relativamente suave del proceso de extraccion
semi-biolégico conserva la cristalinidad. Stawski et al, informé un I, de hasta un 85% en
una a-quitina obtenida por el método quimico. ElI aumento del tamafio de los cristales
durante FAL se podria considerar como una estimacién de purificacién de la quitina, ya
que al parecer provoca la cristalizacion posterior (Pacheco et al, 2011).

El quitosano obtenido de esta quitina tiene un grado de acetilacién (DA) del 10% y un My
medio de 400 kDa mayor que el de quitosano obtenido de Qui-C. Ademas la aplicacion de
una desacetilacibn heterogénea para su obtencién, ayuda a conservar la estructura
cristalina de la quitina. Por lo tanto se tiene un quitosano con una alta cristalinidad
(Pacheco et al, 2011).

Por otro lado, debido a las buenas propiedades biol6gicas del quitosano y a las buenas
propiedades mecanicas del PLA estos materiales se han unidos para formar copolimeros
gue tengan mejores propiedades y ampliar sus aplicaciones; respecto al tema algunos
trabajos de investigacion han sido reportados.

Yao et al en 2003 han preparado el quitosano-funcionalizacion-PLLA para su posible
aplicacion en ingenieria de tejidos. En donde la resistencia a la tensién del copolimero
quitosano-g-PLLA se incrementd conforme aumento la relacion de alimentacion hasta una
relacion de 2 PLLA / quitosano, después de eso, la elevacion del PLLA / quitosano da
como resultado una disminucion de la resistencia a la tension (Yao et al, 2003).

Por funcionalizacion directa del PLLA en los grupos amino de quitosano sin utilizar ningin
catalizador, en soluciones acuosas, el copolimero de quitosano-g-PDLLA se encontré que
era un hidrogel sensible al pH (Qu et al, 1999) debido a la agregacién de las cadenas
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laterales hidrofébicas, con un uso potencial en la liberacion controlada de farmacos en las
regiones especificas del tracto gastrointestinal (Qu et al, 1999).

Ademas, con el método de polimerizacion PAA empleando L-Lactico se sintetizd un
copolimero de quitina-g-PLA y quitosano-g-PLA (Suyatma et al, 2010). La PAA permite
controlar arquitecturas moleculares y también es el método preferido para materiales de
alto peso molecular (Rasal et al, 2010; Gunatillake & Adhikari, 2003).

Ding et al, (2004), prepararon un copolimero de quitosano-PLLA con superficie rica en
PLLA con funcionalizacion biodegradable, esto se logré6 mediante el acoplamiento de la
reaccion de plasma de PLLA con quitosano. Este polimero derivatizado puede ser
utilizado para controlar la morfologia y funcién de las células y tiene posibles aplicaciones
en ingenieria de tejidos.

Sin embargo, en las diferentes investigaciones los resultados mostraron que la
cristalinidad del quitosano disminuye gradualmente después de la funcionalizacion, ya que
se sustituyen las propiedades del grupo -NH; del quitosano por derivatizacion de cadenas
laterales al azar a lo largo de la cadena y se destruye la regularidad de unién entre las
cadenas del quitosano.
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Justificacion

Los procedimientos quimicos para la extraccién de la quitina implican la generacién de
productos secundarios corrosivos no deseados y la reduccién dramética en los pesos
moleculares (Shahidi & Abuzaytoun, 2005). Es por ello que se han propuesto enfoques
biol6gicos como una alternativa para la recuperacion de la quitina (Duarte De Hollanda &
Netto, 2006; Rao et al, 2000; Shirai et al, 2000). Siendo la fermentacién del &cido lactico
(LAF) el método mas eficaz para recuperacion de la quitina, pues evita su
despolimerizacion. Ademas el carbonato de calcio es solubilizado in situ por el &cido
lactico (AL) y las proteasas enddgenas son activadas hacia desproteinizacion (Cira et al,
2002; Shirai et al, 2001; Bhaskar et al, 2007).

La quitina obtenida biolégicamente puede proporcionar buena materia prima para la
produccion de quitosanos con alta estructura cristalina, y extender su uso en aplicaciones
biomédicas, debido al incremento en su tasa de biodegradacion, actividad inmunoldgica,
adhesion celular, favoreciendo propiedades mecénicas y reoldgicas en diferentes formas
fisicas (Pacheco, 2010).

Actualmente, los quitosanos en general presentan algunas limitaciones como sensibilidad
a la humedad, baja elasticidad y solubilidad; por otro lado los materiales sintéticos
biodegradables tales como el polilactido y sus copolimeros tienen una alta resistencia
inicial y baja hidrofilicidad pero presentan baja degradacion y adhesion celular, o que
resulta en una pobre compatibilidad con tejidos blandos (Liu et al, 2004). La manera mas
viable para superar las limitaciones de ambos polimeros es combinarlos. Es por ello que
la copolimerizacion por funcionalizacion resulta ser una técnica atractiva para acoplar las
diversas propiedades de los polimeros con base a los grupos funcionales para reducir sus
limitaciones y ampliar sus aplicaciones, desarrollando nuevos materiales (Liu et al, 2004).

Con base en los datos reportados por el Instituto Nacional de Geografia y Estadistica, en
México se registran anualmente alrededor de 115 mil casos de quemaduras en México,
de los cuales, 11 mil 500 personas son hospitalizadas y el 20 por ciento con quemaduras
de segundo grado profundo y tercer grado. En estas Ultimas afectan tanto la capa externa
como la capa subyacente de la piel, extendiéndose hasta tejidos mas profundos;
produciendo una piel de coloracién blangquecina, oscura o carbonizada que puede estar
entumecida, es decir, sin sensibilidad por la pérdida de nervios (Marx et al, 2002).

La ingenieria de tejidos ha demostrado ser una alternativa viable para la reconstruccion
de la piel en heridas o quemaduras con pérdida del tejido (Llames et al, 2006), sin
embargo no muchos pacientes tienen acceso a este tipo de tratamiento por su alto costo,
atribuido al precio de los materiales usados en estos tratamientos. Es por ello, que en el
campo de la ingenieria de tejidos se utilizan cada vez mas materiales biodegradables y
bioreabsorbibles (como los sintetizados en este trabajo), como una fuente de andamios
dérmicos.
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Hipotesis

Los copolimeros de quitosano-g-PLA preparados por reacciones de policondensacién o
por apertura de anillo permitiran la adhesion celular conservando la propiedad
antimicrobiana.

Objetivos

General

Sintetizar y caracterizar materiales de quitosano biolégico-quimico y derivados del acido
lactico.

Particulares

Preparar y caracterizar quitosanos a partir de quitina obtenida por método
biolégico-quimico.

Sintetizar quitosano-polilactido por polimerizacién en masa y por apertura de anillo
(PAA).

Caracterizar fisicoquimicamente los materiales obtenidos.

Evaluar la adhesion celular sobre los andamios de quitosano-derivados de acido
lactico.
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6. Materiales y Métodos

Este proyecto de investigacion se realiz6 en tres etapas; en la primera etapa la obtencion
de quitina y quitosano, la segunda etapa la sintesis y caracterizacion de los copolimeros y
la tercera etapa pruebas biolégicas de estos materiales.

la Etapa- Obtencion de quitina y quitosano.

6.1 Elaboracién de quitosano
6.1.1 Obtencidon de quitina cruda
6.1.1.1 Materiales

El desecho de camardon del género Litopenaeus sp. compuesto de cabezas fueron
obtenidos en el mercado central de pescados y mariscos de la ciudad de México (La
Nueva Viga). Este desperdicio fue molido en un molino para carne (Torrey 32-3, México) y
conservado a -20 °C hasta su posterior utilizacién. Se utilizd la cepa de Lactobacillus sp.
(B2) aislada de desperdicios de camarones tropicales (Shirai et al, 2001) Se inocul6 en
medio Man, Rogosa and Sharpe (MRS) y se incub6 durante 24 h a 30 °C.

6.1.1.2 Fermentacion acido lactica (FAL)

La FAL fue llevada en un reactor tipo columna, en el cual se colocé la mezcla de
desechos de camardn, 5% (v/p) del inoculo de Lactobacillus sp. (B2) y 10% (p/p) azucar
de cafia. Se mantuvo en una camara con temperatura controlada a 30°C durante 120 h
(Cira et al, 2002). Se tom6 muestra liquida cada 24 h para su posterior analisis. Después
de las 120 h de la fermentacion la fraccidon sélida en la que se encontraba la quitina cruda
se secO en campana de extraccion a temperatura ambiente para su posterior purificacion
y obtencién de quitosano.

6.1.2 Obtencion de quitina pura
6.1.2.1 Despigmentacion de la quitina cruda.

Se realizé con acetona en relacién 1:15 (p/v) por 1 h a 25 °C, trascurrido el tiempo de
reaccion, el material se filtrd y la quitina se secé en campana de extraccion (Cira et al,
2002) para su posterior desmineralizacion.

6.1.4.2 Desmineralizacién quimica de la quitina cruda

La desmineralizacion fue llevada a cabo con una solucion de HCI (0.4M), relacion (1:15)
(p/v) por 1 h a 25 °C. Posteriormente el producto fue lavado con agua corriente hasta la
neutralidad y secado en campana de extraccion a temperatura ambiente (Cira et al, 2002)
para su posterior desproteinizacion.

6.1.4.3 Desproteinizacion quimica de la quitina cruda

Se realiz6 con una solucion de NaOH (0.4 M), relacion (1:15) (p/v) por 1 h a 25 °C.
Después de terminada la reaccién se lavé el producto con agua corriente hasta la
neutralidad, se secdé en campana de extraccion a temperatura ambiente (Cira et al,
2002).Una vez finalizado el proceso anterior se obtiene la quitina pura esta es guardada
para su posterior caracterizacion y desacetilacién a quitosano.
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6.1.4.5 Purificacién de quitina cruda (método termoquimico).

La purificacibn de la quitina cruda obtenida se realiz6 con HCI (1M) y NaOH (1M)
conforme a las condiciones determinadas por Cira et al, en 2002 para su posterior
determinacion de %N.

6.1.3 Desacetilacién de la quitina pura (obtencién de quitosano)

Se llevé con una solucion de NaOH al 50% (p/v) con una relacion (1:15) (p/v) en un
reactor tipo columna con agitacion alta a 100 °C por 2 h. Terminado el proceso el producto
fue enjuagado con agua corriente hasta la neutralidad, secado en campana a temperatura
ambiente para su analisis y caracterizacion (Juarez, 2010).

6.2 Caracterizacion de los materiales
6.2.1 Determinacion de pH y &cido total titulable (ATT)

El pH se determiné de las muestras liquidas de la fermentacién usando un potenciémetro.
El ATT fue determinado por titulacion potenciométrica, para ello, la muestra se diluye en
agua destilada en relacion 1:15 (p/v) se adicion6 NaOH 0.1N (valorado) hasta un pH final
de 8 (A.0.A.C., 1980). Se asumié que la bacteria solo producia acido lactico, por lo tanto
1.0 ml de NaOH es equivalente a 0.009 g de acido lactico (90 g/mol). El ATT, expresado
como porcentaje de acido lactico fue calculado con la ecuacion 1:

%ATT = (Volumen del titulante * 0.009 = N(alcali) * 10) * 100 (N
6.2.2 Analisis quimico proximal
6.2.2.1 Determinacion del contenido de humedad

Fue determinado después de secar 1 g de muestra en crisoles a peso constante durante
24 h a 100 °C en una estufa con temperatura controlada, calculando el porcentaje por
diferencia de pesos con la ecuacién 2 (A.O.A.C., 1980).

Peso del crisol con muestra sin humedad—Peso del crisol

%H = | +100] - 100 )

Peso de la muestra

6.2.2.2 Determinacion del contenido de cenizas

Se determiné el contenido de cenizas en las muestras secas por combustion en una mufla
a 650 °C, por 12 h, determinando la diferencia de pesos con la ecuacién 3 (A.O.A.C.,
1980).

Peso del crisol con cenizas—Peso del crisol

%C = | |+ 100 3)

Peso de la Muestra seca.

6.2.2.3 Determinacion del contenido de grasa (%G)

Se calcul6 después de la cuantificacion de substancias extraibles con éter de petréleo por
diferencias de pesos con la ecuacion 4 (A.0.A.C., 1980).

Peso del vaso con grasa—Peso del vaso

%6 = | |+ 100 (4)

Peso de la muestra
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6.2.2.4 Determinacion de nitrégeno total

El nitr6geno total se determind por el método de Kjeldahl, llevando a cabo en un aparato
automético (Buchi, Suiza). En la cual se realiza una combustion con la muestra con acido
Sulfarico concentrado (digestion) La reaccidon produce que el nitrbgeno organico sea
convertido a sulfato de amonio. Este ultimo a amonio el cual es destilado con exceso de
acido bdrico y determinado por titulacion (Ecuacion 5) (A.O.A.C., 1980).

Nitrogeno total = Nitrogeno no proteico + Nitrégeno proteico (5)
6.2.2.5 Nitrégeno Proteico (NP)

El porcentaje de nitrégeno proteico fue determinado por Kjeldahl, restando el nitrégeno de
quitina al nitrogeno total y multiplicado por 6.25 (Ecuacion 6) (Cira et al, 2002).

%Proteina residual = (Nitrégeno total — Nitrogeno de quitina) * 6.25 (6)
6.2.2.6 Nitrégeno de Quitina (NQ)

El nitrdgeno de quitina fue determinado por el método de Kjeldahl, después su purificacion
con acido 1N y alcali 5% (p/v) durante 1 hora en bafio maria (Cira et al, 2002).

6.2.3 Caracterizacion de quitosanos.
6.2.3.1 Determinacion de solubles

Se determiné disolviendo 0.1 g de muestra en 25 ml de una solucion de acido acético
(0.1M) durante 24 h, con agitacién constante a temperatura ambiente, determinando por
gravimetria la cantidad de solubles en dicha solucién (Shrinivas & Stevens, 2005).

6.2.3.2 Grado de acetilacion (DA)

La determinacion del DA de los quitosanos se determiné por resonancia magnética
nuclear de proton (H' RMN), disolviéndolas en HCI/D,0, usando el espectrémetro Bruker
CA 300 (Heux et al, 2000). Se determiné con la ecuaciéon 7.

1 .
3Areaintegrada cyy del scido lictico

DA(%) = ¥ 100 (7)

%2?:2 Area integradaHl. del quitosano
6.2.3.3 Determinacion del peso molecular mediante viscosidad intrinseca

Se calcul6 determinando viscosidad intrinseca (Mv) del quitosano en una solucion de
acido acético (0.33M) y acetato de sodio (0.2M) con un viscosimetro Ubbelohde. Los
parametros se determinaron mediante la ecuacion 8 y las constantes empleadas para a 'y
k fueron las correspondientes al disolvente empleado (Shrinivas & Stevens, 2005) (Mao et
al, 2007).

[n] = kMva (8)
Donde k=1.38x10° L g**; a=0.85
2a Etapa - Sintesis y caracterizacién de materiales

En la segunda etapa del proyecto de investigacion se llevd a cabo la sintesis de los
diversos materiales asi como su correspondiente caracterizacion.
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6.3 Sintesis de los materiales (segunda etapa).
6.3.1 Sintesis de quitosano-g-acido lactico por policondensacién (QAL).

La sintesis del material fue llevada a cabo disolviendo 1 g de quitosano en 40 ml de acido
lactico 0.5 N. La reaccion se realizé a diferentes tiempos (1, 2, 3 y 4 h) determinandose el
mejor rendimiento e incorporacion.

Con el tiempo de reaccién seleccionado se probaron quitosanos con DA diferentes (DA<1,
1<DA<10, 10<DA<20 y DA>20) para evaluar su efecto en la incorporacién del &cido
lactico. La solucién fue distribuida en cajas petri, las cuales fueron puestas bajo vacio a 80
°C por 3 hy secadas a 40 °C por 24 h.

6.3.1.1 Método de purificacion del copolimero QAL.

Las peliculas formadas se purificaron en un soxhlet con metanol en primera instancia (Qu
et al, 1999), después se propusieron 3 métodos alternativos de purificacion cambiando el
metanol por acetona (Avérous, 2008) (por ser GRAS) para corroborar la formacion del
enlace amida y retirar por completo el monémero que no reacciond. Los procedimientos
empleados se detallan a continuacion.

6.3.1.1.1 Purificacion del copolimero QAL por precipitacion directa con acetona (dA)

Después de la reaccién la mezcla se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente,
posteriormente la mezcla se precipitd en acetona en una proporcion 1:10 (v/v) con
respecto a la solucién. El precipitado formado se filtr6 con papel Whatman No. 30 y se
secO a 60°C durante 5h. El sobrenadante obtenido se colocé en un rotavapor R-205
(Biichi, Suiza) a 56°C y 60 rpm para recuperar la acetona.

6.3.1.1.2 Purificacion del copolimero QAL por precipitacion directa, mezcla en frio
con acetona a temperatura ambiente (dfA)

Terminada la reaccién de la mezcla de acido lactico con el quitosano se dej6 enfriar hasta
10 °C aproximadamente, después se precipitd con acetona en una relacion de 1:10 (v/v)
al volumen de la muestra, posteriormente se filtr6 (Whatman No. 30) y el sélido se secé
en estufa a 60 °C por 5 h.

6.3.1.1.3 Purificacién del copolimero QAL por precipitacién por goteo en frio con
acetona fria (dfAf)

Realizada la reaccion, la mezcla se dej6é enfriar hasta una temperatura de 10°C, a
continuaciéon la mezcla fue goteada en un matraz que contenia acetona en proporcién
1:10 (v/v), que se encontraba en bafio de agua-hielo (5°C). Formado el precipitado, se
centrifugd a 9000 rpm por 30 min a 15°C. El precipitado se sec6 a 60°C durante 5h.

6.3.2 Sintesis de quitosano-g-Poli (acido lactico) por policondensacién (QPAL).

La sintesis se realiz6 conforme a lo reportado por Suyatma et al (2010), salvo pequefias
modificaciones. Se solubilizo 1 g de quitosano en 40 ml de acido lactico 0.5N. Después se
agrego6 3g de D,L- acido lactico al 85% y 1% de acido p-Tolueno sulfénico (con respecto al
acido l4ctico) como catalizador. La solucion se puso en un reactor y se purgo con
nitrégeno. La reaccién ocurrié a 80 °C por 24 h.
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6.3.2.1 Purificacién del copolimero QPAL.

Después de la reaccién la mezcla se dej6é enfriar hasta una temperatura de 10 °C.
Posteriormente se afiadié acetona en una proporcion 1:10 (v/v) con respecto a la solucion.
Para recuperar el precipitado se realizaron dos métodos, una filtracion con papel
Whatman No. 30 y el otro, por centrifugaciéon a 9000 rpm por 30 min a 15 °C. El
copolimero se hidrato y se vacio en cajas Petri, se pusieron a secar a 60°C durante 5h. El
sobrenadante obtenido se colocé en un rotavapor R-205 (Buchi, Suiza) a 56°C y 60 rpm
para recuperar la acetona.

6.3.3 Sintesis de quitosano-g-Poli (lactido) por polimerizacién por apertura de anillo
(PAA) (QPLA).

El procesos de injerto de PLA en el quitosano fue mediante el método de polimerizacion
de apertura de anillo basado en el método reportado por Kim et al, (2002) en el cual se
disolvié 1 g de quitosano en 40 ml acido lactico 0.5N, la solucién se vacié en un reactor,
se agrego0 4 g lactido al reactor y 0.5 ml de trietanolamina como catalizador, el reactor se
purgo con nitrégeno. La reaccién se realizd a 80 °C por 24h.

6.3.2.1 Purificacién del copolimero QPAL.

Después de la reaccién la mezcla se dej6é enfriar hasta una temperatura de 10 °C.
Posteriormente se afiadié acetona en una proporcién 1:10 (v/v) con respecto a la solucion.
Para recuperar el precipitado se centrifugo a 9000 rpm por 30 min a 15 °C. El copolimero
se hidrato y se vacié en cajas Petri, se pusieron a secar a 60°C durante 5h. El
sobrenadante obtenido se colocd en un rotavapor R-205 (Bichi, Suiza) a 56°C y 60 rpm
para recuperar la acetona.

6.3.4 Sintesis de los copolimeros QAL, QPAL y QPLA con el quitosano L3.

Cabe mencionar que el quitosano L3 fue obtenido con los resultados para sintesis del
material descritos en la seccidén 7.2.1.1.2. Con las mejores condiciones de reaccion y
purificaciébn encontradas para cada copolimero, se sintetizaron de nuevo los tres
copolimeros pero ahora con el quitosano L3 como se describe a continuacion.

6.3.4.1 Sintesis de QAL con el quitosano L3.

El quitosano se disolvié en acido lactico, se llevé a cabo la reaccion a 80 °C por 2h,
posteriormente la solucién fue vaciada en cajas Petri y secadas, la pelicula se purifico en
un Soxhlet con acetona por 12 h.

6.3.4.2 Sintesis de QPAL con el quitosano L3.

El quitosano se disolvié en acido lactico, la solucion se colocé en un reactor, al cual se le
afadio el catalizador y el acido lactico faltante se purgd y la reaccion ocurrié por 24 h a
80°C. El copolimero en soluciéon se precipitd en acetona en una relacién 1:10 vlv,
posteriormente se recuper6 por centrifugacion, se hidraté y se puso en cajas Petri para la
formacion de las peliculas.

6.3.4.3 Sintesis de QPLA con el quitosano L3.
El quitosano fue disuelto en acido lactico, la solucion se coloco en una reactor al igual que

0.5 ml del catalizador y lactido en una relacion de 4:1 con respecto al quitosano, se purgé
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el reactor y la reaccion ocurrio a 80 °C por 24h. El material se precipitd con acetona,
recuperado por centrifugacion, se hidrat6 y vaciado en cajas Petri para la formacion de las
peliculas.

6.4 Caracterizacion de los copolimeros.

En la mayoria de los experimentos los métodos se hicieron por 3 veces y con dos
unidades experimentales por cada método, por lo que los datos se reportaron en
promedio para facilitar el andalisis de estos materiales.

6.4.1 Determinacion de rendimientos

Para obtener el rendimiento (R) se consider6 la cantidad de quitosano (Q) y la cantidad de
acido lactico (Al) empleados, asi como el peso del copolimero obtenido (QAl)(ecuacion 9).

%R = Peso del copolimeros (QAl) x 100 (9)

" Peso del quitosano (Q)+ Peso del &cido lactico(Al)

6.4.2 Porcentaje de incorporacion

Se estimo el porcentaje de incorporacion de acido lactico (%In AL) en forma gravimétrica
tal como se muestra en la ecuacion 10.

Peso del copolimero(QAl)—pesodel quitosano inicial (Qi)
Peso del copolimeros (QAl)

%InAl =

x 100 (10)

donde la cantidad de AL que reaccion6 se obtiene considerando la cantidad de quitosano
inicial (Qi) y la cantidad de copolimero obtenido (QAL).

6.4.3 Solubles y peso molecular del copolimero.

El quitosano solo es soluble en soluciones &cidas, una disminucion en la solubilidad es
una prueba del injerto del acido lactico (Suyatma et al, 2010), por ello se realiza un prueba
de determinacion de solubles de los copolimeros en una solucién de acido acético al 0.1
N, como en la seccién 6.2.3.1 (caracterizacion del quitosano). Para determinar el
porcentaje de solubles del copolimero en solucibn de acido acético se empled la
ecuacion 11.

Peso del papel con muestra—Peso del papel
0 . = —
YoSolubles Ac.acético (0.1M) — 100 ([ * 100

Peso de la muestra (11)
Para la determinacién del peso molecular se llevo a cabo conforme a la metodologia de la

seccion 6.2.3.3 y se calcul6 el peso molecular de cada compuesto con la ecuacién 8.
6.4.4 Espectroscopia de ATR-FTIR

Se utilizé un espectrémetro de infrarrojo (FTIR) con detector de reflectancia total atenuada
(ATR) (Perkin EImer ATR-FTIR 100, Inglaterra). Los espectros FTIR se registraron en un
intervalo de onda de 650 a 4000 cm™. Para tal fin, las muestras fueron acondicionadas y
se obtuvieron los espectros correspondientes colocando directamente en el detector los
sobrenadantes obtenidos después de evaporar la acetona. Se emplearon las
herramientas del programa computacional analitico SPECTRUM (V 6.3.5, Inglaterra) para
realizar la identificacion de las bandas caracteristicas, promedios y comparaciones de las
muestras (F2103-01, 2008).
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6.4.4.1 Incorporacion evaluada en areas

Para estandarizar las areas y hacerlas comparables entre si, se siguié el método de linea

base descrito por Duarte et al, (2002) en donde se elige una banda de referencia (BR) la

cual no debe de maodificar su absorbancia al variar el porcentaje de incorporacion del

acido lactico. Asi mismo, se identificaron las bandas de prueba (BP) caracteristicas tanto

del quitosano y del &cido lactico y se les determind el &rea en absorbancia. Se obtuvo una

relacion de BP y BR. Se utiliz6 la ecuacion 12 para determinar la incorporacion en areas.
_ Y[t Areaintegradagp(.p)

Incorporacion = 12
corpo ONyreas FTIR Area integradagres) (12)

6.4.5 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Proton (*H-RMN)

Para llevarse a cabo el anélisis de *H-RMN, se disolvi6 el copolimero en agua deuterada
(D,0) y acido clorhidrico (HCI) concentrado. Los espectros de RMN fueron realizados en
un espectrometro (BRUKER modelo AVANCE-III 500, Alemania) empleando una BBID de
5mm con z-gradiente de campo. En todos los casos los espectros son adquiridos a 298°K
a 500 Mhz .

6.4.5.1 Relacion molar (RM) y porciento de fraccién molar (%FM)

De los espectros de RMN obtenidos se integraron las areas correspondientes al grupo
metilo del &cido lactico (1.4 ppm) y los masivos A y B del quitosano, integrando las curvas
con el programa “Spinworks” (V2.5.5, Canada). Posteriormente los valores de las areas
obtenidos se sustituyeron en las ecuaciones 13y 14.

gArea integrada de los protones del CH3 del acido lactico
RM = |35 P - ; ) (13)
EZZ Area integrada de los protones (Hi) del quitosano
%Area integrada CH3
%FM = | 1 3 - 1 ; 100 (14)
522 Area integradaHi+ 3 Area integrada CH3

6.4.6 Estabilidad térmica.

Los andlisis térmicos se llevaron a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI-UNAM). Los andlisis DSC se realizaron en un equipo Dupont DSC
2100 (US) en un intervalo de temperatura de -40 a 170 °C para el PLA, a una velocidad
de calentamiento de 10°C min™, bajo una atmosfera de nitrgeno. Los andlisis de TG se
realizaron en un TA Instruments Hi-Res TGA 2950 (US), en un intervalo de 0 a 400 °C
para el quitosano y el PLA, en una atmosfera de nitrbgeno, a una velocidad de
calentamiento de 10°C min™.

6.4.7 Rayos X.

Se realiz6 un estudio de difraccion de rayos X para determinar el indice de cristalinidad
(Icr) y el tamafio aparente de cristal (D4p) usando las ecuaciones 15 y 16 (Siemens D-
5000). Para el analisis de Rayos X se pulverizo el polimero y se analizd, con Ka radiacion
de Cua ) =1.5406 A. Se utilizé en un grado de rotacién de 3 a 80, durante un periodo de
30 minutos y un tamafio de paso de 0.02 mm.

_ (Intensidad del picoy10(l110)— Intensidad del picogmorfoUam)

ler Intensidad del picoq10(I110) ) x 100 (15)
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([ KA
Dap - (ﬁo cos 9) (16)
Donde K es una constante a 0.9, A (angstroms) es la longitud de onda de radiacion
incidente, B, (rad) es el ancho a la mitad de la altura del pico cristalino y 26 es el angulo
de escaneo de la (110) linea de difraccion.

6.4.8 Determinacion de las propiedades mecanicas de esfuerzo-deformacion.
6.4.8.1 Acondicionamiento de las peliculas.

Las peliculas se colocaron en un desecador para acondicionarse con base en lo
establecido en el ASTM D618-00 (ASTMD618-00, 2003), en ambiente de humedad
relativa y temperatura constantes (25 °C y 45 %HR) obtenidos con disoluciones saturadas
de Mg(NO3),, manteniendo las peliculas en dichas condiciones durante 48 horas antes de
la determinacion de las propiedades mecanicas.

Medicién del espesor: El espesor de las peliculas fue medido después del
acondicionamiento con un micrometro (micrometro digital) en 20 posiciones aleatorias
para cada pelicula, a lo largo de la muestra. Las propiedades mecéanicas fueron
calculadas considerando un valor de espesor promedio.

Propiedades mecanicas: Se evaluaron la fuerza de fractura en la puncion y la fuerza de
fractura en la extension, para ello se utilizé la maquina de pruebas mecanicas SINTECH
1/S (MTS, USA) con una celda de carga de 100N, variando entre las dos pruebas
(puncién y extension) las mordazas utilizadas.

6.4.8.2 Fuerza de fractura en la extension.

Se evalu6 con base en el método estandar de la ASTM D882-97 (ASTMD882-97, 2003), a
temperatura ambiente (25°C). Las peliculas previamente acondicionadas se cortaron en
probetas de 1cm de ancho por 8cm de largo. Las probetas fueron sujetadas a las
mordazas de la maquina, con una separacion inicial de 5cm, generando posteriormente
en ellas una extensién mediante estiramiento a una velocidad constante de 100mm/min,
al mismo tiempo se fue registrando en la computadora la resistencia que se genera hasta
la ruptura de la pelicula. Se probaron 5 muestras por cada formulacién.

6.4.8.3 Fuerza de fractura en la puncién.

Fue determinada con el método descrito por Gontard et. al, (1993). Las peliculas
previamente acondicionadas fueron cortadas en circulos de 8cm de diametro y fijada una
a una entre un anillo metalico. Posteriormente la pelicula se sometié a una compresion
por medio de una superficie punzante, la cual fue puesta en movimiento dirigida en forma
perpendicular hacia la superficie de la pelicula a una velocidad constante de 100 mm/min.
Al mismo tiempo se fue registrando (por medio de una computadora) la resistencia que se
genera hasta llegar a los 2cm de longitud, no necesariamente a la ruptura de la pelicula.
Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente (25°C). Se evaluaron 5
muestras para cada material.

6.4.8.4 Modulo de Young
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Constante de proporcionalidad introducida en la ley de Hooke, la cual se puede calcular
como:

0=Ac/Ac= E=c/c (17)
Donde ¢ es el cambio en el esfuerzo unitario (kPa) y ¢ es la deformacién unitaria
6.4.9 Pruebas fisicoquimicas
6.4.9.1 Porcentaje de Hinchamiento.

Se cortaron muestras de aproximadamente 1 x 1 cm las cuales debieron estar secas y se
registré el peso inicial (W) por triplicado. Se introdujo la muestra en un recipiente (frasco)
y se afadié una cantidad conocida de soluciéon acuosa (Medio Eagle Modificado de
Dulbecco, DMEM), la cual fue acondicionada 37 °C (con el fin de simular condiciones
fisioldégicas del cuerpo). Se consider6 una cantidad de solucién suficiente para cubrir
completamente la muestra. Se introdujo el recipiente a una estufa a 37 °C y cada 24 h se
registro el peso del material.

6.4.9.1.1 Porcentaje de Hinchamiento (%H).

Se saco el recipiente con la muestra de la estufa y se retir6 la muestra de la solucién, con
ayuda de un papel filtro, se removié suavemente la solucién que queda superficialmente
sobre ambas caras de la pelicula. Se pes6é inmediatamente la muestra y se registré el
peso (W}). La muestra se regresé al recipiente con solucion.

Se repitid hasta que la muestra alcanzé un peso constante (W,), es decir, hasta que no se
observé cambios significativos en los pesos (no mas de un 2% de coeficiente de
variacion).

El porcentaje de Hinchamiento a un tiempo t se obtuvo a partir de la ecuacion 18.

% H,= 22" 4 100 (18)
Wo

Donde % H,fue el porcentaje de hinchamiento a un tiempo; W, fue el peso de la muestra

hiameda a un tiempo t y W, fue el peso de la muestra seca. El porcentaje de Hinchamiento

en el equilibrio se obtuvo a partir de la ecuacion 19.

%0 He = T8 5 100, (19)

0

Donde % H. fue el porcentaje de hinchamiento en el equilibrio, W, fue el peso de la
muestra humeda en el equilibrio y W, fue el peso de la muestra seca.

6.4.9.2 Porcentaje de erosion.

Se cortaron muestras de aproximadamente 1 x 1 cm (por triplicado) las cuales se
liofilizaron y se registr6 su peso inicial (Wy). Se introdujo la muestra en un recipiente
(frasco con tapa) y se afiadié una cantidad conocida de solucién acuosa (Medio DMEM,
composicion Anexo Al), la cual fue acondicionada a 37 °C y pH 7.4 (con el fin de simular
condiciones fisiolégicas del cuerpo). Se debié considerar una cantidad de solucion
suficiente para cubrir completamente la muestra (5 mL de DMEM). Se introdujo el
recipiente a una estufa a 37 °C y cada 2 dias se retir6 muestra para su analisis.
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6.4.9.2.1 Porcentaje de Erosion (%E).

Cada 48 h se saco el recipiente con la muestra de la estufa y cuidadosamente se retir6 la
muestra de la solucién. La muestra se liofilizd y se pes6 inmediatamente se registro el
peso (Wy). El porcentaje de pérdida en masa o erosion a un tiempo t se obtuvo a partir de
la ecuacion 20.

% Erosion = wa;w" * 100 (20)
0

donde % E; es el porcentaje de erosion a un tiempo t, W, es el peso inicial de la muestra

seca a un tiempo ty W; es el peso final de la muestra liofilizada.

6.4.10 Determinacion del angulo de contacto.

Colocando 1 uL de agua sobre las superficies de las peliculas formadas e inmediatamente
se tomd una fotografia, utilizando un microscopio Intel® Qx3 (Intel, E.U.A.) conectando a
una PC. El angulo de contacto se midié usando el software Imagen J 1.34s.

3a Etapa - Pruebas biol6gicas
6.5 Pruebas bioldgicas.

En estas pruebas se utilizaron los dos lotes de materiales, el primer lote correspondiente a
los materiales sintetizados a base de quitosano Cl, se empleé para establecer un
protocolo estdndar de acondicionamiento de éstos, es decir, el tamafio del copolimero
para su uso, el nimero de lavados y con qué sustancias, la forma de procesarlos para su
andlisis con las células. El segundo lote de materiales se sintetizo conforme a las fallas
encontradas con el primer lote y se le hicieron las mejoras pertinentes para lograr la
adhesion celular y viabilidad de las mismas, utilizando el protocolo de acondicionamiento
encontrado con el primer lote. Con el primer lote se hicieron 4 ensayos para establecer el
protocolo de acondicionamiento de los materiales. Las micrografias de MEB,
fluorescencia y visible de los tres primeros ensayos no se muestran en esta seccién sino
en el anexo A4 y se toman como representativas las del cuarto ensayo, ya que los 4
ensayos mostraron resultados similares y sin adhesion celular.

6.5.1 Prueba de adhesién celular y viabilidad.
6.5.1.1 Preparacion de los copolimeros.

Las peliculas se cortaron en circulos de 8 mm de diametro tomando en cuenta la medida
de los pozos de las placas a usar y de su capacidad de hinchamiento (2 unidades
experimentales y 1 control), estos se esterilizaron por UV en crosslinker BLX-254 (Vilber
Lourmat), ambas caras del polimero por 10 min, posteriormente se le realizaron lavados
con bufer PBS ( pos sus siglas en ingles de Phosphate buffered saline, pH 7.4,
composicion anexo Al), Medio DMEM/F12 basificado (pH 8 Y 0.01M) y medio plano
(medio solo), por ultimo en agua desionizada, después se dejaron secar por 24 h en
campana de flujo laminar a temperatura ambiente.

6.5.1.2 Sembrado sobre los polimeros
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Se trataron muestras de piel para la obtencion de fibroblastos humanos obtenidos de
prepucios los cuales fueron cultivados en Medio DMEM/ F12 suplementado con suero
bovino fetal y antibidtico (Anti- Anti 100X de gibco, composicién anexo Al), por una
semana (Llames et al, 2006). Después estas células fueron recuperadas de las cajas y se
sembraron 60 pl de esta solucion que contenia 9 x 10° células/mL, se dejaron incubar a
38 °C, 80% humedad relativa y 5% de CO, por alrededor de 1 h para la interaccion de las
células con el polimero, después de observarse al microscopio se le agrego el resto de
medio equivalente para completar 200 ul de medio.

6.5.1.2.1 Pruebas con calceina (viabilidad celular y adhesién)

Después de 5, 10 y 21 dias de incubacién los polimeros son sacados de los pozos y
cortados a la mitad, una de las mitades es lavado dos veces con PBS y se retira,
posteriormente se agregd al medio Hanks/Fenol con calceina y homodimero de etidio, se
incubaron 37 °C por 45 min (Invitrogen, 2005). Transcurridos los 45 min se retira la
solucion y se lavé dos veces con PBS y se analizé en un microscopio invertido (Axio
Observer Al,Carl Zeiss) con luz fluorescente.

6.5.1.2.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

A la otra mitad del polimero con células se le realizaron 2 lavados con PBS de 5 min cada
uno, enseguida se agreg6é glutaraldehido por 30 min. Posteriormente se retird el
glutaraldehido y se agreg6 PBS dejandolo hasta el siguiente dia para su posterior analisis
en el microscopio electronico (ESEM XL30, Phillips).

6.5.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Los copolimeros fueron acondicionados previamente como la seccién 6.5.1.1 para simular
condiciones de cultivo celular, sin embargo, los lavados fueron realizados con caldo soya
tripticaseina y por ultimo agua desionizada. La cepa empleada fue Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 2783) la cual fue conservada en Miller-Hinton a 4°C y el in6culo fue
preparado en caldo tripticaseina a 36 °C por 12h.

La evaluacién del crecimiento bacteriano se llevé a cabo mediante la inoculacion de 10
ulL de la suspensién de bacterias a una concentracion de 1 x10” bacterias/ml a caldo soya
tripticaseina, se afadieron los materiales y se incubaron a 36 °C, se tomaron muestras
cada 2 h hasta un tiempo final de 24 h (por duplicado) registrandose la absorbancia (595
nm).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencidn de quitosano y caracterizacion
7.1.1 Fermentacion &cido lactica

Cuando la célula se encuentra en condiciones anaerobias, la fermentacion responde a la
necesidad de reoxidar el NADH y de esta manera continuar la reaccion de produccion de
energia, y la oxidacion del sustrato hasta compuestos como, 4cido acético, etanol o 4cido
lactico. Este ultimo interviene en el crecimiento de las bacterias competitivas y la
inhibicion de la microflora no deseable debido a la disminucion del pH del medio. Por lo
tanto, la fermentacion lactica es el proceso que permite la recuperaciéon de la quitina y de
otros productos de valor agregado como pigmentos y minerales a partir de desechos de
camaron (Rao et al, 2000; Shirai et al, 1996; Shirai et al, 2000).

7.1.1.1 Determinacion de pHy ATT en licor

Los cambios de pH en los procesos de acidificacion fueron analizados en las fracciones
liquidas del reactor durante las 120 h de la LAF. El pH inicial de 7.43 muestra un
decremento durante las 72 h de la LAF hasta 4.33 + 0.08 y se mantuvo constante hasta el
final del experimento (120h). Esto dltimo debido tal vez a un proceso de inhibicion por
producto en donde los iones hidrégeno formados por la ionizacién del acido l4ctico
provocan un descenso del pH, inhibiendo a los microorganismos fermentativos
provocando que la acidificacién sea detenida méas sin embargo, una produccion ligera de
acido continua, de tal forma que los compuestos basicos (amonio, aminas, etc.) formados
continuamente en el ensilado interactien con los iones hidrogeno manteniendo el pH
constante (Shirai et al, 1996).
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Figura 5. Evolucion del pH y ATT en las muestras liquidas de la LAF para la extraccion
biol6gica de quitina.
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Por otra parte la ATT aumento de 0.72% a las 24 h hasta un valor de 2.93% alas 90 hy
se mantuvo constante hasta el fin del experimento a las 120 h (Figura 5). Resultados
similares fueron reportados por Cira et al, 2002 y Pacheco et al, 2009. En donde el pH
inicial estaba entre 7.5y 8 y el final de 4.2 a 4.6. Mientras que el valor final de ATT esta
por debajo del valor reportado por estos autores, pero similar a lo reportado por Juarez en
2010, esto tal vez porque solo se monitoreo el ATT en el licor y no en el soélido
guedandose la mayor proporcion de acido en el sélido, como lo reporta la misma autora.

7.1.2 Analisis quimico proximal

El analisis quimico proximal de los desechos de camardn, quitina cruda, quitina pura y
gquitosanos se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Andlisis quimico proximal de los materiales, involucrados en la obtencién de

guitosano.
Material Humedad (%) Cenizas (%) Grasa (%) Proteina (%)
Camar6n 76.45+0.19 20.32+0.41 7.24+0.76 22.30+0.38
Quitinacruda 14 g>4033 15.81+0.41 5.53+0.13 6.94+0.04
Quitina pura 5.86+0.17 1.08+0.05 0.00+0.00 1.26+0.26
Quitosano (L1) 7 481004 0.070.02 0.000.00 0.000.00
Quitosano (L2) g 240,04 0.06+0.00 0.000.00 0.000.00
Quitosano (L3) 7514011 0.090.01 0.0020.00 0.000.00

Los resultados son promedios de dos determinaciones y sus desviaciones estandar.
L1 quitosano obtenido en condiciones atmosféricas con el primer lote de quitina.
L2 quitosano obtenido en una atmdsfera sin oxigeno con el segundo lote de quitina.
L3 quitosano obtenido en condiciones atmosféricas con el tercer lote de quitina.

Se determindé un 69% de desmineralizacion (DM) un 88% de desproteinizacion (DP)
mediante LAF. Estos valores se encuentran por debajo de lo reportado por Pacheco et
al, (2009) quien obtuvo un 92% DM y 94 % DP y de los determinados por Cira et al, 2002,
en cuanto al DM que fue de 87%. Esto pudo deberse a la disminucion tan rapida del pH
que cred una inhibicién por producto de las bacterias, esto atenuado a la gran cantidad de
agua en el camaron que al pasar al licor de manera rapida, lavé el acido y parte de las
bacterias de la fase sélida impidiendo la completa remocién de los minerales, en forma de
lactato de calcio (Shirai et al, 2001).Por otro lado el valor de DP fue similar al reportado
por Cira et al, (2002) de 87.6%, que se debe a la hidrdlisis de las proteinas que son
usadas como fuente de nitrégeno por las bacterias (Sini et al, 2007).

La purificacion de la quitina cruda se realizé con las condiciones reportadas por Cira et al,
(2002). Con este proceso termoquimico se obtuvo un DM del 98% y un DP del 95% a
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partir de la quitina cruda; y de un DM del 99.45% y un DP del 99.41% a partir del
desperdicio de camarén (Tabla 2).

El quitosano que se obtuvo a partir de la quitina pura y se realizé6 conforme a las mejores
condiciones encontradas por Juarez (2010). La reaccion se llevd a cabo en 2 diferentes
atmésferas, saturado con nitrégeno y con aire. El quitosano obtenido en condiciones
atmosféricas (L1) y sin oxigeno (L2) presentaron contenidos de cenizas y proteinas por
debajo de los reportados por Juarez (2010) (Tabla 2). El tercer lote de quitosano se
prepar6 bajo condiciones atmosféricas, sin embargo, se dejo 1 h méas la reaccion debido a
que se necesitaba desacetilar mas la molécula para evaluar el efecto del grado de
acetilacion en la sintesis de los materiales.

7.1.3 Caracterizacion de quitosanos

El grado de acetilacién (DA), peso molecular (M,) y el porcentaje de solubles en solucion
de acético (0.1 M), de los quitosano, se presentan en la Tabla 3 y se compararon con
quitosanos comerciales. Los valores obtenidos de DA de la desacetilacion heterogénea
son 24% para L1 y 22% para L2, valores por debajo de los obtenidos por Juarez en
(2010) bajo las mismas condiciones.

Tabla 3. Peso molecular (M,), grado de acetilaciéon (DA) y porciento de solubles de los
quitosanos en &cido acético (0.1 M).

Muestra Método de DA M, (1X10%°g  Solubles en acido

desacetilacion (%) mol™) acético (0.1 M) (%)
Comercial® FPT® 0.68 319 ND
Comercial® Comercial >10¢ 550° ND
Comercial® Comercial >10¢ 416 ND
Quitosano (C1)f Heterogénea 15 400 88
Quitosano (L1) Heterogénea 24 1216 33
Quitosano (L2) Heterogénea 22 1354 34
Quitosano (L3) Heterogénea 9.8 959 94

# Kitomer (Montreal, Canada) peso molecular medio (Pacheco et al, 2008).
® Tres ciclos desacetilacion heterogénea con FPT (Pacheco et al, 2008).
ND es No determinado

°Fluka Biochemika (USA) peso molecular alto (Pacheco et al, 2008).
valores reportados por el proveedor (Pacheco et al, 2008).

®Fluka Biochemika peso molecular medio (Pacheco et al, 2008).
fProporcionado por Juéarez (2010).

Por otro lado, los M, de los quitosanos fueron altos con respecto a los reportados en la
literatura, no obstante, los que se obtuvieron en presencia de oxigeno (L1 y L3)
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presentaron un menor M, que el que se procesaron en atmésfera de nitr6geno, esto
debido a que el oxigeno en la desacetilacion heterogénea es uno de los factores que
promueve la degradacion del polimero (Pacheco et al, 2008; Lamarque et al, 2005).

Mientras que los mayores % de solubles de los quitosanos en solucion de acido acético
(0.1 M) fueron determinados en aquellos preparados en condiciones atmosféricas (L1 y
L3), que al obtenido en N,, ya que el porciento de solubles del quitosano esta muy
relacionado con el DA, y estos se producen por la protonacion del grupo amino de la
unidad de repeticion D-Glucosamina. Sin embargo el porcentaje de solubles es un
parametro dificil de controlar porque se relaciona con mas factores que involucran las
propiedades del &cido y la conformacion de la cadena de quitosano (Muzzarelli, 1973).

7.2 Sintesis y caracterizacién de los copolimeros.
7.2.1 Sintesis de quitosano-g-acido lactico (QAL).

La sintesis de este material se realiz6 con dos diferentes quitosanos, con el primer
quitosano (Cl1l) se determinaron las condiciones de reaccién y el mejor método de
purificacion. Después, estas condiciones de reaccion y método de purificacion se
aplicaron en la sintesis de un segundo lote de QAL con quitosano L3 (Tabla 3).

En la Figura 6 se muestra el esquema de reaccion; cuando el quitosano se disuelve en la
solucidon de acido lactico, el grupo amino es protonado y se forma la sal de lactato amino
quitosano. Al calentar la solucién se forman los grupos amida entre el quitosano y el 4cido
lactico por la deshidratacion de la sal formada.

CH,0H [ CH,OH
7 2 s < 2 N0
e O e
n HOCHCOO™ "NH;
e g

1

Calor
-H,O

H(OCHOC -);]NH J
|
CH,

Figura 6. Copolimerizacion por injerto de quitosano y &cido lactico.

n

Debido a la dificultad de eliminar el agua en el sistema de reaccién, en la etapa de
deshidratacion para la formacion de la amida pueden existir en el producto preparado
compuestos como acido lactico y oligos de acido lactico sin reaccionar. Por ello una vez
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terminada la reacciéon se llevd a cabo la purificacién, mediante la precipitacién en un
antidisolvente.

La acetona es un compuesto que puede disolver los monémeros y oligbmeros sin
reaccionar, asi el copolimero puede separarse después de la extraccién con acetona.

En la Tabla 4, se muestran los resultados del rendimiento obtenido con cada una de los
procedimientos de purificacion empleados y la incorporacion de acido lactico obtenido
gravimétricamente. Se observa que los valores de rendimiento son bajos, sin embargo
hay que considerar que no todo el acido lactico reacciona.

Tabla 4. Rendimientos y porcentajes de incorporacion obtenidos de cada una de los
métodos de purificacion.

Método de Rendimiento (%) Incorporacién de acido
purificacion lactico (%)

dA 23.68 +1.74 19.99 +0.24

dfA 25.79 +1.59 20.01 +0.22

dfAf 40.05 £4.54 20.04 +0.42

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.
dA: Purificacion del copolimero por precipitacion directa en acetona.

dfA: Purificacién del copolimero por precipitacion directa en frio con acetona.

dfaf: Purificacion del copolimero por precipitacién por goteo en acetona en frio.

Como se observa en la Tabla 4, se logr6 recuperar mayor cantidad de copolimero
empleando la técnica de precipitacién por goteo en frio, esto pudo deberse a que se
mejoran las condiciones de supersaturacién del soluto. Ademas, el cambio de recuperar el
copolimero por centrifugacion que por filtracion disminuy6 la pérdida debido a que por
filtracion parte de éste se quedaba adherido al filtro. Como se esperaba, los porcentajes
de incorporacién también aumentaron aunque en menor proporcién que el rendimiento.

A los materiales obtenidos en las diferentes técnicas de purificacion se les determino la
relacion molar entre el quitosano y el acido lactico incorporado mediante espectrometria
de 'H'RMN considerando las areas de las bandas caracteristicas del &cido lactico y las
areas del quitosano.

La tabla 5 muestra los célculos de relacién molar y porciento de fraccion molar. Se puede
observar que la fraccion molar de acido lactico incorporado vari6 del 58 al 59%.

En promedio, la relacion molar indica que por cada 7 unidades lactil hay 5 unidades
glucosidicas de quitosano y la fraccion molar indica que en promedio el 58% de la
composicion molecular es 4cido lactico.
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Tabla 5. Relacion molar y porciento de fraccion molar del copolimero quitosano-g-acido
lactico determinado por *H-RMN.

Método de

o C, dA dfA dfAf
Purificacion
Relacion molar 1.36 +£0.0022 1.44 +0.0008 1.42 +0.0006
Fraccion molar (%) 57.73 £0.0388 59.04 £0.0164 58.84 +0.0107

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.
dA: Purificacion del copolimero por precipitacién directa en acetona.

dfA: Purificacion del copolimero por precipitacion directa en frio con acetona.

dfAf: Purificacion del copolimero por precipitacion por goteo en acetona en frio.

La purificacidon con estos métodos se realizé6 inmediatamente después de la reaccién sin
formar la pelicula, Sin embargo la formacion de la pelicula con el copolimero purificado no
fue posible, ya que no fue posible solubilizar el copolimero en soluciones diluidas de acido
ni en agua, lo que hizo dificil la formacién de las peliculas, por lo que se retomd la
purificacion inicial con el Soxhlet por 12 h.

7.2.1.1 Condiciones de reaccién para la policondensacion.

En la sintesis de QAL se evaluaron las condiciones de tiempo de reaccion y grado de
acetilacion de los quitosanos en el porcentaje de incorporacion. Las condiciones de
reaccion como la temperatura y la relacién de éacido lactico/quitosano, fueron fijadas
conforme a lo encontrado en la literatura como las mejores (Qu et al, 1999; Yao et al,
2003; Li et al, 2008).

7.2.1.1.1 Efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de incorporacion

La reaccion se llevo a 80 °C, con una relacion de Acido lactico/quitosano = 2 (Qu et al
1999; Yao et. al, 2003) y los tiempos de reacciéon fueron de 1 a 4 h, se determiné el
porcentaje de incorporacion en peso (ecuacién 9) y en relacién de las areas de los
espectros FTIR (ecuacién 12).

Los resultados se observan en la tabla 6, en donde a las 2 h de reaccidon se obtuvo un
mayor porcentaje de incorporacion seguido de la hora 3, 1 y 4, sin embargo al hacer las
pruebas estadisticas se encontré que no habia diferencia significativa (P<0.05) en las
horas de reaccion en cuanto al porcentaje de incorporacion determinado por gravimetria.

Asimismo se presentan la incorporacion por las relaciones de banda realizadas mediante
el método de linea base de Duarte et al (2002), las bandas prueba (BP) fueron Aiegs.1772 ¥
Ai437.1483, que corresponden al grupo C=0 y al CH; del acido lactico, dichas bandas
caracteristicas en el espectro del AL no se observan en el espectro del quitosano, pero si
se observan en el espectro del copolimero, indicando la incorporacion del AL a la
estructura del quitosano como se muestra en la Figura 11 de las seccién 7.2.6. La banda
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de referencia (BR) ayuda a estandarizar los espectros a una linea base para poder
comparar sus areas y determinar cuél fue el mejor tiempo de reaccion. La BR no debe
variar con la incorporacion de AL en el quitosano por lo cual al observar los espectros se
determina como BR A9 que es caracteristica de la union C-O que se relaciona con los
grupos CHO, COC o CH,OH del anillo.

Tabla 6. Porcentajes de incorporacion a diferentes tiempos de reaccion de
policondensacion de acido lactico en quitosano.

Tiempo (h) Incorporacién* (%) Incorporacion®

1 18.4982 6.403°
2 20.2212 7.0532
3 20.009? 5.1244
4 17.809? 5.821°¢

Las unidades experimentales por cada hora fueron 3. Las letras diferentes indican grupos con
diferencias significativas (P<0.05) de acuerdo a prueba de comparacién de medias de Tukey-
Kramer. * Determinado por gravimetria. “[(Assgs.1772F A1437-1483)/A1029]

Con base en los resultados (tabla 6) se determiné que el mejor tiempo de reaccion fue de
2h, que es un mejor tiempo que lo reportado por Yao et al, (2003) quienes emplearon un
tiempo total de 5 h para la formacion del copolimero, en un sistema de reaccion por
policondensacioén sin catalizador. Por otro lado Li et al, (2008) encontraron que su mejor
tiempo de reaccién fue de 3h para la sintesis de materiales de quitosano y L-acido lactico
usando una ruta de proteccion-injerto-desproteccion, para unir al PLA en el carbono seis
del quitosano, no encontrando cambios relevantes en el % de incorporacion después de
este tiempo, y se mencionan que en sistemas diferentes con los mismos compuestos
concuerdan con el tiempo de reaccion para la sintesis.

7.2.1.1.2 Efecto del grado de acetilacion del quitosano en el porcentaje de
incorporacién.

En virtud de que la incorporacién determinada por la relaciéon de areas fue méas adecuada
para establecer las condiciones de reaccién, se empled para la seleccion de quitosanos
con base a su grado de acetilacion que permitieran para obtener una mayor
incorporacion de &cido lactico. Los %DA considerados fueron %DA<1, %DA del a 10,
%DA de 10 a 20 y %DA>20; los quitosanos empleados se presentan en la tabla 7.

Al igual que en el caso anterior no hubo diferencia significativa entre los quitosanos con
diferente DA en cuanto al porcentaje de incorporacion medido por gravimetria, pero al
realizar la comparacion de areas de las BP y BR se observé que el mejor quitosano fue
aguel que estuvo un intervalo DA de 1 a 10, por lo que quitosano L3 con un 9.8% de DA
fue seleccionado para trabajo posterior.
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Tabla 7. Incorporacion de AL con quitosanos con diferentes %DA mediante la reaccién de
policondensacion.

DA (%) DA de Quitosanos (%) Incorporacion* (%) Incorporacion”

DA<1 0.68 20.22° 7.488°
DA 1-10 4.98 20.01° 9.289%
DA 10-20 14 18.50° 8.502"

DA>20 22 17.81° 4.442°

Las unidades experimentales por cada DA fueron 3. Las letras diferentes indican grupos con
diferencias significativas (P<0.05) de acuerdo a prueba de comparacion de medias de Tukey-
Kramer. *Determinado por gravimetria. [(Aiegs.1772% A1437-1483)/A1029]

7.2.2 Sintesis de quitosano-g-poli (acido lactico) (QPAL).

Al igual que en el material anterior, la sintesis de este material se realiz6 con dos
diferentes quitosanos, con el primer quitosano (C1) se determinaron las condiciones de
reaccién y el mejor método de purificacion. Después estas condiciones de reaccion y
método de purificacion se aplicaron en la sintesis de un segundo lote de QPAL con
quitosano L3.

En primera instancia se realiz6 la sintesis como lo reporté Suyatma et al, (2010), después
a este sistema de reaccion se le redujo un 30% de agua, ya que este autor se baso en el
mismo sistema de reaccion del material QAL, es decir, se prepar6 la misma solucién de
quitosano-acido lactico bajo la mismas condiciones, pero para la sintesis se agregé mas
acido hasta tener una relacién de quitosano/acido lactico = 0.2, el catalizador 10 % con
respecto al mondmero y la cantidad de agua necesaria para tener un volumen total de 300
mL. Sin embargo, el agua no era necesaria puesto que la formacién del enlace amida se
basa en una deshidratacion de los reactantes y un exceso de agua promueve la hidrdlisis
del enlace y de la cadena de PLA, el esquema de reaccién se observa en la Figura 7.

La purificacién de QPAL se realizé con el mejor procedimiento descrito para QAL, durante
la purificacion basada en un sistema de disolvente/antidisolvente con acetona en frio se
observé que la mezcla no precipitaba ni formaba sales, sino que se disgregaba y solo se
veian pequefias particulas suspendidas, por lo que una fraccién de la solucion se vacio en
un sistema con acetona a temperatura ambiente, observandose a los pocos minutos la
formacion de un hidrogel a diferencia de lo reportado por Suyatma et al, (2010).

Una porcion de la solucion del material preparado se vacié en una caja de Petri para tratar
de secar y formar una pelicula, de acuerdo con el método de Qu et al, (1999) pero la
mezcla no secdé. Por lo que, para este material se usé el método de purificacion directo
con acetona. Se probaron dos métodos para recuperar el material puro, filtracion o
centrifugacion.

46



~ CH,OH 7 r CH,OH

0]
\‘\ H - -

NIH, I HOCHCOO"™ “NHj
|
L CH, ~n

CH,0OH

Acido p-Toluensulfonico

: g

Calor -H,0
H{OCHOC % NH
| —n
CH,

Figura 7. Copolimerizacion de quitosano y &cido lactico por injerto.

En la Tabla 8 se muestran los resultados del rendimiento obtenido con cada una de las
técnicas empleadas para la recuperacién de los copolimeros. Se recuperd la mayor
cantidad de copolimero empleando la centrifugacién que por filtracion debido a pérdidas
del material en el filtro empleado.

Tabla 8. Rendimientos y porcentajes de incorporacion de AL en quitosano mediante la
reaccion de policondensacion con catalizador.

Método de Rendimiento (%) Incorporacion de  acido
recuperacion lactico (%)

Filtracion 17.34 £0.00 17.66 +£0.00
Centrifugacion 22.60 +2.87 54.02 +2.87

Los resultados son promedios de dos determinaciones y sus desviaciones estandar.

Para determinar la relacion molar entre el quitosano y el acido lactico que se incorpor6
durante la sintesis, se realiz6 el andlisis de 'H-RMN para el copolimero obtenido por
centrifugacion (Figura 16). La tabla 9 muestra las relaciones y fracciones molares. Esta
relacion molar indica que se tienen 6 unidades lactil por 9 unidades de repeticion de
quitosano, es por ello que la fraccion molar es baja debido a que solo el 39% de la
molécula es &cido lactico.
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Tabla 9. Relacién molar y porciento de fraccion molar del copolimero quitosano-g-

polilactico.
Material Relacion molar [ raccion molar
(%)
Centrifugacion 0.6604 +0.005 39.77 +0.19

Los resultados son promedios de dos determinaciones y sus desviaciones estandar.

La relacién y fraccion molar bajas indican que no hubo esterificacién, es decir, la cadena
de &cido lactico no polimerizé al parecer el catalizador no se activo, ya que en el sistema
de reaccién habia una gran cantidad de agua por lo que no hubo efecto del agente
esterificante o el en sistema de reaccién hubo polimerizacién pero por el exceso de agua
en el sistema enseguida se promovia la hidrdlisis del polimero.

7.2.3 Sintesis de quitosano - poli (Lactido) (QPLA).

De la misma manera que el copolimero QAL, la sintesis de este material se realizé con
dos diferentes quitosanos, con el primer quitosano (C1) se determinaron las condiciones
de reaccion y el mejor método de purificacion. Después estas condiciones de reaccion y
método de purificacién se aplicaron en la sintesis de un segundo lote de QPLA con el
quitosano L3. La sintesis de este material se realiz6 conforme a lo reportado por Kim et al,
(2002), las modificaciones que se hicieron a este método fueron: disolver el quitosano en
acido lactico, en lugar de &cido acético y eliminar el 30% de agua de la mezcla de
reaccion. El esquema de reaccién se muestra en la Figura 8.

CH,0OH B CH,0OH ]
= 0 - 9 N
0 Acido Lactico G OH O\
| ] I
NH, —n HOCHCOO" +NH3
|
== CH; —n

H,C
1)(0 il CH,OH 7
e 0

o 1 (0]
Lactido  Calor OH \\
Trietanol amina -H,O
HOCHOC ');]NH
CH,4

Figura 8. Mecanismo de reaccion para la sintesis de quitosano-g-polilactido.
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Para la purificacion del copolimero se sigui®6 con el mismo sistema de
disolvente/antidisolvente usando acetona. Y se realizé centrifugacion para separar el
material puro. Una vez separado, el material fue hidratado (copolimero/agua=1) para la
formacion de la pelicula.

En la Tabla 10, se muestran los resultados del rendimiento y la incorporacion de acido
lactico obtenido gravimétricamente. Se observa que los valores de rendimiento fueron
bajos, esto pudo deberse a que no polimerizé el lactido, aunque si hubo injerto.

Tabla 10. Rendimientos y porcentajes de incorporacion de AL en quitosano mediante la
reaccion de polimerizacion por apertura de anillo.

Incorporacion de

Copolimero Rendimiento (%) lactido (%)

QPLA 22.09 +0.33 23.38 +0.33

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Se realiz6 el anélisis de *H-RMN para QPLA obtenido con la finalidad de determinar la
relacion molar entre el quitosano y el lactido que se incorpor6 durante la sintesis (Figura
17).La tabla 11 muestra los célculos de la relacion y fraccion molar.

Tabla 11. Relacién molar y porciento de fraccion molar del copolimero quitosano-g-

polilactido.
Copolimero Relacién molar  Fraccion molar (%)
QPLA 0.16 +0.002 13.48 +0.13

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

La relacion molar indica que por cada 4 moléculas de lactido tenemos 25 de quitosano
aproximadamente, por lo que la fraccibn molar indica que el 13% de la molécula es
lactido. Esto puede deberse a que en sistemas acuosos el lactido tiende a hidrolizarse
(Avérous, 2008).

7.2.4 Sintesis de los copolimeros QAL, QPAL Y QPLA pero con el quitosano L3.

El quitosano L3 obtenido (segun las especificaciones de la seccion 7.2.1.1.2) fue utilizado
para la sintesis de los copolimeros utilizando las mejores condiciones de reaccion y
métodos de purificacién encontrados para cada material. En resumen, fueron sintetizados
los tres copolimeros QAL, QPAL y QPLA pero ahora con el quitosano L3.

En la tabla 12 se muestra los resultados del porcentaje de incorporacion y rendimiento de
los copolimeros del quitosano (L3). En la misma tabla, a modo de comparacion, se
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presenta los mejores resultados de incorporacién de los copolimeros sintetizados con el
quitosano C1.

Tabla 12. Rendimientos y porcentajes de incorporacion de AL en los Quitosanos C1ly L3,
en los diferentes copolimeros.

Material Rendimiento (%) Incorporaciéon de
acido lactico (%)

Quitosano C1

QAL (C1) 40.05 +4.54 20.04 +0.42
QPAL (C1) 22.60 +2.87 54.02 +2.87
QPLA (C1)  22.09 #0.33 23.38 +0.33

Quitosano L3

QAL (L3) 40.45 *+0.06 40.81 +0.06
QPAL (L3) 23.85 +0.21 57.10 +0.21
QPLA (L3) 48.65 +0.18 23.40 +0.18

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Comparando los copolimeros de QAL de ambos quitosanos en cuanto al rendimiento se
recuperaron cantidades muy similares solo 0.4 % mas con el quitosano L3, en cuanto a la
incorporacién con el segundo quitosano se obtuvo una mayor incorporacién de acido
lactico de casi el doble esto podria deberse a que el método de purificacion no fue el
adecuado para remover todos los oligdmeros 0 mondémeros que no reaccionaron y estan
en la pelicula QAL (L3), esto es confirmado por el % de fraccibn molar en la cual QAL
(C1) tiene 18 unidades de porcentaje mas de acido lactico en su molécula que QAL (L3)
(Tabla 13).

Al comparar los copolimeros QPAL en cuanto a rendimiento se obtuvo 1 % mas con el
guitosano (L3) que con el quitosano (C1), esto pudo deberse a que en el segundo material
si se activl el catalizador puesto que en la relacion molar se tiene que hay 3 unidades
lactil por cada unidad de repeticién del quitosano, tal vez hubo un crecimiento de cadena
0 una incorporacion mas homogénea, es decir en cada unidad de quitosano se le
incorporo una unidad lactil. Esto es reflejado en la incorporacién puesto que hay 3
unidades mas que con el segundo quitosano medido en masa y se corroboré en la
fraccion molar en donde el copolimero QPAL (L3) tiene una composicion del 75% de
acido lactico, mientras que QPAL (C1) es de 40% de acido lactico (Tabla 13).
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Tabla 13. Relacién molar y porciento de fraccion molar de los copolimeros determinador

por *H-RMN.

Material Relacion molar Fraccion molar (%)
QAL (C1) 1.42 +0.0006 58.84 +0.0107
QPAL (C1) 0.6604 +0.005 39.77 £0.19
QPLA (C1) 0.16 +0.002 13.48 +0.13
QAL (L3) 0.44 +0.005 30.63 +0.23
QPAL (L3) 3.05 +0.01 75.33 +0.07
QPLA (L3) 1.22 +0.010 55 +0.21

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Por ultimo, al comparar los materiales QPLA se encontr6 que el rendimiento de QPLA
(L3) fue de hasta 2 veces lo de QPAL (C1), aunque en el porcentaje de incorporacion
practicamente fue el mismo, sin embargo el porcentaje de incorporacion gravimétrico no
es muy exacto y lo refleja el porcentaje de fraccibn molar, en donde QPLA (L3) esta
compuesto de 55% de &cido lactico, mientras que QPLA (C1) solo tiene 13.48% de
unidades de lactil.

7.2.5 Peso molecular y porciento de solubles en &acido 0.1M.

Las evidencias sobre tales uniones o enlaces de quitosano y el 4cido lactico es el cambio
en sus propiedades como la de solubilizacion en soluciones acido diluidas y en el peso
molecular (Suyatma et al, 2010).

En la Tabla 14 se muestran los valores del peso molecular de cada material del primero y
segundo lote con los diferentes quitosanos, asi como el porcentaje de solubles.

En el caso del lote 1 se parte de un quitosano (C1) con un peso inicial de 400 000 g mol™,
los tres materiales tuvieron un aumento de peso siendo QPLA (C1) el que tuvo el mayor
aumento de peso, esto debido a que no fue acido lactico si no lactido lo que se unié al
quitosano, aunque se unié poco como la relacion molar y la fraccion molar lo indicaron
pero lo suficiente para aumentar el tamafio de peso; en segundo lugar QAL (C1l) que
como lo indicé la fraccién molar, un 58% de la composicién son unidades lactil de ahi el
aumento de peso. El copolimero QPAL (C1) aument6 el M, pero en menor grado lo que
es consistente con el porcentaje de acido lactico incorporado.
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Tabla 14. Peso molecular y porciento de solubles de los dos lotes de materiales en acido
acético (0.1 M).

Material Mv Solubles en acido
(x10° g mol™) acético (0.1 M) (%)

Quit (C1) 400 88

QAL (C1) 492 39.57 +1.00
QPAL (C1) 462 50.42 +1.34
QPLA (C1) 505 43.22 +1.15
Quit (L3) 959 93.70 +0.59
QAL (L3) 977 34.58 +0.48
QPAL (L3) 1115 53.58 +1.51
QPLA (L3) 1026 48.14 +0.89

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Por otro lado, los materiales del segundo lote que partieron de un quitosano (L3) con un
peso de 959 000 g mol™* también aumentaron siendo QPAL el que mas aumenté en M,, y
es congruente a lo observado en la relacion molar y fraccion molar, en donde el 75% es
acido Lactico. El copolimero QPLA también aumento de peso pero no en manera
proporcional a las unidades lactil incorporadas (Relacion Molar 1.22), pues en este
copolimero se incorporo mas acido lactico comparado con el copolimero QPLA (C1).
Mientras que QAL al tener solo 30 % de acido lactico incorporado el aumento de peso no
fue tan evidente.

En cuanto a la solubilidad, en los dos lotes hay una disminucion notable con respecto a la
del quitosano, datos similares fueron reportados por Suyatma et al, (2010) quienes
probaron los materiales en diferentes disolventes y en donde en cada uno los compuesto
nativos fueron solubles encontrando que en la mayoria los copolimeros fueron insolubles.
En este trabajo se determind que los materiales disminuyeron hasta 3 veces su
solubilidad en &cido lactico 0.1M que es el disolvente mas utilizado para el quitosano
nativo, esta disminucion en la solubilidad es porque al formarse el enlace amida se genera
un impedimento estérico por el PLA incorporado impidiendo la protonacién del quitosano y
por ello impidiendo la solubilidad del mismo, sin embargo quedan unidades de repeticién
de quitosano sin un injerto de PLA por lo que permiten que el copolimero tenga cierta
solubilidad.

7.2.6 Analisis de IR de los copolimeros.

Después de la sintesis y la purificacién, los copolimeros fueron analizados por la
espectrometria de absorcion en el infrarrojo medio, también se analizaron el quitosano
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nativo, acido lactico y los sobrenadantes. Utilizando la herramienta “compara” del
programa “SPECTRUM” del ATR-FTIR se determind que los espectros de los copolimeros
del quitosano C1 y los espectros de los copolimeros del quitosano L3 son similares entre
un 90 a 99%, por esta razon solo se muestran solo los espectros de los copolimeros a
base del quitosano L3 como representativos. Los espectros de FTIR restantes se
encuentran en el anexo A3.

En las figuras 9 y 10 se muestran los espectros de infrarrojo medio del quitosano y del
acido lactico. En el espectro del quitosano nativo se observan las bandas representativas
de los grupos funcionales que se resumen en la Tabla 15.
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Figura 9. Espectro de infrarrojo medio del quitosano nativo.

Se observan las bandas caracteristicas en: 3357.4 cm™ correspondientes a los grupos OH
del polimero, en 2918.4 y 2851.6 cm™ del grupo -CH, en 1647.0 cm™ del grupo —NH de
una amida primaria asociada con los restos del grupo acetamida después de la
desacetilacién, en 1574.7 cm™ aparece el grupo amino —NH,, las vibraciones del
esqueleto propias de la estructura de quitosano aparecen en 1026.65. Esta Ultima, se
utiliza como banda de referencia para el método de la linea base (Duarte et al, 2002) por
no cambiar durante la incorporacion.
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Tabla 15. Bandas caracteristicas de los grupos funcionales del espectro de quitosano.

Frecuencia (cm™) Grupo funcional Estructura del quitosano
3357.40 Grupos —OH del polimero
3290.31 Grupo N-H — —_
2918.41 y 2851.65 Grupo C-H
1647.04 Grupo —I\Fl)lr—:rg:rit;na amina -
1574.71 Grupo — NH,
1417.00 Grupo -CH, JO O ~
1377.84 -CH3; y C-CH; i
1318.06 Amida terciaria
1151 54 Tension asimétrica del grupo OH
C-O-C L =
Vibraciones del esqueleto de los 100:DA
1070.26 y 1026.65 grupo C-O, C-O-C.
891.85 C-H de los grupos anoméricos
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Figura 10. Espectro de infrarrojo medio de acido lactico (AL).

En el espectro de AL nativo se observan las bandas representativas de los grupos
funcionales que se resumen en la Tabla Al.1 del anexo A3. La sefiales caracteristicas
para el &cido lactico son: 1718.5 cm™ estiramiento del C=0, 1455.06 y 1375.5 cm™
flexiones simétricas de los grupos CH y CHs, 1212.6 y 1121.2 cm™ estiramientos de -C-O-
del grupo acido y éster (Figura 10). Las bandas de estiramiento y flexiones simétricas
sirven como bandas de prueba para determinar la incorporacion (Duarte et al, 2002).
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La Figura 11 muestra los espectros IR de quitosano (L3) y quitosano-acido lactico
después de purificado (QAL). El espectro de IR de L3 muestra bandas asignadas a la
piranosa en 1070.2 y 1026.6 cm™ y una fuerte banda del grupo amino caracteristica en
torno a 1574.1 cm™.

La banda de 1674 cm™ se atribuye a la banda amida | de N-acilado quitosano. En
comparacion con el espectro IR del quitosano, el copolimero (QAL) tiene una nueva
banda que aparece alrededor de los 1738 cm™, correspondiente al éster o grupos
carboxilicos del &cido lactico existente como libres o de cadena lateral.

La banda de absorcion alrededor de 1581.7 cm™ es un resultado de la superposicion de
los picos de las bandas de amida | y los grupos amino de L3. El cambio de la absorcién
del grupo amino de 1574.7 cm™ del quitosano (L3) a 1581.7 cm™ del copolimero QAL
implica que AL esta ligado con el quitosano, a través de enlaces amida o la estética
interaccion de electrones, situacion similar reportan Qu et al, (1999).

Después de la purificacion del copolimero quitosano-g-poli (acido lactico) (QPAL) se
obtuvo su espectro IR como se muestra en la Figura. 11. En comparacion con QAL, este
copolimero es méas parecido al acido lactico, observandose las bandas caracteristicas
como estiramiento del C=0 a 1720.9 cm™, flexiones simétricas de los grupos CH a 1453.8
cm™, estiramientos de -C-O- del grupo &cido y éster a 1212 y 1121 cm™. También se
observan las bandas caracteristicas de quitosano antes mencionadas. En comparacion
con QAL, la banda a 1621 cm™ asignado a los grupos amida se hizo mas fuerte en
comparacion con la banda a 1517 cm™ atribuidos a los grupos amino. Esto demuestra la
formacion del enlace amida entre quitosano y el acido lactico, esto mismo fue encontrado
por Yao et al, (2003).

En la misma figura se presenta el copolimero de quitosano-poli (lactido) (QPLA)
Comparados con los copolimeros anteriores se determina que es muy similar a QAL, en el
cual se observan las dos nuevas bandas a 1725.5 y 1454.7 cm™ correspondiente al grupo
ceto del carboxilo y a las flexiones simétricas de CH del 4cido lactico. Al igual que en QAL
se observa un ensanchamiento de la banda del grupo amino y una disminucion del
namero de onda, indicando la unién del lactido al quitosano.

Haciendo una analogia con el programa Spectrum del ATR-FTIR entre los copolimeros
QPLA y QAL (Figura 11) se encontré que son similares en un 98%. Esto es de acuerdo a
lo reportado por Li et al, (2011), el cual us6 un catalizador diferente y partié de poli acido
lactico en el que obtuvo el copolimero pero con un bajo grado de injerto (relacion molar 1
molécula de PLA por 9 de quitosano, en un grado de injerto de 6.87% +0.01).
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Figura 12. Espectro de infrarrojo medio de todos los sobrenadantes después de la
extraccion con acetona.

Por ultimo, después de la purificacion de los copolimeros con acetona, a las soluciones se
le extrajo la acetona con un rotavapor, obteniéndose un liquido espeso color amarillo en
todos los casos. Al comparar cada uno de los espectros de IR de los sobrenadantes con
el espectro de IR de acido lactico se observé que son casi los mismos por lo que solo se
presenta el espectro de uno de ellos como representativo de todos en la Figura 12, los
demas se encuentran en el anexo A3. Asi que en general las extracciones de todos los
polimeros estaban compuestas principalmente de acido lactico.

7.2.7 Andlisis de 'H-RMN de los copolimeros.

El andlisis de RMN de los copolimeros se realiz6 para determinar la relacion molar (RM) y
el porciento de fraccibn molar (%FM) basado en el método del Hirai et al, (1991). Para
este andlisis se deben identificar las bandas del quitosano y las del acido lactico, por lo
que en la Figura 13 y 14 se muestran los espectros de RMN-'H del quitosano y el &cido
lactico nativos.

En la figura 13 se observa que alrededor de 2 ppm aparece la primera banda
correspondiente a los metilos del N-acilado quitosano, entre 3-3.4 ppm aparece el masivo
B, que corresponde a los *H relacionados con los C 2 y por ultimo de 3.5-4.2 ppm aparece
el masivo A que corresponde a los 'H relacionados con los C 3-6 de la molécula. El
masivo A y B son las bandas importantes para el calculo de la RM y %FM.

Aparte en la figura 14 se observa que la banda principal de 'H relacionados al carbono
metilico del &cido lactico aparecen de 1.3-1.4 ppm, que es la banda importante para el
calculo de relacion molar y porciento de fraccién molar.
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Figura 13. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de quitosano en medio acido de acuerdo a
Hirai et al, (1991).
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Figura 14. Espectro de RMN-'H a 400MHz de &cido lactico en D,O de acuerdo a Qu et al,
(1999).

Una vez determinadas las bandas caracteristicas de los compuestos nativos, se
analizaron los espectros de los copolimeros QAL, QPAL y QPLA en las Figuras 15,16 y
17. En este andlisis se muestran los espectros mas representativos de cada polimero, los
demas espectros se encuentran en el anexo A2.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H a 400MHz de QPAL en medio &cido.

En las figuras de la 15-17 de los copolimeros se observa que estan los masivos A y B del
quitosano, asi como los metilos del acido lactico, corroborando la unién entre el acido
lactico y el quitosano. Mientras que los datos de RM y %FM fueron reportados en las
secciones pertenecientes a la sintesis de cada uno de los copolimeros.
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Figura 17. Espectro de RMN-1H a 400MHz de QPLA en medio &cido.
7.2.8 Analisis de estabilidad térmica

Los andlisis termogravimétricos (TG) se basan en la variacion de la masa en funcion de la
temperatura. Los termogramas de los quitosano nativos y de los diferentes copolimeros
se muestran en la Figura 18y 19.
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Figura 18. Termogramas de quitosano (C1), QAL, QPAL y QPLA del primer lote.
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Figura 19. Termogramas de quitosano (L3), QAL, QPAL y QPLA del segundo lote.

En ambas figuras se observa que tanto en el quitosano C1 como el quitosano L3 ocurre la
maxima pérdida de peso alrededor de los 300°C, que puede ser por una degradacion
aleatoria de cadenas principales de quitosano (ruptura de enlaces C-O-C), ademéas de la
separacion de grupos acetilo (Hassan et al, 2012). Mientras que los compuestos que
tuvieron un bajo nivel de incorporacién, como QAL y QPLA (L3) del segundo lote de
materiales muestran una tendencia muy similar en la pérdida de masa a la del quitosano
original (Figura 19). Al comparar QAL y QPLA (L3) con los copolimeros QAL y QPLA (C1)
se observa que los segundos son menos estables térmicamente pues inician con la
pérdida de peso alrededor de los 150°C y ésta va siendo gradual hasta los 300 °C, debido
a una mayor incorporaciéon de 4cido lactico.

Sin embargo los compuestos QPAL de ambos quitosanos, que presentaron una mayor
incorporacién de unidades de &cido lactico en la cadena de quitosano, tienen una pérdida
de peso notable entre los 130 y 200 °C debido al acido lactico (Estupifian et al, 2007):
siendo entre los 200 y 260 °C en donde presentan la maxima pérdida atribuida a la
degradacion del PLA (Avérous, 2008) y alrededor de los 300°C una tercera pérdida de
peso correspondiente a la degradacion del quitosano (Figuras 18 y 19). En ambos
materiales se observa un cambio notable en la termoestabilidad del quitosano por lo que
se corrobora el injerto del PLA en el quitosano.

En cuanto al ensayo de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) realizado a los
polimeros, con el cual se miden las diferencias en la cantidad de calor aportado a una
sustancia y a una referencia, en funcién de la temperatura de la muestra, registrdndose
las diferencias de en la cantidad de calor.
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Figura 20. Analisis de DSC del quitosano (QUIT), QAL, QPAL Y QPLA de los materiales
del quitosano L3.

En la Figura 20 se observan Unicamente los perfiles de DSC de los polimeros del
quitosano L3, en el perfil del quitosano se percibe un minimo alrededor de los 26°C que
es indicativo de una reaccion endotérmica que se debe a una reaccion de descomposicion
y no de fusién, ya que en el termograma de TG (Figura 19) no se muestran cambios de
estado (escalones), por lo que se infiere que es una descomposicién de oligébmeros de
quitosano atrapados en la estructura cristalina del quitosano. Comparando el termograma
del quitosano con el del copolimero QAL, el endoterma de los 26°C no aparece, sin
embargo a los 58°C aparece una nueva endoterma que es una T4 del PLA, que es acorde
con lo reportado por Suyatma et al, (2010), y se confirma en el termograma de TG donde
se da un cambio de estado a esa temperatura, por este resultado y el de cristalografia se
intuye que se tiene un copolimero ramificado de cadena lateral sencilla (copolimero de
injerto) en donde la cadena principal es de quitosano y las cadenas laterales estan
formadas por PLA, pero se tiene un bajo nivel de incorporacién de PLA en el quitosano,
es decir, que no en todas las moléculas de quitosano hay moléculas de PLA unidas y es
congruente a los resultados de la relacion molar.

Por otro lado, al compara con el compuesto QPLA éste tiene un perfil mas parecido al del
quitosano original y debido a que no presenta ninguna T, antes de su punto de fusion que
se encuentra aproximadamente a los 180 °C es por ello que se observa un cambio en la
pendiente de la curva y que se confirma en el termograma TG en donde hay un cambio de
estado ligero alrededor de esa temperatura (Figura 20). Este resultado es evidencia que
se tiene un copolimero ramificado de cadena lateral sencilla (copolimero de injerto), al
igual que el material anterior la cadena principal es quitosano, sin embargo por la relacién
molar y la intensidad de las bandas en el espectro de IR, se tienen mas moléculas de PLA
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unidas al quitosano en contraste con el material anterior pero de menor tamafio, debido a
que el copolimero adquiere una conformacion cristalina que lo hace mas termoestable.

Por ultimo el compuesto QPAL no presento ningun punto importante pero exhibié un
termograma de DSC muy caracteristico, el cual aunado a los resultados obtenidos en su
termograma de TG, la relaciébn molar que tiene y que es amorfo, sugiere que se tiene un
copolimero ramificado en forma de peine, el cual se ordena apilando sus cadenas por
interacciones hidrofébicas formando zonas con una estructura seudo-cristalina, razén por
la cual no tiene puntos térmicos importantes, pues al estar interactuando las cadenas
entre si, lo hacen mas termoestable.

7.2.9 Andlisis de rayos X

Los perfiles de difraccion de rayos X de los quitosanos y de los copolimeros se observan
en la figura 21 y 22. El quitosano tiene una celda unitaria ortorrémbica con picos que
aparecen alrededor de 26 igual a 10 y 20 grados. Mientras que el PLA cristaliza en una
celda unitaria pseudo-ortorrémbica, cudles contienen 2x10° hélices (en forma a), los
principales picos en el perfil de difraccion de rayos X aparecen a 26 igual a 15, 17 y 19.

En comparacién con quitosano y PLA, el injerto disminuye la intensidad del pico a 26=20°
y desaparece el pico a 26=10°. Los primeros copolimeros con el quitosano C1 se hicieron
casi amorfos al momento del injerto de los materiales polimerizados observandose una
disminucion en el Icry en el tamafio aparente del cristal (D,,) (Tabla 16).
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Figura 21. Perfil de difraccion de rayos X del quitosano (C1), QAL, QPAL y QPLA.
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Dado que el acido lactico reacciona con quitosano en una soluciébn homogénea, el injerto
por PLA tendra lugar al azar a lo largo de la cadena, dando lugar a un copolimero al azar.
Esto destruira la regularidad del empaquetamiento de las cadenas originales de
quitosano, lo que resulta en la formacion de un copolimero casi amorfo, como se observa
para QAL disminuyendo un 27% su Icg Y un 70 % su D,,, esto mismo fue encontrado por
Yao et al., 2003 en una relaciones de alimentacion de A. Léactico/quitosano iguales a 1.
Mientras que para QPAL y QPLA el pico del quitosano (26=20) no disminuye tanto como
los materiales anteriores debido a la baja incorporacién de PLA, lo que hace que no se
pierda la estructura cristalina del quitosano y se refleja en una disminucién del Icg en un
13% y un 38% en su Dgp.

Por el contrario, cuando el porcentaje de incorporacién aumentd alln mas, las cadenas
laterales de PLLA se ensamblaron entre si, y se observé un ensanchamiento del pico de
20 en los perfiles de difraccién de rayos X de QAL y QPLA de los segundos copolimeros,
debido a que se superpone el pico en 26=19° del PLA con el pico del quitosano en
206=20°que se atribuyen a la cristalizacion de PLLA, y sin la desaparicion del pico 26 = 10°.
Yao et al., 2003 reportaron algo similar, sin embargo en la relacion que utilizaron de A.
Lactico/quitosano igual a 5 hubo una disminucién notable en el pico de 26=20°, ademas
de aparecer en los perfiles de difraccion de rayos X los picos a 26 igual a 15y 17. Por otro
lado QPAL en este lote de materiales se comporté de manera muy similar al del primer
lote sin embargo ahora es mas amorfo que los dos primeros copolimeros esto por una
mayor disminucion en el pico de 26=10°, pico caracteristico de las quitinas.
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Figura 22. Perfil de difraccion de rayos X de quitosano (L3), QAL, QPAL y QPLA.
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Tabla 16. indice de cristalinidad (Icr) y tamafio aparente del cristal (D) de los quitosanos
nativos y de los copolimeros.

Muestra Icr (%0) Dap
Quit (C1) 69.90 0.70
QAL (C1) 51.00 0.21
QPAL (C1) 60.89 0.47
QPLA(C1) 60.49 0.43
QUIT (L3) 70.92 0.87
QAL (L3) 61.40 0.71
QPAL (L3) 70.08 0.76
QPLA (L3) 69.66 0.44

El Icr para estos compuestos disminuye al igual que los anteriores debido al injerto de
PLA, pero siendo mas notable en QAL esto debido a que el injerto fue bajo y mas
heterogéneo, es decir dejando grupos amino libre lo que permite que conserve ciertas
regiones cristalinas homologas al quitosano nativo, es por ello que su D,y solo disminuye
un 18%. El copolimero QPAL solo disminuye un 0.17% su Icr esto debido al a un mayor
injerto de PLA y mas homogéneo, comparado con QAL, lo que permite tal vez la
formacion de regiones cristalinas de PLA es por ello que su Dy, solo disminuyo un 12%.
En contraste con lo que sucede con QPLA que su D, disminuye un 49% aunque su Icgr
solo disminuye un 2% esto se podria deber al arreglo de la cadenas lo que permite seguir
conservando zonas cristalinas pero de menor tamafio.

7.2.10 Pruebas mecanicas

Después de un ensayo de tensién o compresién para un material cualquiera, se construye
el diagrama en el que se pueden analizar los datos obtenidos, sobre el cual se trazan los
valores del esfuerzo unitario (P/A) como las ordenadas y los valores de las deformaciones
unitarias (AL/L) como las abscisas, obteniéndose una gréfica similar a la mostrada en la
Figura 23. La curva inicia en el origen hasta llegar a un punto P, que es el limite de
proporcionalidad del material. Para un esfuerzo mayor que el esfuerzo en el limite de
proporcionalidad (o p1), ya no se cumple la ley de Hooke (Fitzgerald, 1990).

Mas adelante entra el punto Y en donde la curva disminuye su pendiente, se hace mas
horizontal e incluso puede bajar ligeramente y el material se deforma con muy poco o
ningn aumento de la carga. El material fluye o se deforma plasticamente. Al esfuerzo en
este punto se le llama esfuerzo en el punto de fluencia, oy (Fitzgerald, 1990).

Posteriormente, la curva incrementa su pendiente y alcanza su valor maximo en U. El
esfuerzo en este punto (oy) es el esfuerzo ultimo del material, que es el maximo esfuerzo
gue el material es capaz de soportar. Después, la curva desciende hasta el punto F donde
ocurre la fractura del material (Fitzgerald, 1990).

El intervalo plastico de un material es el intervalo de esfuerzos, dentro del cual el material
permanece elastico; es decir, regresa a su estado original después de eliminar la fuerza
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aplicada. En este intervalo los esfuerzos son menores que el punto de fluencia. Cuando
dichos esfuerzos exceden el punto de fluencia, tiene lugar un flujo plastico, y el material
nunca vuelve a recuperar su forma original. Este intervalo de esfuerzos se llama intervalo
plastico (Fitzgerald, 1990).

Zona plastica

Zona eléastica

Esfuerzo unitario, o

'

* IN

0 Deformacién unitaria, ¢ = ¢

Figura 23. Ejemplo de diagrama de esfuerzo-deformacion uﬁitario para un material
(Fitzgerald, 1990).

La expresion para la pendiente 6=Ac/Ag, es también la definicion del mdédulo de
elasticidad o modulo de Young (E=o/¢) esta contante de proporcionalidad fue introducida
en la ley de Hooke. Una indicacion del modulo de elasticidad (o rigidez relativa) del
material puede obtenerse observando de la porcion inicial de la curva. Entre mayor es la
pendiente de la curva, mayor es modulo de elasticidad (o rigidez relativa) del material
(Fitzgerald, 1990).

Conociendo las regiones que conforman un diagrama de esfuerzo-deformacién se
prosigue a analizar los diagramas obtenidos para cada uno de los copolimeros. Cabe
mencionar que este analisis solo se realizd al segundo lote de materiales; es decir, a los
sintetizados con el segundo quitosano (L3) debido a que no se contaba con las suficientes
peliculas para realizar dicha prueba.

7.2.10.1 Esfuerzo de ruptura a la extension

Las peliculas elaboradas a base de polisacéridos se han reportado en la literatura como
fragiles, poco flexibles y quebradizas (Sothornvit & Krochta, 2000), estas caracteristicas
se observan en las peliculas de quitosano, es por ello que en el presente trabajo se
funcionalizan con PLA para formar materiales con mejores propiedades mecanicas.

En la Figura 24 se muestran los ejemplos de los perfiles esfuerzo-deformacion de en la
prueba de extension de las peliculas de los copolimeros y en la Tabla 17 se muestran los
puntos mas importantes deducidos de los perfiles de extension.

Como se observa en la Tabla 17, el copolimero mas elastico fue el QPAL (48200.40kPa),
el cual necesita un esfuerzo maximo alto (15998.33kPa) para poder romperse, sin
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embargo no se extendi6 demasiado solo un 56%. Por otro lado, QPLA (39099.20kPa)
exhibié un valor de modulo de Young menor que el material anterior resultando menos
elastico por lo que necesita un menor esfuerzo para llegar a su fractura (6411.04kPa) y
solo se extiende un 33%. Estos dos materiales, al tener un mayor porcentaje de
incorporacién, se mejora el grado de entrecruzamiento fisico de las cadenas a través de la
agregacion de cadenas laterales hidrofobas lo que conduciria a una disminucion
correspondiente de la movilidad de la cadena del quitosano aumentando la resistencia a
la extension. Por otro lado, QAL (4763.98kPa) presentd un modulo de Young con un
esfuerzo maximo proporcional al médulo de elasticidad y por ello al ser mas plastico que
elastico su elongacién es de 113%.

Los valores de las propiedades mecanicas de cada copolimero fueron en casi todos los
casos mayores comparadas con valores de formulaciones de peliculas de quitosano
reportados por He et al, (2011), las cuales tenian un médulo de Young entre 1000 y
12000kPa y un esfuerzo maximo entre los 620 y 2730 kPa.
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Figura 24. Perfiles de esfuerzo-deformacion de extension de QAL, QPAL y QPLA.

Pero contrastan con los reportados por Peschel et al (2007) quien desarrollo peliculas de
polihidroxialcoholes (PHA) con quitosano, obteniendo en una de sus formulaciones
valores similares a los reportados en este trabajo, sin embargo con otra formulacién de
quitosano y PHA se obtuvieron valores mayores a los reportados en este trabajo en
cuanto a propiedades mecanicas.
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Tabla 17. Propiedades mecanicas obtenidas de la fuerza de ruptura a la extensién para
QAL, QPALY QPLA.

Muestra Maodulo de Young (kPa) Esfuerzo Max (kPa) Elongacion (%)

QAL 4763.98 +292.76 4667.26 +447.53 113.41 +11.23
QPAL 48200.40 +9518.58 15998.33 +2346.13 56.85 +7.43
QPLA 39099.20 +14629.97 6411.04 +1369.90 33.91 +3.79

Los resultados son promedios de cinco determinaciones y sus desviaciones estandar.
7.2.10.2 Prueba de esfuerzo a la puncién

Estos mismos materiales fueron sometidos a una prueba de puncién en la que los perfiles
de cada material se observan en la Figura 25 y las propiedades mecanicas en la Tabla 18.
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Figura 25. Perfil de esfuerzo-deformacién de puncion para QAL, QPAL y QPLA.

Tabla 18. Propiedades mecénicas obtenidas de la fuerza de ruptura a la puncion para
QAL, QPAL y QPLA.

Muestra Mddulo de Young (kPa) Esfuerzo Max (kPa) Elongacion (%)

QAL 442.74 +122.18 132.16 +40.59 23.63 +0.10
QPAL 2507.26 +1299.94 493.98 +233.72 16.33 +7.28
QPLA 824.00 +375.56 229.05 +83.79 23.03 +1.11

Los resultados son promedios de cinco determinaciones y sus desviaciones estandar.

En esta prueba los materiales muestran resultados similares en cuanto al orden de
presentar de mayor a menor médulo de elasticidad. Y como se menciond, el valor del
moédulo va relacionado con un mayor porcentaje de incorporacion. Sin embargo estos
resultados son mas bajos a los reportados en la extension lo que podria deberse al area
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donde se aplica la fuerza que ahora es mayor, sin embargo estos valores son mayores a
los reportados en la literatura.

7.2.11 Pruebas fisicoquimicas
7.2.11.1 Prueba de porciento de hinchamiento (%H)

Normalmente, el comportamiento de hinchamiento de los materiales poliméricos depende
de las magnitudes relativas de la difusién del agua y los tiempos de relajacion del
polimero; en el pH fisiol6gico los copolimeros presentan el mismo comportamiento de
hinchamiento, aunque el proceso de hinchamiento es mucho mas répido y requiere
menos tiempo para alcanzar su equilibrio comparado con el proceso de hinchamiento en
pH &cidos, en los cuales el proceso es mas lento pero se obtiene un mayor porcentaje de
hinchamiento debido a la protonacién del grupo amino del quitosanos.

Con esta prueba se determiné la cantidad de liquido (medio DMEM pH 7.4) que absorbe
el polimero para su posterior uso en las pruebas biol6gicas por lo que en la Figura 26 y 27
se observa las cinéticas de hinchamiento a través del tiempo y en la Tabla 19 se observa
el valor del porcentaje de hinchamiento de los diferentes copolimero.
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Figura 26. Perfil de hinchamiento de los copolimeros del quitosano C1 a través del
tiempo.

69



—=4=—QAL(L3) == QAL+S(L3) QPAL(L3) =><=QPLA (L3)

200 -

150

100

Hinchamiento (%)

50

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

Figura 27. Perfil de hinchamiento de los copolimeros del quitosano L3 a través del
tiempo.

Esta cinética se siguid por catorce dias para determinar si el polimero llegaba a un punto
estable o dar una un panorama de su degradacién. Cabe mencionar que para los calculos
de la Tabla 19 se tom6 el maximo hinchamiento debido que los tres materiales se
comportaron como un hidrogel iénico, es decir, que fueron muy sensibles a los cambios
de pH del medio, cambiando su capacidad de hinchamiento haciendo dificil tomar un
punto estable que no variara en un 2%, y si llegaba a un seudo-punto estable era cuando
el polimero se deshinchaba; el problema de esto es que el polimero se volvié a hinchar
como se observé en lo perfiles de cada uno de los copolimeros.

Tabla 19. Porcentaje de hinchamiento en medio DMEM a 36.5 °C de QAL, QPAL y QPLA
preparados con de los quitosanos C1ly L3.

Material Hinchamiento quitosano C1 (%) Hinchamiento quitosano L3 (%)
QAL 367.78 £0.0089 135.88 +0.0178
QAL+S 168.17 =0.0002 148.39 +0.0033

QPAL 355.02 +£0.0014 109.95 +0.0206

QPLA 252.94 +0.0031 188.94 +0.0026

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Como se observa en la tabla 19, QAL (C1) absorbe mas medio que QAL (L3), esto pudo
ser porque el primero tiene mas cadenas laterales hidréfobas o mayor porcentaje de
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incorporacion que el segundo, lo que conduciria a un aumento de la capacidad de
hinchamiento de QAL (C1) debido a que se vuelve un material mads amorfo como se
observa en los perfiles de rayos X.

Sin embargo QPAL y QPLA del segundo quitosano (L3) absorben menor cantidad de
medio que su contraparte QPAL y QPLA del primer quitosano (C1), esto debido a que al
hacer crecer en mayor medida las cadenas laterales hidr6fobas se hacen mas fuertes los
enlaces de hidrégeno entre éstas, formando la estructura cristalina del PLA como se
observa en los perfiles de rayos X para los primeros copolimeros, lo que conducira a la
reduccién de la capacidad de hinchamiento de las muestras.

Estos valores a los encontrados en la literatura son bajos, debido a que Depan et al,
(2006) reportan un copolimeros de quitosano-g-acido lactico y montmorillonita que hincha
desde un 219 a 480% en sus diferentes formulaciones.

7.2.11.2 Prueba de erosion (%E)

En esta prueba se determin6é de manera aproximada el tiempo de degradacién de los
copolimeros simulando condiciones experimentales de las pruebas biologicas, los
resultados obtenidos en esta prueba sirvieron para determinar tiempos de analisis en las
pruebas biolégicas debido a que se busco tener adhesion celular antes de que el polimero
se degradara en un 50%. En el Figura 28 se muestra como se degradaron los
copolimeros del quitosano C1 a través tiempo (14 dias).
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Figura 28. Cinética de degradacion en medio DMEM de QAL, QPAL y QPLA preparados
a partir del quitosano C1.
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Se observa en la Figura 28 los polimeros fueron degradando de forma constante hasta los
13 dias que es cuando hay una cambio en las pendientes de las curvas de degradacion,
el compuesto que mas degrado fue QAL (43%), después QPLA (39%) y por ultimo QPAL
(33%). Esto debido a que en el injerto los materiales adoptan una estructura amorfa
(perfiles de difraccion de rayos X), siendo el orden de cobmo degradan de mayor a menor
similar a al perfil de difraccion del compuesto més amorfo al menos amorfo.

En el Figura 29 se muestra como se degradaron los copolimeros del quitosano L3 a
través tiempo (14 dias).
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Figura 29. Cinética de degradacion en medio DMEM de QAL, QPAL y QPLA preparados
a partir del quitosano L3.

La degradacion alta de estos materiales se debe principalmente al PLA, debido a que la
etapa de degradacion de este compuesto inicia por sus regiones amorfas con una mayor
velocidad de absorcion de agua, induciendo la hidrélisis de las cadenas amorfas.

Por otro lado, los materiales a base del quitosano L3 en contraste con los materiales
anteriores tuvieron menor degradacion, siendo QPAL (26%) el que mas se degrado,
seguido de QAL (25%) y por ultimo QPLA (13%), el valor de degradacién de QPAL se
debe a que sigue en una forma amorfa como se observa en el perfil de rayos X, mientras

que para QAL y QPLA se puede deber a la degradacion tanto del PLA como del
quitosano.
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Estos ultimos valores de degradacion fueron similares a los reportados por Xie et al,
(2010) en un copolimero de quitosano-g-poli (lactido y glicolido). En condiciones similares
a este experimento, sus polimeros degradaron alrededor de entre un 13.6% y 20% en sus
diferentes formulaciones en un tiempo de 2 semanas.

7.2.12. Determinaciones de 4ngulo de contacto

Durante la realizacion de las pruebas biol6gicas se observé que al inocular con la
suspension de células la gota no se diseminaba lo que indicaba hidrofobicidad del
material, por lo que se les realiz6 una prueba de angulo de contacto a los materiales
sintetizados (Tabla 20).

Tabla 20. Angulo de contacto para los copolimeros QAL, QPAL y QPLA sintetizados a
partir del quitosano L3.

Copolimero Angulo de contacto

()

QAL(L3) 73.47 +2.20
QPAL(L3) 93.97 +2.16
QPLA(L3) 94.11 +2.31
Teflon 119.03 +5.20

Los resultados son promedios de tres determinaciones y sus desviaciones estandar.

Los copolimeros QPAL y QPLA por tener una mayor incorporacion moléculas AL son
hidrofébicos en su superficie, mientras que QAL es hidrofilico en su superficie. Esto
mismo fue reportado por Xie et al, (2010) y Depan et al, (2006), que a una mayor
incorporacién de PLA se obtiene un mayor angulo de contacto, por la formacién de zonas
hidrofébicas.

7.3 Pruebas biolégicas: viabilidad de fibroblastos humanos vy actividad
antimicrobiana.

7.3.1 Ensayos celulares con los polimeros del gquitosano C1.
7.3.1.1 Primer ensayo celular.

En el ensayo solo se trabajo con QAL, QPAL y QAL+S (este ultimo material es QAL con la
adicion de 1% de sorbitol para alargar su vida media, porque el sorbitol funciona como un
plastificante), y QPLA no se incluyd porque no pudo ser cortado, estaba muy seco. Estos
fueron cortados en circulos de 5mm de diametro para que al momento de hinchar cubriera
el pozo completo de la placa. Después de ser esterilizados se lavaron 7 veces con PBS y
después 5 veces con medio, se dejaron secar en la campana de flujo laminar, después se
inocularon con una cantidad de 50 mil células, se dejaron por alrededor de una hora en
incubacién para permitir la adhesion de las células y después se agregaron 200 uL de
medio y se dejo incubando por 5 dias.
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Resultados: En las unidades experimentales se observé una gran cantidad de células
pero sin adherirse a los polimeros, estos resultados pudieron haberse debido a que el
medio se acidificé (pH 6.3) porque los lavados no fueron los suficientes para retirar todas
las impurezas del copolimero. Sin embargo por falta de calceina no se realizo la prueba
de viabilidad celular. Se realizd la microscopia electrénica de barrido (MEB) tanto a los
controles como a los experimentales sin encontrar ninguna célula.

7.3.1.2 Segundo ensayo celular.

Debido a que en el ensayo anterior no hubo presencia de células por la acidez del medio,
se aumento el nimero de lavados de PBS (10) y se agregaron tres lavados con un medio
basificado y los 5 con medio DMEM para tener los materiales en las condiciones idéneas
(el polimero este a pH fisioldgico y estéril) de cultivo. En este ensayo se incluyé el material
QPLA.

Resultados: A los 5 dias de cultivo la cantidad de células disminuy6 aproximadamente un
25% en comparacion con el dia 0, no se observaron células adheridas a los polimeros
pero siguen estando en su forma de esférica; cabe mencionar que en QPLA y QPAL se
complicé el observar las células debido a su forma rugosa por lo que resulté dificil enfocar
dichas células. En la prueba de viabilidad celular los polimeros presentaron células vivas
(verde fluorescente) y muertas (rojo); sin embargo las células vivas no estuvieron
adheridas a los polimeros por lo que no estan expresando su fenotipo (tienen una
morfologia alargada). La MEB de las unidades experimentales revel6 que éstas no
presentaron células. En este ensayo la ausencia de células podria atribuirse al lavado de
los polimeros con el medio basico, que al basificar el medio causé la muerte de las
células. Debido a que en este ensayo no se obtuvo resultado favorable con las células se
realizo un tercer ensayo.

7.3.1.3 Tercer ensayo celular.

En este ensayo se compar6 el efecto de lavar tres veces contra lavar solo una vez los
polimeros con medio DMEM basico, debido a que el en el ensayo anterior se atribuyo la
muerte celular a que el medio se basificd, se realiza este ensayo para comprobar o
rechazar la hipétesis de que fue por el medio basico, los demas lavados fueron igual que
el ensayo anterior.

Se determiné que habia mas células en el tratamiento con tres lavados que con un lavado
con medio basico. En la prueba de viabilidad celular se observé que en los polimeros
habia tanto células vivas como muertas pero no adheridas; ademas, con estas
condiciones de lavado los polimeros se degradan, por lo que se determino usar solo un
lavado con medio basico. Los resultados de este ensayo sirvieron para Establecer el
protocolo de lavado de los materiales, el cual consiste de 10 lavados con PBS, 1 lavado
con medio basico y 5 lavados con medio solo. Las micrografias de este ensayo se
observan en el anexo A4. Porque sigue sin haber adhesién celular (anexo A4).
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7.3.1.4 Cuarto ensayo celular.

Debido a que las células no se adhirieron en los métodos anteriores, se incluyé al método
un paso mas, que consistié en agregarle a los polimeros fibrin6geno para determinar si
las células vivas se podian adherir, el fibrinbgeno coadyuva en la adhesién celular porque
es precursor de la fibrina, ésta forma una red tridimensional la cual permite el alojamiento
de las células con una alta tasa de proliferacion (Meana et al, 1998; Pellegrini et al, 1999).
En la Figura 30 se presentan las micrografias de luz visible de los copolimeros.

Se observa que en los cuatro polimeros hubo células, como en los tres ensayos
anteriores. Solo que a diferencia de los tres ensayos anteriores ahora en QAL con ayuda
del fibrinégeno las células estaban adheridas al material y expresando su fenotipo (forma
alargada). En este ensayo también se incluyé una unidad experimental en la que solo
serian la células mas fibrinbgeno para determinar si la expresion del fenotipo se debia por
el fibrinbgeno, pero los resultados indican que las células en fibrinégeno solo se quedan
con su morfologia de inicio.

Al igual que en los casos anteriores a los polimeros con células se le realizé la prueba de
viabilidad para determinar si las células observadas estaba vivas o muertas, los
resultados se observan en la Figura 31, En donde se aprecia que en todos los polimeros
hay células vivas y muertas, como en los ensayos anteriores, sin embargo la diferencia
con los ensayos anteriores y en particular en el polimero QAL, se observan células vivas
adheridas y expresando su fenotipo, es decir, tiene una forma alargada. La adhesién y
viabilidad en un solo copolimero fue por la dificil aplicacion del fibrinbgeno en la superficie
de los polimeros, por lo que no se tuvo una capa homogénea en la superficie de lo mismo
que hiciera comparable este experimento. ademas si agrega el fibrindbgeno no se evalla la
citocompatibilidad del polimero, puesto que los fibroblastos crecerian sobre la matriz
formada por este compuesto y no directamente en el copolimero.

Este fue el Ultimo ensayo con los materiales del primer lote pues con la informacion
recabada de estos ensayos se sintetizaron los materiales con el quitosano L3 tratando de
eliminar las deficiencias de los anteriores materiales.
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Figura 31. Micrografias de fluorescencia de la prueba de calceina de los polimeros de
quitosano C1 de cuarto ensayo.



7.3.2 Ensayos celulares con los polimeros del quitosano LS.
7.3.2.1 Primer ensayo celular.

Las mejoras que se hicieron a los materiales sintetizados a base del quitosano L3 con
respecto a los materiales anteriores fue disminuir el color amarillo de las peliculas que
hacian dificil el andlisis al microscopio, ademas, los materiales QPLA y QPAL se hicieron
lisos porque su textura rugosa no permitian enfocar en el microscopio a las células y éstas
se degradaban mas rapido.

En este ensayo se analizaron los nuevos polimeros con el mismo protocolo de
acondicionamiento realizado con los materiales del quitosano anterior. Sin embargo se les
hicieron més lavados tanto de PBS (15) como de medio (10) porque no se estabilizaban a
un pH de 7.4. Por otra parte el tamafio de los materiales cambid de 5 a 8 mm de diametro
debido a que estos materiales hinchaban menos y no cubrian el pozo de la placa
comparados con los del lote anterior, cuando se logrd obtener las condiciones deseadas
se realiz6 el experimento con las células y después del quinto dia de cultivo se analizaron.

Se realizé la prueba de viabilidad celular y al igual que con el quitosano anterior, se
encontraron células vivas y muertas pero no adheridas y mantenian su forma esférica, lo
cual se atribuy6 al bajo pH del medio. Debido a que los resultados de los ensayos de
cultivo celular no habian resultado satisfactorios, se decidié realizar un ensayo mas en el
gue se harian dos nuevos tratamientos a los polimeros.

7.3.2.2 Segundo ensayo celular.

En este ensayo a los materiales se les realiz6 una segunda purificacion, con acetona en
un soxhlet, después se lijaron ( con una lija de agua, haciendo circulos de forma suave)
en la superficie debido a que se tiene la teoria que estos compuestos en la superficie son
hidrofébicos debido al porcentaje de incorporacion de acido lactico. Después de estos
tratamientos los materiales se acondicionaron con el protocolo determinado con los
materiales del quitosano C1 y se agregd un lavado con agua desionizada. A estos
materiales se les realiz6 la prueba de viabilidad con el mismo método que a los anteriores
materiales. Los resultados se muestran en la Figura 32.

La figura reveldé que los materiales QAL y QAL+S presentan células vivas adheridas y
alargadas, mientras que en los de QPAL y QPLA no hubieron células adheridas pero si
vivas. Entonces estos dos tratamientos en la preparacion de los materiales fue clave para
la adhesion celular. Entonces para comprobar la teoria de que los polimeros eran
hidrofébicos en su superficie se realiz6 una prueba de angulo de contacto (Seccion
7.2.12) en la cual se corrobora que los materiales QPAL y QPLA son ligeramente
hidrofébicos en su superficie lo que impide la interaccién con las células puesto que al no
deshacerse la gota de agua, las células quedan flotando en la gota sin romper la tension
superficial del agua (medio). Ademas surgio la pregunta de si el hecho de haber realizado
una segunda purificacion a los materiales les habia ayudado a la adhesion, por lo que
consiguientemente se realizdé un ensayo mas.
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Control Polimero Polimero + Células
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Figura 32. Prueba de calceina para los polimeros QAL, QPAL y QPLA del quitosano L3,
del segundo ensayo.
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Entonces, la primera purificacion para los materiales QPAL y QPLA fue una precipitacion
directa en acetona mientras que para QAL y QAL+S se realiz6 en un Soxhlet por 12
horas, la segunda purificacién para los copolimeros se llevo en el Soxlhet por 6 h por lo
gue el proceso de purificacion del material QAL y QAL+S fue en un tiempo total de 18 h
en Soxhlet.

7.3.2.3 Tercer ensayo celular.

Debido a que en el anterior ensayo no hubo ninguna adhesion de las células en los
materiales QPAL y QPLA, estos materiales se descartaron de estas pruebas celulares y
solo se trabajaron con QAL y QAL+S debido a que se logr6 la adhesion celular. Por lo
tanto, en este ensayo se evalud el efecto de una segunda purificacion a los materiales
QAL y QAL+S, y materiales sin esta purificacion, y se les dio el mismo protocolo de lavado
que a los anteriores materiales asi como el lijado. Después de preparados, los materiales
fueron inoculados y después de 5 dias de incubacion se les realiz6 la prueba de viabilidad
celular. Los resultados se observan en la Figura 33. En donde las micrografias muestran
gue los materiales purificados dos veces vy lijados permiten la adhesion celular y por lo
tanto se encontraron células vivas y alargadas, mientras que en los que no recibieron este
tratamiento hubieran células vivas pero sin adhesion celular.

7.3.2.4 Cuarto ensayo celular.

Los resultados de estos ensayos celulares fueron: los polimeros QAL y QAL+S purificados
por 18 h fueron los que presentaron fibroblastos vivos y adheridos por lo que se descarto
a QPLA y QPAL para las pruebas biolégicas, en cuanto al tamafio se cortaron a 8 mm
porque con el tamafio anterior no se logré cubrir el pozo completamente. Por otro lado, el
protocolo estandar final de acondicionamiento de los polimeros después de la
esterilizacion quedo de la siguiente manera: 10 lavados de PBS, 1 lavado con DMEM
béasico y 5 lavados con DMEM, y 1 lavado con agua desionizada, sin la necesidad de lijar
los polimeros. Con estos resultados se realizé6 un cultivo celular con mas tiempo de
incubacién para determinar si las células siguen vivas. Por lo que los polimeros después
de ser inoculados e incubados se analizaron por medio del kit de calceina a los 5y 10
dias. Los resultados se presentan en la Figura 34. Como se observa, en la Figura 34 a los
5 dias las células comienzan a adherirse y expresar su morfologia pues cambian de su
forma esférica a alargada, a los 10 dias se tiene una mayor cantidad de células debido a
gue el quitosano promueve la proliferacién de los fibroblastos como lo observd Yao et al,
(2003) y ademas los fibroblastos estan mas alargados. La no adhesion en los primeros
materiales y la muerte de las células estaba relacionada con la degradacion de los
compuestos, principalmente como se observo en la seccién 7.2.11.2, que por tener una
estructura amorfa los polimeros, se degradaban méas rapido en las cadenas laterales
superficiales compuestas de PLA (zonas amorfas) liberando al medio monémero (&cido
lactico) lo que acidifica el medio, causando cambios en la membrana de las células y
dando como resultado la no adhesion al polimero y en algunos casos hasta la muerte
celular.
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Control Polimero  Células + Polimero
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Figura 33. Prueba de calceina para QAL y QAL+S del quitosano L3 del tercer ensayo
celular.
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Figura 34. Prueba de viabilidad de QAL y QAL+S del quitosano L3 del cuarto ensayo.

82



En el caso de los segundos materiales, la no adhesion en los primeros ensayos pudo
deberse a la misma razén que en los primeros polimeros, pero después de la segunda
purificacion se observé que no habia muerte celular, sin embargo seguian sin adherirse la
células, esto se debe a la relacién de hidrofilidad/hidrofébicidad de los compuestos, es
decir, el quitosano es un compuesto hidrofilico comparado con el PLA que es mas
hidrofébico; al hacer el injerto, las cadenas se acomodan formando regiones hidrofébicas
(formadas de PLA) gque en los compuestos de QPAL y QPLA quedaron en la superficie de
las peliculas y aunque se lijaron, el arreglo de los mismos (secciébn 7.2.8) seguia
exponiendo zonas hidréfobas.

Estas zonas hidrofobas al contacto con el agua del medio formaban una zona cargada
negativamente causando una repulsion de cargas con las cargas negativas de las
membranas celulares, impidiendo asi la adhesion celular.

A diferencia de lo reportado por Yao et al, (2003) y Xiao et al, (2008), en este trabajo se
muestra la adhesion de los fibroblastos a los materiales y no la proliferacibn como
evidencia de que el material tiene potencial para funcionar como un andamio celular.

Al comparar con lo reportado por Ding et al, (2004) en el presente trabajo se tienen
mejores resultados, ya que estos investigadores muestran micrografias de luz visible de
fibroblastos pero en un tiempo de 2 dias las células aun siguen en su forma esférica, sin
mostrar adherencia, ademas de que no demuestran si estan vivas o0 muertas.

Ademas, se muestran resultados similares en cuanto a adhesion celular a lo reportado por
Xie et al, (2010) quienes en un sistema de quitosano /poli (lactido-co-glicolido) muestran
adhesion celular de fibroblastos pero hasta los 7 dias de cultivo celular.

7.3.3 Prueba de actividad antimicrobiana de los materiales.

Debido a que el quitosano en ciertas condiciones (pH menores a 6) actda como un agente
microbiano se realiz6 una prueba de inhibicion para probar si los materiales aparte de
tener un posible uso como andamio celular podian dar proteccion contra infecciones
bacterianas, por lo que se utilizé la cepa de P. aeruginosa que es una de las principales
bacterias causante de infecciones en nosocomios. Los resultados se muestran en la figura
35.
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Figura 35. Efecto de inhibicion de los materiales a base de quitosano L3.

Como se observa en la figura 38 el compuesto que causa mas inhibicién en la curva de
crecimiento es el compuesto QAL, pero al hacer la comparacién en la tasa especifica de
crecimiento se observa que el mas inhibitorio es QPAL, sin embargo los tres materiales
disminuyen un 75% las tasa de crecimiento de la bacteria. Esta inhibicién puedé deberse
a que conforme la bacteria va creciendo y consume los componentes del medio va
acidificando ligeramente (pH 5.8) lo que resulta en la protonacién de los grupos amino
libres que son capaces de interactuar con las cargas negativas de la membrana de la
célula microbiana produciendo asi cambios en la permeabilidad del agua vinculante y

trazas de metales (Devlieghere et al, 2004).
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CONCLUSIONES

Se prepard y caracterizé quitosano a partir de quitina obtenida por método biolégico
preservando su estructura cristalina que es muy importante en las aplicaciones bioldgicas,

ademas de tener la calidad para ser utilizado en aplicaciones biomédicas.

Con el quitosano se prepararon tres diferentes materiales por policondensacion y
polimerizacién por apertura de anillo. Siendo el material preparado por policondensacion
pero con catalizador con el que se obtuvo una mayor incorporacion de unidades de acido
lactico (QPAL), seguido el compuesto preparado por polimerizacion por apertura de anillo
(QPAL) y por altimo, el compuesto preparado por policondensacién pero sin catalizador
(QAL); lograndose en los tres materiales la union de PLA en los grupos amino del

quitosano.

Comparando entre si, los materiales con un mayor porcentaje de incorporacion
presentaron buenas propiedades mecéanicas pero son menos termoestables y con arreglo
mas amorfo, por otro lado los materiales con baja incorporacién preservaron su estructura

cristalina haciéndolos mas termoestables pero con bajas propiedades mecanicas.

El material preparado por policondensacion QAL permitié la adhesién y viabilidad de los
fibroblastos mientras que los materiales QPAL preparado por policondensacion pero con
catalizador y QPLA preparado por PAA no presentaron adhesién celular. Por otro lado, los
tres materiales inhibieron hasta en un 75 % el crecimiento de la bacteria P. aeruginosa

conservando sus propiedad microbiana aun después del injerto del PLA.
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ANEXOS

Al. Composicion de los medios, antibidticos y PBS usados en los cultivos celulares.

En la Tabla Al.1 se observa la composicion del medio de cultivo DMEM/F12 la cual es un
medio complejo con los nutrientes y factores de crecimiento necesario.

Tabla A1.1 Composicién del medio de cultivo DMEM/F12.*

Componentes Peso Concentracion mM
Molecular (mg/L)
Amino Acidos
Glicina 75 30 0.4
L-Arginina hidroclorato 211 84 0.398
L-Cistina 2HCI 313 63 0.201
L-Glutamina 146 584 4
L-Histidina hidroclorato-H20 210 42 0.2
L-Isoleucina 131 105 0.802
L-Leucina 131 105 0.802
L-Lisina hidroclorato 183 146 0.798
L-Metionina 149 30 0.201
L-Fenilalanina 165 66 0.4
L-Serina 105 42 0.4
L-Treonina 119 95 0.798
L-Triptofano 204 16 0.0784
L-Tirosina sal disédica dihidratada 261 104 0.398
L-Valina 117 94 0.803
Vitaminas
Cloruro de Colina 140 4 0.0286
D-Calcio pantotenato a77 4 0.00839
Acido Félico 441 4 0.00907
Niacinamida 122 4 0.0328
Piridoxina hidroclorato 204 4 0.0196
Riboflavina 376 0.4 0.00106
Tiamina hidroclorato 337 4 0.0119
i-Inositol 180 7.2 0.04
Sales Inorganica

Cloruro de Calcio (CaCl,) (anhidro) 111 200 1.8
Nitrato Férrico (Fe(NO3); 9H,0) 404 0.1 0.000248
Sulfato de Magnesio (MgSO,) (anhidro) 120 97.67 0.814
Cloruro de Potasio (KCI) 75 400 5.33
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 84 3700 44.05
Cloruro de Sodio (NacCl) 58 6400 110.34
Fosfato de Sodio monobasico 138 125 0.906

(NaHZPO4-H20)

Otros Componentes
D-Glucosa (Dextrosa) 180 4500 25
Rojo Fenol 376.4 15 0.0399
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En la Tabla Al1.2 se observa la composicién del antibiético basado principalmente en los
farmacos anfotericina B, estreptomicina y penicilina. En la Tabla Al.3 se observa la
composicion de la solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS), como se observa la
solucion ademas de ser un amortiguador también actlla como una solucién salina para
mantener las condiciones osmoticas de las células constantes.

Tabla A1.2. Composicién del antibiético usado en las pruebas bioldgicas.?

Formula: Liquido
Agente: Amfotericina B,
Penicilina,
Estreptomicina
Concentracion: 100 X
Tamafo de Producto: 100 ml
Tipo de Agente: Anti-Micotico,
Antibiético
Aplicacion Validada: Prevencién de Contaminacion
de Cultivos Celulares
Declaracion Regulatoria: Use solo para investigacién. No se use para
terapia o diagnostico de ningan animal o
ser humano.

Tabla A1.3 Composicién de la solucién amortiguadora de fosfatos (PBS).?

Componentes Peso Concentracion mM
Molecular (mg/L)
Sales Inorganicas
Fosfato de Potasio monobésico 136 1440 10.59
(KH,PO,)
Cloruro de Sodio (NaCl) 58 90000 1551.72
Fosfato de Sodio dibasico 268 7950 29.66

(Na,HPO,-7H,0)

Y en la Tabla Al.4 se aprecia la composicion del medio de cultivo Hanks el cual se utiliza
en la preparacién de las muestras para la prueba de viabilidad celular.

Tabla A1.4 Composicién del medio Hanks.®

Componentes Peso Concentracion mM
Molecular (mg/L)

Sales Inorgéanicas
Cloruro de Calcio (CaCl,) (anhidro) 111 140 1.26
Cloruro de Magnesio (MgCl,-6H,0) 203 100 0.493
Sulfato de Magnesio (MgSO,-7H,0) 246 100 0.407
Cloruro de Potasio (KCI) 75 400 5.33
Fosfato de Potasio monobasico 136 60 0.441
(KH,PO,)
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 84 350 4.17
Cloruro de Sodio (NaCl) 58 8000 137.93
Fosfato de Sodio dibasico (Na,HPO,) 142 48 0.338
anhidro

Otros Componentes
D-Glucosa (Dextrosa) 180 1000 5.56
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A.2 Espectros complementarios del andlisis de 'H-RMN, las cuales son: de los
copolimeros QPAL y QPLA, y de las tres pruebas de purificacién para el compuesto QAL,
todos del quitosano C1.

Entonces, en las Figura A2.1, A2.2 y A2.3 se observan los espectros de 'H-RMN del
compuesto QAL obtenido en las diferentes técnicas de purificacibn con acetona. Los
primeros 3 espectros, serviran de ejemplo para recordar cual son las bandas
caracteristicas de los compuestos nativos. Y los ultimos espectros corresponden a los
copolimeros QPAL y QPLA del quitosano C1, para corroborar que aparecen las bandas
indicadas en los primeros espectros de *H-RMN, comprobando la unién del &cido lactico y
el quitosano en los diferentes materiales.

| am L)

Acido lictico

AHi
Quitosano

) D

T T T T T T T T T T 1 I T T T T T
PPM 48 46 44 42 40 38 38 34 32 20 28 28 24 22 20 18 16 14 12 10

Verical Scale = 114788

Figura A2.1. Espectro de H-RMN del copolimero QAL purificado por precipitacion directa
con acetona.

En las Figuras A2.4 y A2.5 se observan los espectros de los copolimeros QPAL y QPLA
respectivamente, del quitosano C1.

Los cuales son complementarios de la tesis y en los que se observan al igual que los
anteriores las bandas caracteristicas a 1,4 ppm la banda correspondiente a los protones
del metilo del acido lactico, mientras que los relacionados con el quitosano se observan
los masivos Ay B entre 3y 4 ppm, con lo que corroboramos la unién del quitosano y los
derivados de éacido lactico.
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Figura A2.2. Espectro de H-RMN del copolimero QAL purificado por precipitaciéon directa
en frio con acetona.
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Figura A2.3. Espectro de H-RMN del copolimero QAL purificado por precipitacién por
goteo en frio con acetona.
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Figura A2.4. Espectro de H-RMN del copolimero QPLA del quitosano C1.
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Figura A2.5. Espectro de H-RMN del copolimero QPLA del quitosano C1.
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A.3 Espectros complementarios y ejemplo de promedio del analisis de FTIR de los
copolimeros. QPAL y QPLA y de las tres pruebas de purificacién para el compuesto QAL
del quitosano C1, y sus sobrenadantes.

En la Tabla Al.1 se resumen las bandas caracteristicas del acido lactico y recordando
que las bandas mas importantes fueron las correspondientes al grupo ceto y las flexiones
simétricas de los enlaces de C-H del metilo del acido lactico.

Tabla Al.1 Bandas caracteristicas de los grupos funcionales del espectro de AL.

Estructura del
acido lactico

Frecuencia (cm1) Grupo funcional

3400.79 Grupos —OH
2988.24y 2940.47 | Estiramientos —CH- alcano

1718.50 Estiramiento C=0 0O
1455.06 Flexiones simétricas de los
grupos CH H
1375.55 F'ex'onzsrzgitgﬁas de los
’ OH

Estiramiento de los
1212.6 y 1121.46 enlaces C-O del grupo
acido y ester.

1042.51 Enlaces C-CH;

En la Figura A3.1 se muestra 4 espectros del copolimeros QAL los cuales fueron de las
repeticiones de la técnica de precipitacion directa en acetona, con ayuda de la
herramienta “calcule” del programa “Spectrum” del ATR-FTIR se calculo un espectro
promedio (espectro en color azul), asi facilito la comparacion entre el quitosano nativo y el
acido lactico nativo.

%T

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Figura A3.1 Célculo del espectro promedio de las repeticiones de la purificacion directa
en acetona del copolimero QAL.
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Como se observa en la Figura A3.1 el espectro en azul esta en medio de los 4 espectros,
asi se obtuvo el espectro promedio de todos los compuestos.

En la figura A3.2 se observa el espectro promedio de los copolimeros de QAL en la cual
podemos identificar que presenta gran similitud con el espectro correspondiente al
quitosano, como principales bandas confirmativas de este aparece en 3353.9 cm™ los
grupos OH del polimero, las bandas en 2924.6 y 2853.17 cm™ que corresponden al grupo
—CH, en 1573.7 cm™ los grupos —NH,, en 1068 y 1030.6 aparecen las vibraciones del
esqueleto de la estructura de quitosano, las cuales son indicativo de que la estructura del
esqueleto no se altera durante la reaccidén de sintesis del copolimero. Evidencia de la
unién entre el quitosano y el 4cido lactico se tiene el ensanchamiento de la banda del
grupo amino debido a su traslape con la de las aminas primarias y dos bandas nuevas
caracteristica en 1730.3 y 1454.8 cm™ que nos indica estiramiento del grupo carbonilo y
flexiones simétricas de CH, proveniente de la incorporaciéon de la molécula de &cido
lactico, bandas similares reporta Qu et al, (1999) como indicio de la union entre el
quitosano y el acido lactico.
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Figura A3.2. Espectro de infrarrojo medio del quitosano- acido lactico (C1) (QAL).

Haciendo uso de la herramienta se calcula los espectros promedio de cada una de las
técnicas de purificacion del copolimero QAL, las cuales se comparan en un solo espectro
y con ayuda de la herramienta “compare” del programa del ATR-FTIR se tiene que los
espectros son similares entre 95% (Figura A3.3).

Como se observa en la Figura A3.3 los compuestos son muy similares y las diferencias en
trasmitancia se debe a la preparacion de la muestra, es decir los copolimeros QAL
obtenidos con las técnicas de precipitacién se analizaron como polvo debido al agregado
que formaban, mientras que los purificados en Soxhlet se analizaron en forma de pelicula,
es evidente que el andlisis de FTIR para estos materiales es mejor en pelicula.
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1726.43

1452.86

%T Espectro promedio de QAL por precipitacion directa
Espectro promedio de QAL por precipitacion direta en frio
Espectro promedio de QAL por precipitacion por goteo
Espectro promedio de QAL purificado con sohxlet

1567.84

1026.65
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Figura A3.3 Comparacion de los espectros de QAL de las diferentes técnicas de
purificacion.

Como se menciono en la seccién 6.4.4 a los sobrenadantes después de evaporarle la

acetona, se analizaron y se calculo el promedio de estos, el cual se muestra en la Figura
A3.4.

100.0

3390.41

60 1698.90

50.0

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm1

Figura A3.4 Espectro promedio de los espectros de los sobrenadantes de las diferentes
técnicas de purificacion del copolimero QAL.
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Al analizar la figura A3.4 se determina que el principal compuesto encontrado en los
sobrenadantes es acido lactico, debido a las bandas caracteristicas que presenta, a 1698
la banda del grupo ceto, 1366 la banda correspondiente al metilo y 1232 estiramiento de
los enlaces C-O de grupo acido y éster.

En la Figura A3.5 se muestra el espectro promedio de los copolimeros QPAL del
quitosano Cl,en el cual se observa que presenta gran similitud con el espectro
correspondiente al &cido lactico como principales bandas confirmativas se tiene: 3412.6
cm™ correspondiente al estiramiento del grupo OH, 2984.1 y 2918.32 cm™ debido a
estiramientos—CH- alcano, 1722.4 cm™ estiramiento del C=0, 1454.84 y 1375.5 cm™
flexiones simétricas de los grupos CH y CHs, 1205.06 y 1119.8 cm™ estiramientos de -C-
O- del grupo acido y éster.

Evidencia de unién con el quitosano se tiene bandas que aparece en 1622.3 de una
amida primaria, 1522.2 cm™ de los grupos amino (-NH,), 1312.1 cm™ de una amina
terciaria y en 1083.9 y 1032.02 aparecen las vibraciones del esqueleto de la estructura de
quitosano, las cuales son indicativo de que la estructura del esqueleto no se altera
durante la reaccion de sintesis del copolimero.
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Figura A3.5 Espectro de infrarrojo medio de quitosano-poli &cido lactico (C1) (QPAL).

En la Figura A3.6 se muestra el espectro promedio de los sobrenadantes obtenidos
después de evaporarle la acetona.

106



100.0

95

90

85

80

75
%T

1366.38

70

65

3386.87

60 1698.88

55

50.0

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Figura A3.6 Espectro promedio de los sobrenadantes de QPAL recuperado por filtracion.

En el copolimero hay un gran cantidad de acido lactico, debido al aumento en el aumento
de tafio de las bandas caracteristicas de este, concuerda a lo reportado por Mazo et al,
(2011) que en la formacion de PLA las bandas a 1451 y 1373 cm™ flexiones simétricas de
los grupos CH y CH3 aumentan, la sefial a 1090 cm™ estiramiento -C-O- aumenta por la
formacion de los enlaces éster.

En la Figura A3.7 se observa el espectro de FTIR de QPLA del quitosano C1 que
presenta gran similitud con el espectro correspondiente al quitosano, como principales
bandas confirmativas de este aparece en 1567.8 cm™ los grupos —NH,, en 1065.2 y
1028.8 aparecen las vibraciones del esqueleto de la estructura de quitosano, las cuales
son indicativo de que la estructura del esqueleto no se altera durante la reaccion de
sintesis del copolimero. Ademas aparecen dos bandas nuevas caracteristica en 1727.3 y
1454.5 cm™ que nos indica estiramiento del grupo carbonilo y flexiones simétricas de CH,
y el ensanchamiento de la banda del grupo amino (1567.8 cm™) por el traslape de la
banda de la amina primaria proveniente de la incorporacion de la molécula de &cido
lactico, con lo cual se afirma la sintesis del copolimero.

En la Figura A3.8 se muestra el espectro promedio de los sobrenadantes de QPLA
después de evaporarle la acetona. Y al igual que en los polimeros anteriores se determina
por las bandas en el espectro que su principal componente es acido lactico.
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Figura A3.7. Espectros de infrarrojo medio de quitosano-poli (lactido) (C1) (QPLA).
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Figura A3.8 Espectro promedio de los sobrenadantes de QPLA después de evaporarle la

acetona.

En la figura A3.9 se muestra la comparacion de los espectros promedio de los
sobrenadantes obtenidos después de evaporarle la acetona de los tres copolimeros del

quitosano C1.
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Figura A3.9 Comparacion entre los espectros promedio de los sobrenadantes de QAL,
QPAL y QPLA después de evaporarle la acetona.
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A4. Micrografias de luz visible, fluorescencia y SEM de los primeros ensayos biolégicos.
Cabe mencionar que las micrografias mostradas en esta seccion son las de los primeros
cultivos celulares con los polimeros del quitosano C1.

A4.1 Primer cultivos celular.

En este primer ensayo se trato de dilucidar las condiciones de lavado y el tamafio del
polimero y la cantidad de medio que llevaria el inoculo, después de inoculados se dejaron
incubar por 5 dias y se analizaron. Los resultados de esta prueba se observan en la
Figura A4.1.

Control Células Control
Polimero +Polimero fibroblastos
Dia 5 (10x) Dia 5 (10x)

Figura A4.1. Micrografias de los QAL, QAL+S y QPAL del primer ensayo.

En las cuales en el control como era de esperarse no hay células, mientras que en los
experimentales se observan gran cantidad de células pero sin adherirse a los polimeros,
estos resultados pudieron deberse a que el medio se acidifico. Se realiz6 MEB para
determinar si habia células adheridas aunque no tuvieran la morfologia esperada para
cultivo celular.

Las muestras da cada copolimero fueron cortadas a la mitad y fijadas, también se agrego
un control de cero dias para la comparacion, el cual solo fue humedecido y directamente
observado. Los resultados se observan en la Figura A4.2.
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Control Pdimero Control Polimero Polimero Células + Polimero
Dia 0 (25x) Dia 0 (250x) Dia 5 Dia 5

QPAL

QAL+S

Figura A4.2. Micrografias de SEM los copolimeros control y con células del primer
ensayo.

La Figura A4.2 se observa que la superficie del polimero QPAL es rugosa, con muy
variados relieves, esto se confirma al aumentar la resoluciéon a 250x, el polimero a los 5
dias de cultivo se observa muy erosionado puesto que se disgrega en forma de hojuelas,
por lo en la unidad experimental no se encontraron células; mientras que el polimero QAL
Y QAL+S muestran una superficie lisa a una resolucién de 25x pero al aumentar hasta
250x se observan pequefias fisuras lo que indica que no es homogénea la superficie. Al
observar estos mismos materiales a los 5 dias de cultivo tanto el control como la unidad
experimental presentan erosion pero no tan marcada como en QPAL; sin embargo, no
hubo presencia de células en las unidades experimentales.

A4.2 Segundo cultivo celular.

Debido a que en el ensayo anterior no hubo presencia de células por la acides del medio,
se aumento el nimero de lavados tanto de PBS como del medio plano y se agrego entre
estos dos tres lavados con un medio basificado para tratar de tener los materiales en las
condiciones idéneas a un pH 7.4, en el ensayo se incluyé a QPLA porque en el ensayo
anterior no se pudo cortar.

Los resultados se observan en la Figura A4.3, en el tiempo O en las unidades
experimentales se observa que hay una gran cantidad de células sobre estos, aunque en
los materiales QPAL Y QPLA es dificil apreciacion de las células debido a lo rugoso del
material.
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Polimero + C&ulas Polimero + Céuas ControlPolimero Céllas + Polimero
Dia0 (10x) Dia2 (10x) Dia5 (10%) Dia5 (10X

QAL=S

Flgura A4, 3 Mlcrograflas de qu VISIb|e de QAL QAL+S, QPAL y QPLA del segundo
ensayo.

Las unidades experimentales observadas al dia 3 de cultivo, mostraron la presencia de
células pero estaban aglomeradas como se observa con mas detalle en la micrografia del
copolimero QAL.

A los 5 dias de cultivo la cantidad de células disminuy6 pero no se observaron adheridas
a los polimeros y siguieron estando en su forma de esfera, cabe mencionar que en los
dos primeros polimeros de la Figura A4.3 se complico el observar las células debido a su
forma rugosa por lo que es dificil enfocar dichas células.

Como en las micrografias anteriores se encontraron células se les realiz6 la prueba de
viabilidad celular para determinar si estaban vivas o muertas, los resultados se muestran
en la Figura A4.4.

Los polimeros presentaron células vivas (verde fluorescente) y muertas (rojo), sin
embargo las células vivas no estaban adheridas a los polimeros, por lo que no estaban
expresando su fenotipo, es decir no tenian una morfologia alargada como se observo en
la macrografia de colagena.

Esta unidad experimental con colagena se corrié solo para comparar como deberian estar
las células vivas, adheridas y expresando su fenotipo.
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Control Polimero Células + Polimero
Dia 5 (10x) Dia 5 (10x)

QPLA

QPAL

QAL

QAL+S

Colagena

Figura A4.4. Micrografias con fluorescencia de los copolimeros y de colagena del
segundo cultivo celular.

A la par de la prueba de calceina se realiz6 la prueba de microscopia electronica de
barrido cuyos resultados se muestran en la Figura A4.5.

En la Figura A4.5 se observa que tanto los controles como los experimentales presentan
su estructura erosionada principalmente QPLA Y QPAL como se mencioné anteriormente
se disgregan en forma de hojuelas. Las unidades experimentales no presentaron ceélulas,
pero en el compuesto QAL se observan rastros de lo que parece ser matriz extracelular.

En este ensayo la ausencia de células podria deberse que al lavar los polimeros con el
medio basico ahora se basifico el medio realizando el mismo efecto que el acido, que es

113



la muerte de las células. Debido a que en este ensayo no se obtuvo resultado favorable
con las células se realizo un tercer ensayo.

. . . P il
POLIMERO CONTROL ~ POLIMERO CONTROL  POLIMERO CONTROL OUMERO CON
Dia 5 (50x) Dia 5(80x) Dia 5 (200x) FIBROBLASTOS
: Dia 5(500x)

QPLA

QPAL

Figura A4.5. MEB de los copolimeros del segundo ensayo.

A4.3 Tercer cultivo celular.

En este ensayo se comparo el efecto de lavar los polimeros solo una vez con medio
basico contra lavar los polimeros tres veces con medio basico, puesto que los resultados
anteriores de no haber células se atribuyeron a que ahora el medio se mantuvo basico,
los resultados se observan en la Figura A4.6.

Como se muestra en la Figura A4.6 se determino que habia més células en el tratamiento
con tres lavados que un lavado con medio basico, sin embargo habia que determinar si

114



estas células estan vivas o muertas, por lo que se realizo la prueba de viabilidad celular
(Figura A4.7).

Se observa que en todos los polimeros hay tanto células vivas como muertas, pero si hay
una mayor cantidad de células vivas en los que se hicieron con tres lavados, sin embargo,
los polimeros con estas condiciones de lavados se degradaban mas rapido por lo que se
decidi6 solo dar un lavado con medio basico (Figura A4.7).

Polimero+ Células Control Polimero Polimero + Células
Dia0 (10x) Dia 5 (10x) Dia5 (10x)

QAL (1 lav)

QAL (3lav)

QAL+S (1lav)

QAL+S (3lav)

Figura A4.6. Micrografias de los polimeros del tercer ensayo.
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Control Polimero Células + Polimero
Dia 5 (10x) Dia 5 (10x)

QAL (1 lav)

QAL (3lav)

QAL+S (1 lav)

QAL+S (3lav)

Figura A4.7 Micrografias de la prueba de calceina de los polimeros del tercer cultivo.

El que en algunos cultivos celulares no se realizara la prueba de SEM fue debido a la
disponibilidad del equipo por reparaciones. Con este ensayo se concluye esta seccion de
anexos puesto que los demas resultados ya fueron mostrados en la seccién 7 de la tesis.
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A5. Andlisis estadistico del efecto del tiempo de reaccion y grado de acetilacion en el
porcentaje de incorporacion.

A5.1 Se realiza un andlisis de varianza del efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje
de incorporacion de acido lactico en el quitosano, medido gravimétrico y después en
areas,.

Hipotesis:
Ho: ut1= ut2 = ut3=ut4 (las medias del tiempo de reaccidn tiene el mismo porcentaje

de incorporacion)
Ha: al menos una de las medias es distinta.

Medido gravimétricamente.

Descriptivos

Efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de incorporacion medido en peso

Intervalo de confianza para la

N Media | Desviacion tipica | Error tipico media al 95%
Limite inferior Limite superior
1 hora 3 18.5000 5.21106 3.00860 5.5550 31.4450
2 horas 3 20.2200 9.69703 5.59858 -3.8687 44.3087
3horas 3 20.0067 8.03353 4.63816 .0503 39.9631
4 horas 3 17.8100 5.44537 3.14389 4.2829 31.3371
Total 12 19.1342 6.34638 1.83204 15.1019 23.1665
ANOVA
Efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de incorporacion medido en peso
Suma de Media )
cuadrados J cuadratica i S
Inter-grupos 12.288 3 4.096 .076 971
Intra-grupos 430.754 8 53.844
Total 443.042 11

Incorporacién de acido lactico en quitosano medido en peso (%)

Tukey B
Subconjunto para alfa
Tiempo de reaccion N =0.05
1
4 horas 3 17.8100
1 hora 3 18.5000
3 horas 3 20.0067
2 horas 3 20.2200
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En areas

Efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de incorporacion medido

Descriptivos

en areas de IR.

Intervalo de confianza para la
N Media Desviacion tipica | Error tipico media al 95%
Limite inferior Limite superior
1 hora 3 6.4000 .01000 .00577 6.3752 6.4248
2 horas 3 7.0500 .01000 .00577 7.0252 7.0748
3horas 3 5.1200 .01000 .00577 5.0952 5.1448
4 horas 3 5.8200 .01000 .00577 5.7952 5.8448
Total 12 6.0975 74435 .21488 5.6246 6.5704
ANOVA

Efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de incorporacion medido en areas de IR.

Suma de Media

cuadrados J cuadratica - S'9.
Inter-grupos 6.094 3 2.031 20312.750 .000
Intra-grupos .001 8 .000

Total 6.095 11

Incorporacion de acido lactico en quitosano medido en relacién de areas de IR

Tukey B
Subconjunto para alfa = 0.05
Tiempo de reaccion N
1 2 3 4
3horas 3 5.1200
4 horas 3 5.8200
1 hora 3 6.4000
2 horas 3 7.0500

A5.2 Se realiza un andlisis de varianza del efecto del grado de acetilacion en el porcentaje
de incorporacién de acido lactico en el quitosano, medido en peso y después en areas.

Hipotesis:

Ho: uti= ut2 = ur3=ut4 (las medias del tiempo de reaccion tiene el mismo porcentaje

de incorporacion)

Ha: al menos una de las medias es distinta.

Como en el caso anterior medido gravimétricamente.
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Descriptivos

Efecto del grado de acetilacion en el porcentaje de incorporacion medido en peso.

Intervalo de confianza para la media
N Media Desviacion tipica | Error tipico al 95%
Limite inferior Limite superior
DA<1 3 20.2200 9.69703 5.59858 -3.8687 44.3087
DA 1-10 3 20.0067 8.03353 4.63816 .0503 39.9631
DA 10-20 3 18.5000 5.21106 3.00860 5.5550 31.4450
DA>20 3 17.8100 5.44537 3.14389 4.2829 31.3371
Total 12 19.1342 6.34638 1.83204 15.1019 23.1665
ANOVA de un factor
Efecto del grado de acetilacion en el porcentaje de incorporacion medido en peso.
Suma de Media )
cuadrados g cuadratica i S
Inter-grupos 12.288 4.096 .076 971
Intra-grupos 430.754 8 53.844
Total 443.042 11

Incorporacién de acido lactico en quitosano medido en peso

Tukey B
Subconjunto para alfa =
Grado de acetilacion N 0.05
1
DA>20 3 17.8100
DA 10-20 3 18.5000
DA 1-10 3 20.0067
DA<1 3 20.2200
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Medido en relacion de areas de IR.

Descriptivos

Efecto del grado de acetilacién en el porcentaje de incorporacion medido en relacion de areas de IR

N Media Desviacion tipica | Error tipico | Intervalo de confianza para la media
al 95%
Limite inferior Limite superior
DA<1 3 7.488000 .0005000 .0002887 7.486758 7.489242
DA 1-10 3 9.289000 .0005000 .0002887 9.287758 9.290242
DA 10-20 3 8.502000 .0005000 .0002887 8.500758 8.503242
DA>20 3 4.442000 .0005000 .0002887 4.440758 4.443242
Total 12 7.430250 1.9214038 .5546615 6.209448 8.651052
ANOVA de un factor

Efecto del grado de acetilacion en el porcentaje de incorporacion medido en relacion de areas de IR

Suma de gl Media cuadratica F Sig.

cuadrados
Inter-grupos 40.610 3 13.537 54146291.000 .000
Intra-grupos .000 8 .000
Total 40.610 11

Incorporacion medido en relacion de areas de IR

Tukey B
Grado de acetilaciéon N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
DA>20 3 4.442000
DA<1 3 7.488000
DA 10-20 3 8.502000
DA 1-10 3 9.289000
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