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Resumen

Las setas fueron obtenidas en su etapa de fructificacion en la empresa Setas del bosque, S del
R.L. de la ciudad de Puebla, para la obtencién de QS se retoma el método de Nwe (2010).
Para la etapa de desacetilacion de QN se usa NaOH 1, 3 y11 M, con el objetivo de comparar
los rendimiento; en la solubilizacion se utiliza CH3COOH 0.35 M, T=95 °C y 3h. Los
rendimientos obtenidos son de 0.3466, 0.4160 y 0.8627% respectivamente. Una solucién 11
M, es altamente corrosiva, dificil de manejar y ocasiona dafios ambientales en cuanto a
residuos. Al utilizar una concentracion de 1 M de NaOH su rendimiento es bajo, motivo por
el que se decide trabajar con una concentracién de 3 M para la obtencion de las microfibras.
El grado de desacetilacion (DD) es una de las caracteristicas quimicas mas importantes que
influyen en muchas de sus aplicaciones, por consiguiente es esencial determinar el DD para
saber cual serd su utilizacion. EI DD se determina por Valoracion Potenciométrica (VP) y
Espectroscopia Infrarroja (IR), obteniéndose los valores de 61.36 y 81.73. Para reducir la
pérdida de la solucion de QS al momento de electrohilar, se determina eliminar la etapa de
precipitacion de dicho biopolimero, permitiendo de esta manera la incorporacion de PVA
solido en la etapa de Solubilizacion de QS. Se obtuvieron peliculas formadas por microfibras
con morfologia uniforme, lisa, y didmetro promedio de 249 nm con el QS extraido de hongo
seta. Observandose que al aumentar la proporcion de la solucion de QS, el diametro de las
microfibra se redujo, generando una membrana tridimensional altamente porosa que puede
ser utilizada como matriz para el crecimiento de tejidos dado el DD obtenido. Los resultados

de FTIR, DSC y TGA confirman que las microfibras se componen de QS y PVA.



Introduccion

En la actualidad la industria de alimentos, farmacéutica y biomédica se encuentran en
constante busqueda de nuevos materiales y técnicas que permitan mejorar las caracteristicas
de sus productos actuales o el desarrollo de nuevos productos, con la finalidad de satisfacer
las necesidades cambiantes de los consumidores.

En base a lo publicado por la Encuesta 1+D en la industria farmacéutica 2013, los proyectos
de investigacion se han enfocado principalmente en el desarrollo de herramientas y
materiales biotecnolégicos para las éareas de oncologia, dermatologia entre otras
(Farmalndustria, 2014).

En cuanto a la industria Biomédica, el desarrollo de nuevos materiales es considerado un
sector intensivo en inversion para la investigacion e innovacion de sus productos, ya que
basan su estrategia de competencia del mercado en el lanzamiento de nuevas soluciones
farmacoldgicas o biomédicas para el cuidado de la salud, la belleza y mejoramiento de la
calidad de vida de sus consumidores.

Actualmente existen diversas innovaciones en las técnicas para el desarrollo de
nanomateriales, que permiten la proteccién de micro y macronutrientes con la técnica de
encapsulacion por membranas permeables de origen organico o polimérico (Loera et al.,
2012). Entre las técnicas innovadoras se encuentra la denominada electrospinning o
electrohilado; técnica que ha permitido el desarrollo de fibrillas a escala micro o nanométrica
y con nuevas estructuras a partir de polimeros sintéticos o de origen natural (Nandana &
Subhas, 2010). En la basqueda de dar respuesta a las necesidades de innovacion en
materiales, se pretende mediante la técnica de electrohilado elaborar micro y nanofibras con
propiedades y caracteristicas Unicas de Quitosano (QS), que puedan ser aplicadas en las areas
biomédicas y farmacoldgicas. EI QS es un biopolimero de facil obtencién y se ha utilizado
ampliamente en diversas aplicaciones de industria farmacéutica debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, y bioactividad (Wu et al., 2005).



Justificacion

Es necesaria la busqueda de nuevos biomateriales, formas de extraccion y aplicacion que
representen una opcion para la cura y tratamiento de enfermedades cutaneas con una rapida
regeneracion tisular, actividad antimicrobiana, degradable entre otras propiedades (Flores-
reyes et al., 2015).

El quitosano (QS) es un biomaterial que ha sido evaluado y utilizado para la reconstruccion
de tejido, especificamente en la fabricacion de matrices que soportan el crecimiento celular.
Este tipo de matrices exigen una estructura tridimensional porosa, con diametros de poro
definidos y propiedades mecénicas apropiadas para esta aplicacion (Rafique et al., 2016), no
obstante su precio es relativamente alto, lo que representa una desventaja para su uso.

De acuerdo a la literatura son varias las fuentes para extraccion del QS entre ellas, residuos
animales como crustaceos e insectos; esta fuente permite la obtencién de QS de alto peso
molecular (9.4 x 10° KDa). Otra de las fuentes de obtencion de QS reportada en la literatura
es el QS de bajo peso molecular y su grado de desacetilacién bajo-medio (DD) extraido de
hongos que le permite ser considerado como una opcion para las aplicaciones terapéuticas y
enfermedades cutaneas (Wang et al., 2009).

Pochanavanich, (2002) caracterizé el peso molecular (PM) y su (DD) de diferentes especies
de hongos como: Aspergillus niger PM 1.4 x10° g/mol y 90 DD, Lentinus edodes PM 1.9 x
10° g/mol y 78.5 DD, Pleurotus sajo-caju PM 1.1 x10°g/mol y 83.8 DD, Rhizopus oryzae
PM 6.8 x 10° g/mol y 87.9 DD.

Dado que nuestro pais es el mayor productor de Latinoamerica de hongos comestibles, cuyos
volimenes de produccion en México ascienden a mas o menos 62,374 toneladas anuales se
cree gue esta fuente podria ser explorada con mayor profundidad para la obtencién del QS
(Martinez-Carrera et al., 2010).

Por otro lado, el electrohilado es una técnica de fabricacion versatil que se utiliza para
producir fibras con diametros del orden de decenas de nanémetros a micras, y permite un
control sobre el didmetro, longitud, alineacion y morfologia de las fibras obtenidas y por lo
tanto se hace un excelente candidato para su uso en enfermedades cutaneas y la

reconstruccion de tejido (Erickson et al., 2015).

Xl



Por lo tanto este trabajo busca el desarrollo de micro y nanofibras de alcohol polivinilico
(PVA) que permitan encapsular QS obtenido del hongo seta (Pleurotus osteatus) con posibles

aplicaciones farmacéuticas y biomédicas.
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Objetivo general

Desarrollar el proceso para la obtencion de micro y nanofibras de Quitosano (QS) obtenido
del hongo Pleurotus ostreatus empleando el método de electrohilado y Alcohol Polivinilico
(PVA) como material de recubrimiento.

Objetivos especificos

e Definir las condiciones para la obtencién de QS a partir del hongo Pleurotus
ostreatus, empleando el método quimico.

e Caracterizacion del QS obtenido.

e Establecer las condiciones de operacion para la obtencion de micro y nanofibras de
PVA y QS obtenido experimentalmente mediante el método quimico.

e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de micro y nanofibras de QS y PVA

obtenidas.
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Capitulo 1
Antecedentes

Quitosano

El quitosano (QS) es un polimero lineal formado por monémeros de glucosamina y en menor
medida de N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces B 1-4, su denominacién quimica,
segln la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), es 2-amino-2-Desoxi-
D-glucopiranosa (D-glucosamina GIcN) y 2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa (N-acetil
glucosamina) (Rodriguez et al., 2009). EI QS es un producto natural derivado de la quitina
(QN), polisacéarido presente en el exoesqueleto de artrépodos y zooplancton marinos, que
forma parte de la pared celular de algunas familias de hongos, y también esté& presente en las
alas y cuticula de algunas especies de insectos, siendo importante sefialar que la QN es el
segundo polisacarido natural mas abundante después de la celulosa (Balanta et al., 2010;
Hernandez 2004).

Cuando se modifica la estructura de la QN (Figura 1.1) se remueven los grupos acetilo unidos
al grupo amino del Carbono C2 en el anillo del glucano por medio de una hidrélisis alcalina
a elevadas temperaturas y se produce el (1—4)-2-amino-2-deoxi-p-D-glucano
(Glucosamina) y (1—4)-2-acetamida-2-deoxi-p-D-glucano  (N-Acetil-glucosamina),
conocido como QS (Figura 1.1) con predominio de la glucosamina (Rico, 2013).

El QS es obtenido a través de la desacetilacion parcial en estado solido bajo condiciones
alcalinas con hidroxido de sodio concentrado. El objetivo de realizar la desacetilaciéon es
obtener un compuesto de caracteristicas fisicoquimicas con elevada proporcion de grupos
amino libres, mayor solubilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad comparada con la
QN (Balanta et al., 2010; Rico, 2013).

D oen 1 @

H  NHCOCH H0H
QN
Figura 1.1 Unidad estructural de la QN y QS (Maza, & Hernandez 2007).




El QS puede ser degradado in vivo por varias proteasas como la lisozima, papaina, pepsina
etc (Pangburn et al., 1982). Y su biodegradacion conduce a la liberacion de oligosacéridos
no toéxicos de longitud variable que puede ser posteriormente incorporado a
glicosaminoglicanos y glicoproteinas, y a las vias metabolicas. Aranaz et al., (2009) reporta
que la cinética de degradacion parece estar inversamente relacionada con el grado de
cristalinidad, propiedad variable que es controlada principalmente por el DD.

Debido a que el QS es un polimero biodegradable natural, no toxico, biocompatible y posee
un efecto antibacterial, permite ser considerado como una opcién viable para su uso y
aplicacion en regeneracion de tejido, por tanto, es importante comprender y controlar el
mecanismo Y la tasa por la cual se degrada el material. La toxicidad del QS esté relacionada
con la densidad de carga de la molécula (cantidad de grupos amino) como se muestra en la

Figura 1.2, si esta aumenta la toxicidad también sera incrementada (Kean & Thanou, 2010).

CHs
OH o=<
0 NH
HO o) HO o
0 HO 0
0 0
OH OH

Figura 1.2. Densidad de carga QS.

Estudios microbioldgicos establecen un efecto antimicrobiano del QS, debido a la carga
positiva en el C-2 del monémero de glucosamina por debajo de pH 6, que actla sobre la
superficie celular microbiana y lleva a la contraccion gradual de la membrana celular y
finalmente a la muerte de la célula bacteriana.

Se han propuesto varias explicaciones para la actividad antimicrobiana, una de ellas es que
la molécula policationica de QS interactla con los componentes anidnicos predominantes en
la pared celular (lipopolisacéridos y proteinas) del microorganismo, que da lugar a la salida
intracelular de los componentes debido a los cambios en la permeabilidad de la pared celular;
otra teoria es que evita que los nutrientes ingresen a la célula; dado que el QS de bajo peso
molecular se une al ADN de la célula microbiana, y de ese modo inhibe el ARN y la sintesis
de proteinas (Shahidi et al., 1999; Kumar et al., 2007).



La solubilizacion se produce por la protonacion del grupo —NHz en el C-2 de la unidad de
repeticion de D-glucosamina, mediante el cual el polisacarido se convierte en un

polielectrolito en medios acidos como se muestra en la Figura 1.3.

pH<6 pH>6.5
Ti OH ] [ OH 1
N ] < 0

~0 AN 0

HO -\t v HO —

NH, NH,
L dn L dn
Soluble Insoluble

Figura 1.3. Solubilizacion QS (Kumirska et al., 2011).

La protonacion del QS en presencia de &cido acético y acido clorhidrico muestra que el grado
de ionizacion depende del pH y el pK del acido. La solubilizacion del QS con un grado de
acetilacion (DA) bajo se produce durante un grado de ionizacién (o) alrededor de 0.5; en
HCI, que corresponde a un pH de 4.5-5. Cabe mencionar que el QS es insoluble en agua
(pH=7) (Rinaudo, 2006; Kumirska et al., 2011).

El QS es soluble en soluciones acidas diluidas por debajo de pH 6.0 debido a que el QS puede
considerarse una base fuerte y los grupos amino primarios tienen un valor de pKa de 6.3. La
presencia de los grupos amino indican que el pH altera sustancialmente el estado de carga y
las propiedades del QS. Cuando el pH aumenta por encima de 6 las aminas se desprotonan,
ocasionando que el polimero pierda su carga y se convierta en insoluble. La transicion entre

soluble-insoluble ocurre alrededor de pH entre 6 y 6.5 (Pillai et al., 2009).

Obtencion de quitosano

Tradicionalmente, la fuente primaria de QS ha sido la quitina, que a su vez proviene del
material residual de la industria pesquera (exoesqueletos de camarén), sin embargo la
extraccion del polimero se ve limitada, debido a la escasez del material residual en ciertas
temporadas del afio en tiempos de veda, por esta razon se utilizan fuentes no convencionales
como los hongos. EI micelio de varias especies de hongos, como en el caso de Mucor rouxii,
Absidia coerulea, Rhizopus orizae, y Aspergillus niger han sido empleado como fuente
alternativa para la obtencion de QS (Wu, 2004).

En la literatura se reportan dos métodos de obtencion del QS el quimico y el bioldgico tanto

para crustaceos como para hongos (Arbia et al., 2013; New et al., 2010). La obtencion del
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QS se produce por desacetilacion de la quitina y se puede realizar mediante procesos
quimicos o enzimaticos. Sin embargo, las condiciones especificas de la reaccion dependeran

de diversos factores, tales como materia prima, tratamiento previo, y el DD deseado.

Método Quimico

Método Quimico: se puede llevar acabo de dos formas, homogénea y heterogénea.

a) La desacetilacion homogénea. Consiste en que la QN es suspendida en el alcali y
refrigerada con hielo para disolver la QN en la soluciéon. Luego se somete a
desacetilacién a temperaturas cercanas a la temperatura ambiente durante periodos
largos de tiempo (48-77h) (Takanori et al., 1976). Esto permite que la reaccién no se
localice en determinados lugares de la cadena y que el ataque a los grupos amida en la

molécula acetilada sea mas uniforme.

b) Ladesacetilacion heterogénea. Consiste en que las moléculas de QN son dispersadas en
una solucion alcalina caliente, generalmente de hidroxido de sodio (concentracion de 20-
60%). Las condiciones en las que se lleva a cabo la desacetilacién heterogénea pueden
reducir la longitud de la cadena, por este motivo es conveniente repetir varias veces el
tratamiento alcalino por cortos periodos de tiempo (15, 30, 45, 60 y 120 min) y aislando

el producto en cada etapa (Methacanon et al., 2003).

Se ha demostrado que el QS obtenido empleando el proceso heterogéneo presenta variaciones
del DD de sus cadenas, el obtenido por via homogénea tiene la misma composicion (Garcia
et al., 2008).

Meétodo Enzimatico

La ventaja de este método respecto al quimico es la obtencién de un material uniforme en
sus propiedades fisicas y quimicas. La quitina desacetilasa es la enzima que cataliza la
conversion de QN a QS por la desacetilaciéon de los residuos N-acetil-D-glucosamina. La
limitacidn de este método es que la enzima no es muy efectiva en la desacetilacion de QN

insoluble, y por lo tanto es necesario un pre tratamiento (Garcia et al., 2008).



Obtencidén de quitosano en hongos método quimico

La produccion de QS a partir de micelios de hongos tiene mayor ventaja sobre el QS de
crustaceos como el grado de acetilacion, el peso molecular, la viscosidad, la distribucién de
carga y una mayor estabilidad con respecto al QS obtenido de los crustaceos. Este ultimo
presenta alto peso molecular (aproximadamente 1.5 x 10° Da). Por otra parte el QS producido
a partir de micelios fingicos presenta un peso molecular medio bajo (1-12 x 10* Da), y que
ha sido utilizado para la absorcion de colesterol (Ikeda et al., 1993) y membrana que poseen
actividades bactericidas y bioldgicas (Kittur, et al., 2003), actividad antitumoral (Rao-Chi et
al., 2016), y sistemas de suministro de ADN como portador de ADN (Richardson et al.,
1999). Por estas razones, hay un creciente interés en la produccion de QS a partir de hongos
(New et al., 2010).

La pared celular del micelio estd compuesta basicamente de polisacaridos y proteinas; entre
los polisacaridos destacan la QN y el glucano. Las proteinas generalmente estan asociadas a
polisacaridos formando glicoproteinas. Todos estos componentes estan asociados entre si
dando lugar a una estructura rigida (Becerra et al., 2011). La QN se halla formando el
complejo quitina-glucano por un enlace glucosidico p (1-3) entre la N-acetilglucosamina y

la glucosa Figura 1.4.

Membrana Plasmaticacs, = N y'
% ‘_. {A

Glicoproteinas

Quitina

B(1,6) Glucano

Figura 1.4. Estructura de la pared celular de los hongos (Becerra et al., 2011).
Wessels (1990) propone que inicialmente la QN y cadenas B-glucano se acumulan
individualmente en la pared celular de los hongos y forman el enlace del interpolimero Figura
1.5. La formacion de la quitina/quitosano-glucano construye cadenas complejas que resultan

en una red reticulada rigida en la pared celular causando un problema considerable para la




extraccion de QS y glucano por separado. Esta red no se rompe con facilidad en condiciones

de extraccion suave.
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Figura 1.5. Composicion de la pared celular Quitina (rojo); R-1,3-D-glucano (verde); 3-1,6-D-glucano
(azul), las proteinas estan representadas por rectangulos de color café (Ponton, 2008).

Para la extraccion de QS de la pared celular, primero la pared celular es aislada a partir de la
biomasa micelar a través de un tratamiento alcalino con solucion diluida de NaOH a
temperatura elevada (90-120 ° C), en dicha solucién alcalina se disuelven proteinas, lipidos
e hidratos de carbono que son solubles en alcali y la pared celular restante es material
insoluble con alcali (MIA). Posteriormente, el QS se separa de MIA por disolucion en una
solucion de acido (por ejemplo &cido acético 2- 10% a 25-95 °C durante 1-24 h) y finalmente
la precipitacion de QS fangico se lleva a cabo mediante el aumento del pH 9-10 y el QS es
recuperado por centrifugacion (Mohamed et al., 2015).

En la mayoria de los métodos utilizan soluciones 1M NaOH para eliminar proteinas y otros
materiales de la pared celular y posteriormente el QS es extraido con acido acético al 2%. El
rendimiento de QS producido a partir de los micelios de hongos tratados de esta manera bajo
(44-107 mg/g). En estas condiciones solo se libera el QS que se encuentra en la pared celular
fuera del complejo quitina/quitosano-glucano (New et al., 2010, Pochanavanich &
Suntornsuk, 2002). En la Tabla 1.1 se presentan las condiciones para la obtencion de QS
empleando diferentes variedades de hongos, y empleando el mismo metodo de extraccion; la
variacion de la eficiencia es debido al uso de distintas concentraciones del medio &cido y
alcalino, temperaturas y tiempos, asi como también se presenta el valor del rendimiento de

extraccion del QS.




Tabla 1.1 Extraccion de QS de micelios por diferentes métodos (New, et al., 2010).

Desproteinizacion Extraccion Acido Rendimiento

Referencia Cepa (NaOH) Acetico _de

Conc: | Temp: | Tiempo | Conc:  Temp  Tiempo  Quitosano
Jaworskay | Absidia Orchidis M 121°C | 10 min 1% - - 1.84 g/L
Koniezna,
2001
Crestiniet | Lentunula Edodes 1M 121°C | 15 min 2% 95°C 14 h 6.18 g/Kg de
al., 1996 paja de trigo
Crestiniet | LentunulaEdodes M 121°C | 15min 2% 95°C 14 h 120 mg/L
al., 1996
Tanetal., G. Butleri M 121°C | 15 min 2% 25°C 1h 476 mg/L
1996
Muzzarrelli | A. Coerulea 25% | Hervir 3h 0.1% | 25°C 16 h 1800 mg/L
etal., 1994
Raney A. Coerulea M 121°C | 15 min 2% 95° 12 h 480 mg/L
Hoover,
1993
Hang, 1990 | R. Oryzae 2% 121°C | 15 min 2% 95% 12 h 700 mg/h

Grado de desacetilacién quitosano

Uno de los pardametros mas importantes de caracterizacion para determinar el tipo de
biopolimero que se obtiene es su DD, lo que permitiria identificar la eficiencia del proceso
de desacetilacién y la obtencion de QS. Se han utilizado varias técnicas de identificacion del
DD como: valoracidn potenciométrica, espectroscopia infrarroja, analisis elemental CHN,
UV-Vis, 'H RMN 'y titulacion conductimétrica (Kumirska et al., 2010), dado que este

parametro es importante para determinar el tipo de biopolimero extraido QS o QN.

Valoracion potenciometrica quitosano

La valoracion potenciometrica, por su parte, consiste en disolver el QS en un exceso de acido
clorhidrico (HCI) para que ocurra la protonacion del grupo amino libre del QS y luego
realizar una valoracion con hidroxido de sodio (NaOH) hasta que el pH de la solucién se
estabilice; este procedimiento permite obtener una curva de titulacién del QS, la cual ha de
presentar dos puntos de inflexion, y la diferencia entre estos proporciona la cantidad de &cido
requerido para protonar los grupos amino del QS. La concentracion de los grupos amino se
puede determinar mediante la ecuacion 1.1 (Escobar et al., 2013), La representacion grafica
muestra en la Figura 1.6.

16.1 x(y — x
% NH, = #f ec. 1.1



Donde: y es el punto de inflexion mayor y x el menor (expresados como volumenes).
f es la molaridad de la solucion de NaOH.
w es la masa en gramos de la muestra.

Y la constante 16.1 se refiere a un valor relacionado al peso del grupo amino.

12

Curva de titulacion Quitosano Criterio de la primera derivada

by 1 i iy

L H H H . -0.5 . H H . L
1] 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Volumen NaOH (mL) Volumen NaOH (mL)

Figura 1.6. Curva de titulacién QS extraido de Ganoderma lucidum (a) y criterio de la primera
derivada (b) (Escobar et al., 2013).

Espectroscopia infrarroja (IR)

La Espectroscopia infrarroja (IR) es una de las técnicas analiticas mas importantes y
ampliamente utilizada, se basa en conocer las vibraciones de los atomos de la molécula. El
espectro infrarrojo cominmente se obtiene al pasar la radiacion electromagnética infrarroja
a través de una muestra que posee un momento dipolar permanente o inducido y determinar
qué fraccidén de la radiacién incidente es absorbida en una energia particular. La energia de
cada pico en un espectro de absorcién y corresponde a la frecuencia de vibracion de una parte
de la molécula, permitiendo asi la identificacion cualitativa de ciertos grupos funcionales en
la muestra. Un espectrometro de infrarrojo por lo general registra la energia de la radiacion
electromagnética que se transmite a través de una muestra como una funcioén del nimero de
onda o frecuencia. Hoy en dia, el espectro total se analiza mediante un proceso de
interferencia, a la que se le aplica la operacion matematica de transformada de Fourier para
obtener el espectro. La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) ha
mejorado dramaticamente la calidad de los espectros de infrarrojos y minimiza el tiempo
requerido para obtener datos. Los espectros de FTIR del QS se registran por lo general en el
infrarrojo medio (4000 cm™ a 400 cm™) (Kumirska et al., 2010).



El grado de N-acetilacion (DA) del QS puede determinarse segin Kasaai, (2008) mediante
técnicas de IR considerando los siguientes pardmetros:

e La determinacion de la relacion Aw/Ar, donde Awm es la intensidad de una banda
caracteristica, que es una medida de N-acetil o el contenido de amina; y Ar es la
intensidad de una banda de referencia, que tiene una intensidad que no cambia con el
DA. Al comparar los valores de Am/ Ar de una muestra esta permitira identificar su
grado de DA.

e Lacreacion de una curva de calibracion trazando la relacion de absorcion de muestras
de QN/QS de DA de muestras conocidas, permitira ser la referencia para la
determinacion del valor del DA, de una muestra en estudio.

e Evaluacion estadistica de varias relaciones de banda de absorcion.

De manera general los métodos de espectroscopia incluyen elegir una banda caracteristica
adecuada (que es la intensidad de una banda medida de N-acetilo o el contenido de amina),
elegir una apropiada banda de referencia (que tiene una intensidad que no cambia con el DA)
y dibujar una linea base, debido a que tiene un efecto considerable en la estimacion de los
valores del grado de acetilacion (DA).También se necesita una calibracion frente a una
técnica absoluta.

Para la identificacion de una banda caracteristica y una de referencia (Brugnerotto et al.,
2001) es preciso comparar los espectros IR de las dos moléculas que representan las unidades
de repeticion de la QN (N-acetilglucosamina) y el QS (glucosamina).

Al comparar ambos espectros, se podria apreciar que una banda caracteristica aparece en
1320 cm® para N-acetilglucosamina, como banda de referencia dos posibles bandas a 3450
cm? y 1420 cm? (grupos —OH y CHjs respectivamente). Para elaborar las curvas de
calibracion, se traza las relaciones de adsorcion (banda caracteristica/banda de referencia) de
muestras de QN y QS, frente a su DA mediante las siguientes correlaciones entre los valores
experimentales de DA vy las relaciones de absorbancia A1z20/ Azaso Y A1z20 / A1az0, €XPresa

por la ecuacion 1.2 y 1.3.

Ay30/As4s0 = 0.03146 + 0.00226 x DA r = 0.97036 ec. 1.2
Aya0/A1a20 = 0.3822 + 0.03133 X DA r = 0.99042 ec. 1.3



La relacion entre las variables (Relacion de bandas de absorcion frente DA se basa en el
supuesto de que la dependencia es lineal. Por consiguiente uno tiene que calcular los

coeficientes de regresion; A; y B de la ecuacién 1.4 para predecir la DA.

y=B+AXDA ec.1.4

Un coeficiente de correlacion, R, proporciona una manera cuantitativa para expresar el grado
de asociacion existente entre las dos variables. El propoésito para determinar el coeficiente de
correlacion es evaluar la fiabilidad de los instrumentos IR que miden la absorcién de bandas
caracteristicas y de referencia. Un alto coeficiente de correlacion significa gran fiabilidad y
bajo coeficiente de correlacion baja confiabilidad.

Esta curva de calibracion se emplea para convertir una relacion de absorcién a un valor DA.
También se utiliza para verificar y validar los resultados experimentales. Si los puntos
experimentales se encuentran cerca de la linea de calibracion, esto indica que los resultados
experimentales estan en concordancia con los datos de referencia y la técnica es por lo tanto
validada (Kasaai, 2008).

Baxter (1992), propone las relaciones de bandas Aaiess/Assso, Y toma como linea base la
comprendida entre los 4000 cm™ para la banda Assso correspondiente al grupo OH del QS 'y
entre 1800 cm™ y los 1600 cm™ para la banda de absorcion en los 1655 cm™ correspondiente
a la amida I. El grado de acetilacion se obtiene a traves de la ecuacion 1.5.

DA(%) == (A1655/A34_50) X 115 ec. 15

Esta ecuacion se utiliza para muestras con grado de acetilacion entre 0 y 55%. Sin embargo;
cuando se trabaja con muestras que presentan un alto grado de acetilacion pierde precision,
debido a la absorcion de la amida | en 1655 cm™ es una mezcla de dos componentes: una
centrada en 1655 cm™ con una linea base entre 1800-1500 cm™ y para la banda de absorcion
a 1630 cm™ una linea base entre 1650 y 1600 cm™. En este caso el DA se calcula mediante

la ecuacion 1.6 (Hernandez, 2004).

DA(%) = [(A1655/A3450) + (A1630/A3450) — 0.13] X 85.5 ec.1.6
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Los resultados mediante esta ecuacion presentan una buena correlacion con los obtenidos
mediante resonancia magnética nuclear (RMN) para un grado de acetilacion entre 0 y 100 %
(Hernandez, 2004).

Shigemasa (1996) propone evaluar como banda caracteristica 1655 correspondiente a la
amida | y como banda de referencia 3450 estiramiento de enlaces O-H, 1070 y 1030
estiramiento C-O. Al evaluar la relacion Aiess/Assso contra su DD no tenia una relacion lineal
en la region de bajos DD y las relaciones de Aiess/Ato70 Y Aiess/Aiozo contra DD no mostro
una relacion lineal, debido a la separacion de la banda de amida 1.

Dong (2001) proponen evaluar cuatro bandas caracteristicas 1655 Amida I, 1560 Amida II,
1380 deformacion simétrica de CHs y flexion de CH y 1320 Amida 111 cm™, ocho bandas de
referencia 3430 estiramiento del enlace O-H, 2920 estiramiento asimétrico de CH. y
estiramiento simétrico de CHs, 2880 estiramiento C-H, 1425 flexion de CH> y deformacion
de CHas, 1155 puente asimétrico del estiramiento de oxigeno, 1070 estiramiento C-O, 1030
estiramiento C-O y 895 estiramiento del anillo, también utiliza el métodos de linea base,
donde se utilizaron las bandas caracteristicas de 1655 y 1560 cm™ y como bandas de

referencia las antes mencionas Tabla 1.2.

En la Tabla 1.2 se muestran los coeficientes de correlacion de las distintas relaciones banda

caracteristica/banda de prueba (Am/ARr) tazados con sus correspondientes DD.

Tabla 1.2. Coeficientes de correlacion de la relacion Am/Ar vs DD (Dong et al., 2001).
Bandas Caracteristicas

cm?

3430 2920 2880 1425 1155 1070 1030 895
1655 | 0.9721 | 0.9749 | 09710 | 0.9348 | 0.8237 | 0.6963 | 0.6285 | 0.8418
Referencia | 1560 | 0.9728 = 0.9837 | 0.9818 @ 0.9543 | 0.8954 | 0.8521 @ 0.8249 | 0.8895
1380 | 0.8430 | 0.9343 | 0.9206 | 0.8908 | 0.4851 | 0.1010 | 0.3312 | 0.7989
1320 | 0.8997 | 0.9585 | 0.9535 | 0.9542 | 0.7330 | 0.3583 | 0.2406 | 0.8902

Nanotecnologia

Los materiales nanotecnoldgicos estan ganando terreno en la Gltima década debido a sus

amplias aplicaciones en la industria farmacéutica, catélisis, sensores, bioingenieria y
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aplicaciones medio ambientales. Estos materiales poseen propiedades de superficie como alta
permeabilidad, alta relacion de superficie/volumen y didmetro de fibra pequefio (Babitha et
al., 2017).

Existen diferentes tipos de estructuras que se pueden obtener a escala nanométrica, como
nanotubos, nanoesferas, nanoparticulas, nanofibras, etc, cuya morfologia depende del
proceso de obtencion. Sus aplicaciones se determinan por las propiedades mecénicas y
quimicas que presentan, como es su elasticidad, dureza, capacidad de romperse,

conductividad entre otras. (Diaz del Castillo Rodriguez, 2012).

Una de las soluciones que ha proporcionado la Nanotecnologia, ha sido el mejorar la
biodisponibilidad e incorporacion de compuesto poco hidrosolubles o liposolubles, como es
el caso de algunos compuestos activos medicinales (QS, astaxantina, indometacina) al ser

encapsulados (Grant et al., 2011).

Son diversos los trabajos publicados en Nanotecnologia (Grant et al., 2011, Roberts et al.,
2013) para la obtencién de nanodispersiones, logrando con éxito que compuestos poco
hidrosolubles encapsulados en micro y nanoesferas queden dispersas en sistemas acuosos. Se
ha empleado el desarrollo de estructuras como nanotubos o nanofibras donde se logre
encapsular compuestos activos es de reciente interés debido al abanico de posibles
aplicaciones de estas estructuras en la industria (Navideh et al., 2014).

Dentro de las aplicaciones en el campo de la Farmacologia y el desarrollo de nanomateriales,
esta la obtencion de fibras de biopolimeros que encapsulen y protejan moléculas o compuesto
activos utilizados de forma terapéutica en el tratamiento tépico de enfermedades, en la
recuperacion de lesiones cutaneas, o simplemente para el mejoramiento en las condiciones
de la piel (Gamboa, Mantilla, & Castillo, 2007). Pero existe la desventaja que la gran mayoria
de estos compuestos son susceptibles al pH, la oxidacion, el tratamiento térmico o quimico.
Desde el punto de vista del proceso de encapsulacion diversas técnicas son usadas en la
industria como la coacervacion, técnica para la produccion de sistemas de administracion
basados en carbohidratos, permitiendo que un compuesto bioactivo quede atrapado dentro de
una particula formada por complejacién electrostatica de carga positiva (QS) y una carga
negativa (pectina y alginato) biopolimeros (coacervacion compleja) (Fathia et al., 2014).
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Otro método reportado es el secado por aspersion, técnica que se basa en disolver o dispersar
el ingrediente activo en la solucion del biopolimero. La dispersién se atomiza en una cdmara
de aire caliente, que elimina rapidamente el disolvente y produce una particula seca con el
ingrediente activo encapsulado. Este método tiene algunas limitaciones para bioactivos
volatiles o termo-sensibles, debido a la alta temperatura usada en este proceso (Yeo et al.,
2001).

Y finalmente el electrohilado, técnica que ha ganado mayor interés como una técnica para la
fabricacion de fibras contintas con didmetros de posibles nanémetros que podrian aplicarse

para la proteccién y liberacion de compuestos bioactivos Figura 1.7.

Encapsulacion Electohilado p ] ra
f & 1] (] - &= wll
" — % @ —_— @ ® s & FJ\)'
* Agente Activo Agente Encapsulante # Nanofibra ()

Figura 1.7. Encapsulacién de QS y PVA (Haider et al., 2015).
Actualmente son pocos los mecanismos que logran producir estos materiales de forma
segura, eficiente y econdmica, pudiendo dar respuesta a la necesidad de suministrar estos
compuestos de manera controlada. El proceso de electrohilado ha permitido la obtencion de
fibras con diametros nanométricos, que encapsulan proteinas, antibioticos, aceites esenciales,
etc. prometiendo ser una respuesta viable a las necesidades antes planteadas (Loera et al.,
2012).

Técnica de Electrohilado

El electrohilado es uno de los métodos de obtencién de nanofibras, y fue inventada por
Formhals en 1934 y en los Gltimos 10 afios ha sido la técnica mas utilizada para la produccion
de nanofibras (Cano et al., 2010).

Actualmente, hay dos configuraciones estandar de electrohilado, vertical y horizontal como
se muestra en la Figura 1.8. El principal inconveniente al trabajar en posicién vertical es la

posible salida de gotas de solucién desde el capilar hacia el plato colector las cuales pueden
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caer sobre las fibras depositadas haciendo defectuosa la superficie de las mismas e

interrumpiendo el proceso (Nandana et al., 2010).

a) b
g ) Colector
Gennga

Solucion del polimero

% i
- v — || Alto Voltaje

Fibras
| Alto Voltage

—L__ Colector

Geringa Solucion del Polimero

Figura 1.8. Representacion esquematica de electrohilado a) vertical b) horizontal (Nandana et al., 2010).

La técnica de electohilado consiste en una fuente de alimentacién de alta tension, una aguja
conectada a la jeringa, y un colector de metal, donde un diferencial de potencial eléctrico se
aplica entre la aguja y el colector metélico conectado a tierra. Inicialmente, la solucion del
polimero se mantiene en la punta de la aguja debido a la tensién superficial y cuando el
potencial eléctrico se intensifica, la superficie semiesférica de la solucion de polimero en la
punta de la aguja se alarga para formar una forma conica conocida como: cono de Taylor
como se muestra en la Figura 1.9. Un aumento adicional del campo eléctrico provoca la
formacion de un chorro de polimero cuando la fuerza electrostatica de repulsion supera la
tension superficial. En este punto, un chorro de polimero es expulsado de la punta del cono
de Taylor y se desplaza rapidamente al colector de metal. Antes de llegar al colector, el chorro
se somete a una serie de inestabilidades de flexion accionados eléctricamente y se adelgaza
gradualmente en el aire debido a la elongacion y evaporacion del disolvente. El chorro
cargado finalmente se recoge en un colector (Figura. 1.9 B) y se convierte en nanofibras
orientadas al azar en la forma de una tela no tejida. Las nanofibras alineadas pueden ser
fabricadas utilizando un colector estacionario con pequefios cambios en el colector o en

diferentes colectores dindmicos (Jiang, Carbone & Lo, 2015). En una configuracion como se
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muestra en la (Figura 1.9 D), se usa un colector de tambor giratorio a una velocidad alta para

obtener nanofibras alineadas Figura 1.9 E.

A
— Colector
Solucion del Aguja Chorro
Polimero l i l
) @
—
Distancia
+ MNanocfibras

Alto Voltaje

Figura 1.9. (A) Diagrama esquematico del proceso de electrohilado. (B) Colector metalico estacionario.
(C) Nanofibras orientadas al azar recogidas en el recolector estacionario. (D) Colector de tambor giratorio.
(E) Nanofibras alineadas uniaxialmente recogidas en el colector de tambor giratorio (Jiang, Carbone, &
Lo, 2015).

Existen varias variables que afectan el proceso de electrohilado y las caracteristicas de las
fibras, entre ellas el voltaje aplicado (Elsabee et al., 2012), la tasa de flujo de la solucion
(Megelski et al., 2002), distancia capilar colector (Matabola et al., 2013), volatilidad de
disolvente (Kanani et al., 2011), concentracion de polimero (Haider et al., 2013),
conductividad de la solucion, asi como el comportamiento pseudoplastico del material a
electrohilar (Haider et al., 2015).

En la Tabla 1.3, se resumen los efectos en las caracteristicas de los materiales respecto a los

cambios en las variables y pardmetros mas importantes en el proceso de electrohilado.
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Tabla 1.3. Parametros que influyen en el proceso de electrohilado.

Variable Parametro

Efecto

Concentraciéon
Solucion Tension
superficial
Conductividad
Efecto dieléctrico
del disolvente
Voltaje
Flujo de salida
Proceso
Distancia
Inyector vs.

Colector
Humedad

El aumento en la concentracion eleva la viscosidad de
la solucion y por consecuencia el didmetro de la fibra.
Por el contrario si la solucion es poco concentrada, esta
rompe en gotas y no forma la fibra

Depende del polimero y del disolvente, al ir
reduciéndose se disminuye la posibilidad de formacién
de gotas.

Experimentalmente se ha demostrado que al aumento
de la conductividad se disminuye el diametro de la
fibra.

Cuando se cuenta con constantes dieléctrica elevada,
se reduce la posibilidad de generar gotas en las fibras
y el diametro de estas disminuye.

Un alto voltaje favorece la formacién de fibras mas
delgadas y evita la formacion de gotas.

Un bajo flujo de salida permite que se genere el cono
de Taylor en el sistema, logrando que se evapore el
solvente de forma gradual, evitando la formacién de
defectos en la fibra. Al aumentarse el flujo de salida, el
didmetro de la fibra también se eleva.

Esta ligada a las propiedades de la solucion, y debe
determinarse una distancia ideal, ni muy cerca 0 muy
lejos que origine la formacion de gotas.

Al aumentarse la humedad se favorece la existencia de
poros circulares en la superficie de las fibras.

(Marcela, Sanchez, Rodriguez & L6pez, 2014)

Diferentes estructuras de nanofibras ya han sido producidos por esta tecnologia usando

polimeros naturales, tales como colageno, fibroina seda, policaprolactona polilactidas y

quitosano (Pinho et al., 2009). Este altimo material es un biopolimero con mayor uso en

investigaciones relacionadas con la ingenieria de tejido, por su biocompatibilidad,

biodegrababilidad, aceleracion en la formacién de osteoblastos, hemostatico, fungistatico

ademas de que se metaboliza por ciertas enzimas humanas, tales como la lisozima y tiene

similitudes estructurales con glicosaminoglicanos, importantes en la reparacion de heridas

(Shirai et al., 2011). Las propiedades bioldgicas asociadas con nanofibras que contienen QS

se muestran en la Tabla 1.4 (Balagangadharan et al., 2016).
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Tabla 1.4. Propiedades de las nanofibras a base de QS (Balagangadharan et al., 2016).
Quitosano/polimeros Biocompatibilidad ' La adhesion celular | Degradacion

sintéticos y proliferacion

Policaprolactona + - +
Poli (acido lactico-co + - -
glicdlico)

Tereftalato de polietileno + + -
Poli(L-acido Léctico) + - -
Alcohol polivinilico + + -

+: Favorece el proceso =: Inhibe el proceso

Las propiedades de las fibras obtenidas por electrohilado han recibido una gran atencion por
parte de la comunidad cientifica como candidatos adecuados para aplicaciones de ingenieria
y administracion de farmacos biomédicos. Sus propiedades incluyen, alta relacion de
superficie/volumen, de alta porosidad, tamafio de poro ajustable y similitud morfoldgica a la
matriz extracelular (ME). (Ahmed & Ikram, 2016). Diversas metodologias se han reportado

para la fabricacién de nanofibras empleando QS/PVA como se muestra en la Tabla 1.5.
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Tipo de metodologia

Tabla 1.5. Metodologias de Electrohilado QS/PVA.

Polimeros y
Concentraciones
empleadas

Condiciones de
electrohilado

Conformacioén de
electrohilado usado

(Cay, Miraftab, &
Akcakoca, 2014)

(Roya et al., 2016)

Koosha, M., Mirzadeh,
H. (2015)

PVA PM: 146000-
186000 g/mol y (98-99%
hidrolizado)

QS: PM Medio 200-800
DD (75-85% de
desacetilacion).
Solucién de PVA al 8%
y una solucion QS 2%
utilizando una solucion
de &cido acético al 2%
para solubilizar el QS
Relaciones

PVA / QS: 100/0, 75/25
y 50 /50

PVA: PM 72 KDa grado
de hidrolisis 98%.

QS: PM 127 KDay 97%
de desacetilacion.
Solucion QS al 2% se
prepard disolviendo
polvo de QS en una
mezcla de 4cido acético /
agua (1/9 p/p) que fue
mezclada con soluciones
acuosas de PVA (5 -
8%) p/p en una relacion
1:1.

PVA: PM: 89000-98000
g/mol, grado de
hidrolisis 99%

QS: 88 %
desacetilacion.
Solucién al 7% en peso
de QS disuelto en acido
acetico, y solucién de
PVA 7%, QS y PVA
fueron mezclada
Relaciones de volumen
QS/ PVA de 0/100,
30/70, 50/50, 70/30 y
100/0.

Voltaje de 18 kV
Distancia, punta la aguja
al colector de 12 cm.
Velocidad alimentacién
de 0.5 mL /h.

Colector de metal
cubierta.

Voltaje de 22 kV
Distancia de 14 cm.
Velocidad de flujo a 0.6
mL / h.

Voltaje de 20 kV
Velocidad de rotacion de
700 rpm

Velocidad de flujo a 0.5
mL / h.

Obtuvieron nanofibras
libres de gotas mediante
una mezcla de 75/25
PVA / QS con diametros
de nanofibra inferiores
(200.28 nm) en
comparacion con las
nanofibras de PVA puro
(301.33). Por otra parte,
el aumento en la
proporcion de QS en la
mezcla inhibié la
formacion de fibras
regulares debido a una
mayor viscosidad y
conductividad

Evaluaron el efecto de la
concentracion de la
solucion sobre la
morfologia y el didmetro
de las nanofibras, se
utilizaron
concentraciones de PVA
(5-8% en peso). A mayor
concentracion de QS
(mas del 2% en peso), se
presentd flujo
discontinuo y nanofibras
no uniformes. Por lo
tanto, la concentracién
de QS se fijo al 2 %.

Las relaciones 50/50 y
70/30 tenian un bajo
rendimiento de
electrohilado .En
comparacion con 0/100
y 30/70 tuvieron un
mejor rendimiento y
espesor apropiado
(257463 nm y 22350
nm respectivamente).
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(Biazar et al., 2015)

PVA: PM 85000-12400
hidrolizado al 96 %.

QS Conchas de camar6n
> 75% desacetilacion.
La solucion PVA/ QS se
disolvié en acido
acético, con una relacién
80:20 en acido acético al
2%. Solucion de PVA al
5%, T=75°Ct=1.5h.

Voltaje de 21-25 kV
Distancia de 10 cm.

Las fibras PVA/ QS
electrohiladas tenian
diametros de 150 nm
aproximadamente.

La adicion de QS a PVA
mejora la viabilidad y la
proliferacion de las
células de fibroblastos.

(Paipitak, Pornpra,
Mongkontalang,
Techitdheera, &

Pecharapa, 2011)

PVA: PM 85000-12400
hidrolizado al 96 %.

Qs: (Conchas  de
camaron > 75%
desacetilacion).

La solucion PVA/ QS se
disolvio en acido
acetico, empleando una
relacién 80:20 en acido
acético al 2%. Solucidn
de PVA se vari6 del 3-
5% en peso. T=75°C, t=
15h.

Voltaje de 21-25 kV
Distancia de 10 cm.

La concentracion
adecuada de la solucién
para la formacién de
fibra fue 5% en peso, el
didmetro de la fibra
nanocompuesta de

PVA / QS preparada fue
de aproximadamente
100 nm.
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Nanofibras

Las nanofibras se encuentran definidas como estructuras cilindricas que se originan a partir

de polimeros, con propiedades mecanicas superiores en comparacion con otras formas. En la

Tabla 1.6 se muestran los diferentes tipos de nanofibras obtenidas por la técnica de

electrohilado.

Tabla 1.6. Clasificacion y caracteristicas de micro y nanofibras obtenidas por electrohilado.

Tipo de Fibra

Parametros Involucrados

Forma

Aplanadas

Se atribuyen a la formacion de una capa de polimero
en la superficie de la fibra, debido a la desigual
evaporacion del disolvente, la presién atmosférica
tiende a colapsar la forma redonda de la fibra. Puede
estar relacionada con el tipo de disolvente y la adicion
de sales a la solucion (Kang et al., 2010).

Ramificadas

Se relacionan con la aparicién de pequefios chorros en la
superficie del primer chorro. La inestabilidad entre las
fuerzas eléctricas y la tension superficial generan
inestabilidad del chorro( Koombhongse et al., 2001)

Huecas

Es posible obtener este tipo de fibras por medio de
electrohilado coaxial o por procesos quimicos en las fibras
electrohiladas (Pakravan et al., 2012).

Fibras con gotas

Los principales parametros asociados con la
formacion de gotas en el proceso son la tension
superficial y las propiedades viscoelasticas de la
solucion. Flujo de salida, distancia entre el capilar y el
plato colector, voltaje, peso molecular, viscosidad de
la solucion, pueden promover la formacion de este
tipo de defectos (Fong et al., 1999).

Fibras con poros

Humedad relativa y presion de vapor del disolvente
contribuye a la aparicion de poros en la superficie de las
fibras (Bognitzki et al., 2001).
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Cada vez se estan desarrollando materiales compuestos que utilizan materiales basados en
polimeros naturales y sintéticos disefiados para mejorar no solo las propiedades fisicas y
quimicas sino también para mejorar el rendimiento biologico. El agente hilador en el presente
trabajo es el alcohol polivinilico (PVA) y la principal razén es que ambos polimeros son
biocompatibles (Pinho et al., 2009)

Material encapsulante PVA

EI PVA es un polimero sintético de gran flexibilidad y resistencia, proveniente de la hidrolisis
controlada del poli (acetato de vinilo) cuya estructura se muestra en la Figura 1.10. Su
principal uso se encuentra en la industria de adhesivos, pinturas, y como coloide protector en
polimerizacion en emulsion, aunque también se aplica frecuentemente en las industrias textil
y farmacéutica (Puppi et al., 2011). EI PVA se utiliza ampliamente en aplicaciones
biomédicas debido a sus caracteristicas conocidas de biocompatibilidad, biodegradabilidad,
solubilidad en agua, no toxicidad, capacidad de hinchamiento en un medio acuoso, y las
propiedades mecénicas variables (Jalvandi et al., 2017). Dependiendo de la cantidad de
grupos acetato del PVA que sean hidrolizados, el PVA se clasifica comercialmente de: alta
(~99%), media (~88%) y baja (~78%) hidrdlisis, siendo este el porcentaje molar de unidades
repetitivas con grupos hidroxilo en el monémero representativo de la cadena. El grado de
hidrdlisis es quizas la propiedad mas importante del PVA ya que define su solubilidad en
agua y su actividad superficial (Barrera et al., 2007) y esta Gltima propiedad es fundamental
para su uso en la industria biomédica, ya que el proceso degradativo del PVA se ve afectado
por el grado de hidrolisis, la cristalinidad y el peso molecular del polimero. (Puppi et al.,
2011).

—FCH, —— C|:H_]_

i
H

Figura 1.10. Estructura del PVA.
El alcohol polivinilico es elegido por dos razones:
(i) PVA interactua fuertemente con QS a través de enlaces de hidrogeno en un nivel

molecular.
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(if) PVA puede ser electrohilado en un medio acuoso (Ohkawa et al., 2004).

Solvente Acido Acético

El disolvente utilizado en la preparacion de las soluciones del polimero a electrohilar tiene
una influencia significativa en su capacidad de hilatura, debido a que el primero y mas
importante paso en el proceso de electrohilado es la disolucion de polimero en un disolvente
adecuado. Los disolventes deben tener propiedades como, volatilidad, alta presion de vapor
del disolvente, bajo punto de ebullicion, alta conductividad, baja viscosidad, entre otros
parametros (Zhang et al., 2002). Basicamente, un disolvente, desempefia dos funciones en el
proceso de electrohilado: en primer lugar disolver las moléculas del polimero y obtener la
solucion a electrohilar y en segundo lugar llevar a las moléculas de polimero disueltas hacia
el colector, tras la evaporacion de disolvente de la punta de la aguja al colector para recolectar
las fibras (Ohkawa et al., 2004). Son diversos los disolventes que se han utilizado para el
electrohilado de QS (acido clorhidrico diluido, &cido acético, &cido férmico puro, &cido
dicloroacético y el acido trifluoroacético), sin embargo el mayor utilizado es el acido acético,

sus propiedades se muestran en Tabla 1.7.

Tabla 1.7. Propiedades del acido acético

Disolvente Tension superficial = Constante Punto de ebullicién Densidad
(MmN / m) dieléctrica 9] (g / ml)
Acido Acético 22.3 33 64.5 0.791

De acuerdo a la informacion presentada con anterioridad el QS es un polimero con
propiedades (biodegradable, biocompatible, no toxico, hemostatico y antimicrobial) no
obstante presenta dificulta para solubilizarse en mezclas hidrosolubles asi también como su
costo de purificacion y extraccion.

Existen varias empresas que comercializan el QS a partir de crustaceos no obstante su costo
es alto aproximadamente 8000/50gr (160 pesos por gr) implicando un procesos de extraccién
y purificacion con solventes y con ello un costo ambiental importante , por ello se desarroll6
un proceso de extraccion de QS a partir de fuentes vegetales que implica un menor costo
ambiental el proceso para la obtencién de micro y nanofibras de QS obtenido del hongo
Pleurotus ostreatus empleando el método de electrohilado, con PVA como material de

recubrimiento.
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Capitulo 2

Metodologia

Obtencion de quitosano

Para el presente estudio las setas Pleurotus ostreatus se adquirieron en el mes de agosto de
2017 en la empresa "Setas del bosque, S del R.L." de la ciudad de Puebla. Posteriormente se
almacenaron en refrigeracion a 5°C durante 2 dias, y se procedié con la metodologia
propuesta por Nwe et al., (2010) Figura 2.1. Este proceso consiste en una etapa de

pretratamiento y extraccion del QS misma que se describe enseguida:

Etapa de pretratamiento

Troceado del hongo seta, cuyo objetivo fue la reduccidn de tamafio para facilitar la extraccion
del QS, seguido de un proceso de secado convectivo, en el cual las muestras fueron colocadas
en un horno marca Lumistell modelo HTP-72 a una temperatura 50-53°C hasta obtener un
peso constante. El tiempo requerido para secado fue de 11 horas.

Después las muestras deshidratadas fueron molidas en una licuadora convencional (Osterizer
Modelo 50, México) hasta obtener un polvo seco y su posterior tamizado, para esta operacion

el polvo obtenido se hizo pasar por un tamiz de malla 40.

El proceso de extraccion del QS

Este proceso consistio en la extraccion y desacetilacion de la quitina, se pesaron 43 g del
polvo del hongo tamizado, que fueron transferidos en un matraz de bola de 5 L provisto de
una barra magnética para agitacion. Posteriormente se adicion6 una solucion de NaOH al 3
M en una relacion de 5 ml de solucion por cada gramo de polvo de hongo. Dicha mezcla se

mantuvo a 45 °C y agitacion de 100 rpm de manera continua por 8 horas.
Proceso de Filtracion y lavado

Para eliminar los residuos de NaOH de la pasta resultante y alcanzar un pH cercano a la

neutralidad, se realizaron cinco lavados con agua desionizada, hasta alcanzar un pH de 7.8.
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Solubilizacién del QS

Una vez neutralizada la pasta del hongo esta fue pesada (100 g), y trasferida a un matraz de
bola de 5 L provisto de una barra magnética para agitacion. La pasta se mezclé con una
solucion acuosa de CH3COOH 0.35 M en una relacion 5 ml de solucién por cada gramo de
pasta. Posteriormente esta mezcla fue sometida a agitacion de 50 rpm a 95°C durante 3 h.
Dicha mezcla se dejo en reposo durante un tiempo aproximado de 17 horas.

Dado que el QS se encontrd en la fase liquida se procedié a filtrar la mezcla resultante, el
sobrenadante se vertio en un vaso de precipitados de 1 L y se agregd una solucion de NaOH
1 M (500 mL de sobrenadantes/136 mL solucién de NaOH) para la precipitacion del QS.
Para la recuperacion del QS precipitado se llevo a cabo un proceso de filtrado y la torta
recuperada fue lavada con agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7.8, la torta se sec6 en
una estufa de conveccién a temperatura de 60 °C durante 6 h. En la Figura 2.1 se presenta el

Diagrama de blogues para la obtencion de QS de Pleurotus ostreatus.

Identificacion del polimero.

Una vez extraido el biopolimero, se prepararon muestras que fueron analizadas por
Espectroscopia de Infrarrojo, técnica que identifica la presencia de las bandas de tension,
vibracion de los grupos funcionales caracteristicos del QS (grupos hidroxilo OH, C-H, CHz,
CHs -NHaz,-NH-, C-O-C,) en un rango de frecuencia entre 450 y 4000 cm™ (Escobar et al.,
2013). Se utilizé un espectrofotometro FTIR Modelo Spectrometer Marca Perkin Elmer Serie
74070.

Grado de desacetilacion (DD) por valoracidn potenciométrica.

La determinacion del grado de desacetilacion (DD) se obtuvo empleando la técnica de
valoracion potenciométrica, que consistio en disolver el QS en una solucidn diluida de HCI
para favorecer la protonacion del grupo amino libre y luego se realiz6 la valoracion con una
solucion de NaOH hasta que el pH de la solucion se estabilice. Se emplearon 0.5 g de QS
disueltos en 20 ml de HCI 0.3 M. Esta solucion fue titulada con NaOH 0.1 M. Las mediciones
de pH se realizaron gradualmente tras la adicién de cada mililitro de NaOH en un

potencidometro marca Orion (México), la valoracion finalizé cuando el pH tuvo un valor de
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Secado

\

Secar el hongo seta Pleurotusostreatus a temperatura de 50-53 °C utilizando un
horno marca Lumistell modelo HTP-72 por 11 h.

Tamizado

v

Obtener un tamafio de particula uniforme se pasa sobre un tamiz de malla 40.

Desproteinizacion

v

Adicionar NaOH con una concentracién de 3 M, temperatura de 45 °C y tiempo
de 8 h. Para determinar el efecto de la concentracion de NaOH se realiz6 una
prueba adicional con una concentracion de NaOH de 11 y 1M.

Filtracién

v

Filtrar el material insoluble alcalino y se lava con agua desionizada hasta alcanzar
un pH~7.

Adicion de acido

v

El material insoluble alcalino se trata con CHsCOOH con una concentracion de
0.35 M, temperatura de 95 °C y tiempo de 3 h, donde el QS es soluble.

Filtracion

v

La mezcla de material alcalino insoluble con &cido acético se filtra para separar
el liquido del sdlido. Posteriormente los sobrenadantes, la parte liquida se
recolecta en vasos de precipitado.

Precipitacion

v

El QS precipita adicionando NaOH con una concentracion de 1M con agitacion,
hasta alcanzar un pH entre 9-11. Se deja en reposo para una completa
sedimentacion, obteniendo QS.

Filtracién

v

El QS se separa mediante filtracion. Posteriormente se lava hasta alcanzar un
pH~7.

Secado

El QS se seca a una temperatura de 60 °C en una estufa hasta peso contante.

Figura 2.1. Diagrama de bloques para la obtencién de QS de Pleurotus ostreatus (New et al., 2010).

12, lo cual permitio obtener una curva de titulacion del QS, con dos puntos de inflexion,
cuyos valores se obtuvieron segun el criterio de la primera derivada (dpH/dV). La diferencia
entre estos puntos proporciono la razon de la cantidad de &cido requerido para protonar los

grupos amino del QS. De esta manera se obtuvo el DD mediante la ecuacion 2.1.
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_ V=W
%DD =100 -~ 16.1{———)M ec.2.1

En la ecuacién 2.1 V> es el punto de inflexion mayor, V1 corresponde al punto de inflexion
menor, expresados como volumenes de NaOH; M es la molaridad de la solucion de NaOH
(mol/L); w es el peso del QS empleado (g) y 16.1 es un valor relacionado al peso del grupo
amino (-NH) (Balanta et al., 2010).

Espectroscopia Infrarroja (IR).

Como banda caracteristica se tomd la absorbancia de 1320 cm™ correspondiente a las
vibraciones de estiramiento C-N y como banda de referencia 1420 cm™ a -CHs ecuacion 2.2
(Brugnerotto, 2001).

Calorimetria Diferencial de Barrido y Analisis termogravimetrico
(DSC/TGA).

El anélisis para determinar la temperatura de degradacion térmica del QS se llevo a cabo en
un TA Instruments DSC Cell (E.U), se coloc6 una muestra de 2.000 + 0.03 mg en una celda
hermética de aluminio, misma que fue colocada en el porta muestras del equipo. Se empled
una rampa de calentamiento de 10°C/min, hasta llegar a 600°C utilizando una atmdsfera de

nitrégeno.

Soluciones quitosano y alcohol polivinilico.

Se realizaron dos tipos de preparacion de las muestras de QS/PVA:

1-. Se prepar0 una solucion de 100ml al 10% de PV A con agua destilada como solvente y 10
gr de PVA. En la etapa de Solubilizacion de QS se tomd directamente la solucion y se mezcl6
con la solucion de PVA en las siguientes relaciones 25/75, 35/65.

2.- De la solucion en fase liquida de QS que se obtuvo en la etapa de solubilizacion fue
tomada para adicionar PVA sdlido, se mantuvo en agitacion durante 62 h para su

incorporacion, se prepararon al 10, 8% respectivamente (Cay, Miraftab & Akcakoca, 2016).
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Analisis reologico de las soluciones.

La viscosidad de las soluciones es un parametro relevante, ya que define la posibilidad de
formacion de las micro y nanofibras, este parametro fue evaluado mediante un Redmetro de
AntonPaar modelo RheolabQCa (EUA) 25+ 1°C, utilizando la configuracion de cilindros
concentricos DG24 y el software StarRheoplus. La viscosidad se determindé como el
promedio ponderado del valor obtenido para un rango 50 a 784 (1/s) de la velocidad de corte
(Nagihan et al., 2014).

Proceso de electrohilado.

Las soluciones se vertieron en el émbolo de la jeringa del equipo de electrohilado a
temperatura ambiente. Para el proceso de electrohilado se emplearon las siguientes
condiciones de electrohilado: voltaje total (26 kV), velocidad rotativa del rodillo colector (90
a 100 rpm) y la distancia entre el inyector y el rodillo colector (20 cm) y velocidad de
alimentacion (0.3 a 0.4 ml/h) (Cay, Miraftab) &Akcakoca, 2016).

Evaluacion de las caracteristicas morfologicas de las microfibras.

La estructura de las microfibras se evalué usando microscopia electronica de barrido. El
microscopio empleado es un MEB de bajo vacio, modelo JSM-6610LV (E.U), con una
diferencia de potencial de 25 KV y una amplificacion de 5000X. El analisis se efectu6 a 12-
15 KV de voltaje de aceleracién (Pulido, 2010) (Madene, 2006). EI didmetro de las fibras se
determind a partir de 100 mediciones de los didmetros de las imagenes de MEB empleando

el software Image J (https://imagej.nih.gov/ij) (Cay, Miraftab & Akcakoca, 2016).

Espectroscopia Infrarroja de las microfibras.

Una vez obtenidas las microfibras se realizo la identificacion por medio de la presencia de
las bandas de tension, vibracion de los grupos funcionales caracteristicos del QS (grupos
hidroxilo OH, C-H, CH2, CHz -NH2,-NH-, C-O-C,) y del PVA (C-H, C-O, C=0) trabajado
en un rango de frecuencia entre 450 y 4000 cm. Para lo cual se utiliz6 Espectroscopia de
Infrarrojo empleando un espectrofotémetro FTIR Marca PerkinEImer Modelo Spectrmone
Serie 74070.
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Espectroscopia Raman de las micro y nanofibras.

Se utiliz6 un sistema Micro-Raman (Xplora Plus microscope from Horiba, Kyoto, Japan)
equipado con un microscopio confocal (Olympus BX51, Rochester, NY, EE. UU.), una
excitacion con laser a 532 nm. Los espectros fueron obtenidos utilizando una rejilla de 1200
gr mm con 10 s de tiempo de adquisicion, y una acumulacion de dos espectros. La potencia

del laser fue de 15W mm™.

Calorimetria Diferencial de Barrido y Analisis termogravimétrico de las

micro y nanofibras (DSC/TGA).

Los ensayos de DSC y TGA se realizaron en un calorimetro TA Instruments DSC Cell (E.U).
Se tomaron muestras de las microfibras QS (2 mg+ 0.03) y se sometieron a un intervalo de
temperatura de 25 a 600 °C, con una rapidez de calentamiento de 10°C/min y utilizando una
atmosfera de nitrogeno, con la finalidad de determinar la temperatura de transicion vitrea

(Tg), temperatura de cristalizacion (TC), temperatura de fusion (Tf).

Determinacion cualitativa de grupos aminos con ninhidrina.

Esta determinacion cualitativa permite identificar la presencia de grupos amino en muestras
solidas, en caso de que estos grupos se encuentren presentes, al contacto con una solucién
saturada de ninhidrina, se presentard una coloracion intensa oscura.

Para la preparacion de la solucién saturada de ninhidrina se pesaron 1.5 gr de ninhidrina en
una balanza y posteriormente se disolvio en un matraz aforado de 25 ml de agua destilada
con agitacion.

La determinacién cualitativa se realiz6 siguiendo el procedimiento: Se procedié a tomar
muestras de 10 mg de microfibra obtenida que fueron colocados en cajas Petri para ser
afiadida la solucion saturada, y esperar la aparicion de tonalidad oscura en caso de la

presencia de grupos amino en las muestras de QS.

Balance de Materia a partir de los datos experimentales.

A partir de las microsfibras se obtuvo el flujo masico experimental y posteriormente se

realizo un balance de materia.
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Capitulo 3
Resultados y discusion

Etapas del proceso de obtencion de quitosano.
Uno de los objetivos de esta tesis fue identificar las condiciones para la obtencion de QS a
partir del hongo Pleurotus ostreatus. Las etapas para la extraccion de este se reporta segin

el procedimiento establecido en la seccion de Materiales y Métodos.

Como operacidn inicial fue necesario separar las partes del hongo, en pileo y estipe Figura

3.1, dado que el proceso de extraccion del QS fue a partir del sombrerillo de las setas.

Pileo o sombrero

Léminas T ,///
(o] 1 flig N
himenio /
U

Estipe o pie

Figura 3.1 Hongo seta con sus partes principales (Gaitan, et al., 2006).

Los hongos fueron adquiridos en su etapa de fructificacion no maltratados y de una buena
apariencia, cortando de manera manual el estipe, se seleccionaron aquellos hongos cuyos
diametros oscilaban entre 13+2 cm tomando en cuenta que los hongos se encontraran en un
buen estado.

Reduccion de tamarfio o troceado, esta operacion se llevd a cabo en el laboratorio, partiendo
de muestras con sombrerillo cuyo didmetro oscila de 13+2 cm, procediendo a su troceado y
obtencion de muestras de 0.5 cm de lado. El objetivo del troceado fue obtener una mayor

area y favorecer la remocién de humedad y con ella la extraccion del QS.

El secado fue una operacion que se realizd inmediatamente después para reducir la
descomposicion de la muestra, como resultado del proceso de oxidacion enzimatica
caracteristica de esta especie y/o la presencia de tonalidad pardas (Ceballos & Jiménez,

2012). El hongo fue secado para facilitar su manejo, y concentrar los solidos existentes en la
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materia prima incluyendo el QS. El contenido de humedad inicial de la materia prima
experimental reportado fue de 93.05 % valor similar al reportado por otros autores en su
trabajo en la variedad Pleurotus (Ciappini et al., 2004). Durante el secado hubo remocidn del
agua contenida en la muestra y con ello se incrementd el contenido de solidos entre ellos:
proteinas, carbohidratos, grasas y minerales, permitiendo de esta manera una mayor
extraccion de QS.

El tiempo de secado se determin6 experimentalmente y correspondio a un periodo de 11
horas, hasta que la materia prima presentd un peso constante y un contenido de humedad
final promedio de 16.23%. En la Figura 3.2 se presenta la cinética de secado reportando la
pérdida de humedad vs. Tiempo (a) y la curva de velocidad de secado expresado en el grafico
velocidad de secado vs. Contenido de humedad b.s (b).

Se observa que durante la cinética de secado, el contenido de humedad se reduce a medida
que el tiempo de secado incrementa, comportamiento que fue evidente en la Figura 3.2 (a),
y respecto a la curva de la velocidad de secado del material se pueden observar algunas
caracteristicas, entre ellas que no existié un periodo de velocidad constante, sino mas bien
un periodo de velocidad de secado decreciente, debido a la evaporacion de agua ligada de la
materia prima y al espesor del material (Salas, et al., 2003).

El periodo de velocidad de secado decreciente puede involucrar una evaporacion menor de
agua que la velocidad de secado constante pero una mayor fraccion de tiempo total de secado.
Uno de los modelos mas sencillos para describir este periodo establece una relacion lineal de

la velocidad de secado con la humedad ecuacion 3.1

dW /dt = aW ec3.1
Donde W es el contenido de humedad (b.s.) y dW/dt es la pérdida de humedad durante el
secado.

Esta expresion establece que la velocidad de secado de los cubos del hongo esta en funcion
del contenido de humedad de la materia prima.
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Figura 3.2 Velocidad de secado.

En la Figura 3.3 se muestra el procedimiento de cada una de las operaciones pretratamiento

a la que fue sometida la muestra.

Troceado Secado Tamizado (425 um)

Quitosano

Figura 3.3 Diagrama esquematico del proceso de extraccion de QS.
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Una vez seco el hongo se molid en una licuadora convencional con la finalidad de disminuir
el tamafio, de tal manera que se formara un polvo, que posteriormente se hizo pasar por un
tamiz de malla 40 para tener un tamafio de particula uniforme (425um).

El rendimiento de este proceso fue del 100%, ya que para asegurar este rendimiento las
muestras con mayor tamafio fueron sometidas nuevamente al proceso de molienda,
permitiendo que no existiera pérdida en el proceso.

Es importante mencionar que este alto porcentaje asegura una baja pérdida econémica en

caso de que el proceso de extraccién se lleve a una escala industrial.

Proceso de desacetilacion.

Para llevar a cabo el proceso de desacetilacion de la quitina se pesaron 200 g del hongo
tamizado, para ser transferido en un matraz de bola de 5 L provisto con una barra magnética
para su agitacion. Posteriormente se adicion6 una solucion NaOH con una concentracion de
3 M en una relacion de 5 ml de solucion por cada gramo de hongo. La reaccién se mantuvo
por 8 h a temperatura de 45 °C y agitacion de 100 rpm de manera continua.

Al término de la reaccion con las condiciones mencionadas se obtuvo una sustancia liquida
de color café oscuro, la parte liquida correspondiente a la proteina, y las particulas sélidas a
la QN desacetilada, con un pH de 14.

Para disminuir el exceso de NaOH y alcanzar un pH cercano a la neutralidad, se realizaron
una serie de lavados a la pasta resultante, la cantidad de agua desionizada requerida fue de
aproximadamente (46 L). Hasta que se alcanzé un pH de 7.8, la coloracion de la pasta era
crema.

Una vez neutralizada la pasta se llevo a cabo la solubilizacion del QS. Se pesaron 100 g de
pasta que fue trasferida a un matraz de bola de 5 L provisto de una barra magnética para
agitacion. La pasta se mezcld con una solucién de CH3COOH 0.35 M en una relacion 5 ml
de solucién por cada gramo de pasta. Posteriormente fue sometido a agitacion a 50 rpm
durante 3 h a 95°C. Dicha mezcla se dejo en reposo durante un tiempo aproximado de 17
horas. Al término de este reposo se midid el pH de la mezcla de 2.55.

Para recuperar la parte liquida se procedio a filtrar la mezcla resultante y los sobrenadantes
(parte liquida) de cada frasco se reunieron en vasos de precipitados de 1 L.

32



La precipitacion del QS se realiz6 empleando 49 mL de una solucion de NaOH 1 M, para
precipitar 500 mL de QS en solucidn (sobrenadante), esperando para su precipitacion un
periodo de 58 h, observandose un precipitado de color claro del QS.

El precipitado fue recuperado empleando una centrifuga a 3000rpm por 15 minutos.

El sélido separado se lavé con agua desionizada hasta que alcanzo un pH de 7.8. Finalmente
el QS se seco en una estufa a temperatura de 60 °C durante 6 h. (Ver Figura 3.3).

Con base a la literatura (New et al., 2010) el mayor rendimiento de QS obtenido por el
método quimico es empleando una concentracion 11M de NaOH (1.74 g/ 100 g de micelio),
sin embargo esta concentracion es altamente corrosiva, dificil de manejar y ocasiona dafios
ambientales en cuanto a residuos. Otra metodologia propuesta es utilizar una concentracion
de 1 M de NaOH, como se reporte en la Tabla 1.1, bajo estas condiciones su rendimiento es
bajo (44-107 mg/g) Por tal razon se realizaron pruebas adicionales para ser eficiente el
proceso de desacetilacion, probandose la concentracion de 1M, 3M y 11M, con el objetivo
de comparar el rendimiento durante la extraccion del QS, siguiendo el mismo procedimiento
previamente descrito.

La primera etapa del proceso de extraccion es la liberacidn de proteinas, azucares; la QN y
cadenas B-glucano se acumulan individualmente en la pared celular de los hongos y forman
el enlace del interpolimero. La formacion de la quitina/quitosano-glucano construye cadenas
complejas que resultan en una red reticulada rigida en la pared celular causando un problema
considerable para la extraccién de QS y glucano por separado. Esta red no se rompe con
facilidad en condiciones de extraccion suave.

Para la extraccion de QS de la pared celular, primero la pared celular es aislada a partir de la
biomasa flngica a través de un tratamiento alcalino con solucion diluida de NaOH a
temperatura elevada (90-120 ° C), presentes en la pared celular (Mohamed et al., 2015), para
ello se utiliza un medio fuertemente alcalino que ocasiona la solubilizacién de la membrana
por saponificacion de los lipidos presentes en ella. Una vez liberados, los azlcares y proteinas
sufren degradacion y desnaturalizacion respectivamente por causa de la temperatura y la
concentracion empleada de NaOH.

Se describe en seguida el Mecanismo de obtencion del QS a partir de hongo (Libardo, 2011).
De la QN extraida se obtiene QS mediante la hidrolisis del grupo acetilo, por tratamiento con

hidroxido de sodio Figura 3.4.
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Figura 3.4. Desacetilacion de la quitina.

El mecanismo de esta reaccidn de desacetilacion transcurre en tres etapas; la primera etapa

consiste en un ataque nucleofilico en la posicion electrdfila del grupo carbonilo de la QN por

parte del grupo hidroxilo y formacion del intermediario tetraédrico Figura 3.5.
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Figura 3.5. Adicion nucleofilica del grupo hidroxilo.

En la segunda etapa del mecanismo, el intermediario tetraédrico sufre la eliminacion del

grupo amino (NHR), para la formacion del acido carboxilico correspondiente Figura 3.6.
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Figura 3.6. Eliminacién del grupo amino.
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La tercera etapa, la amina (glucosamina) actla como base desprotonando el &cido. Este
equilibrio es muy favorable y desplaza los anteriores equilibrios hacia el producto final

Figura 3.7.

-0: e}

QK;NHR — |(|; +  NHzR
/N

_ /N
CH3 :OH CH3 O

Figura 3.7. Equilibrio &cido — base entre el acido carboxilico y la amina.

Desacetilacion de la Quitina.
Al tratar a la QN con un alcali fuerte se obtiene QS, ya que al ser liberados los grupos acetato

se deja libres a los grupos amino del QS.

Solubilizacién y precipitacion de Quitosano.

Una vez terminada la reaccion de desacetilacion, el QS se encuentra mezclado con algunos
residuos de proteinas que no fueron eliminados por completo en medio alcalino, por tal razén
estas pastas se adicionan en un medio acido donde el QS es soluble y el grupo amino libre
perteneciente al polimero se encuentra protonado, a esta solucion se le adiciona NaOH 1 M
para que ocurra la precipitacion del biopolimero y de esta manera sea posible separarlo
mediante procesos fisicos (filtracion o centrifugacion) de los residuos insolubles.

En la Tabla 3.1 se muestran los rendimientos de QS obtenido con las tres diferentes

concentraciones de solucion de NaOH 11,3y 1 M.

Tabla 3.1 Rendimientos de QS.
Concentracion | Peso de hongo = Quitosano (g) Rendimiento

de NaOH seco (g)
11 M 40 0.3451 0.8627 % + 0.06
3M 43 0.1789 0.4160 % + 0.04
1M 30 0.1040 0.3466% £ 0.04
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De los resultados reportados en la Tabla 3.1 se descart6 el uso de la solucién 1M, dado el
bajo rendimiento obtenido. El QS obtenido con las condiciones de solucién de NaOH 3M y
11M fue caracterizado mediante FTIR, DSC y TGA.

Identificacidn del polimero mediante Espectroscopia Infrarroja.

Dado que cada molécula o grupo funcional tiene una absorcidn caracteristica, a una longitud
de onda determinada, a partir del espectro de la molécula del QS se identifican los grupos
funcionales caracteristicos del QS obtenido a partir de una solucion de NaOH con
concentracion de 3 M y 11 M en etapa de desacetilacion y a su vez compararlo con el QS
comercial, Figura 3.8. En el espectro de infrarrojo el QS 3M muestra dos picos de poca
frecuencia en 3335 cm™ que es atribuida al grupo hidroxilo -OH y la segunda al grupo NH;
en 3257 cm se observa también otra banda en 2918 cm* correspondiente al estiramiento de
los enlaces C-H (Knidri et al ., 2016), el grupo amida primario aparece en 1639 cm™ (Alzate
et al., 2015), banda del grupo —CHs- a 1414 cm™ y vibraciones de estiramientos de la amida
[11 C-N a 1315 cm™ (Dong et al., 2001).

Para la muestra de QS extraida con solucion de 3M, se presenta una sefial intensa en la
longitud de onda de 1019, correspondiente al estiramiento C-O.

Para el caso del QS 11 M se observa una banda con dos picos de poca frecuencia en 3354
cmt que es atribuida al grupo hidroxilo -OH y la segunda al grupo —NH2 en 3290 cm™ en el
espectro también se observa otra banda en 2876 cm™ correspondiente al estiramiento de los
enlaces carbono-hidrogeno (C-H), el grupo amida primario aparece en 1645 cm¥,
deformacion del enlace N-H en 1585 cm, banda del grupo —CHs- a 1419 cm™ y vibraciones
de estiramientos C-N a 1317 cm™.

En la Figura 3.8 se presenta el espectro IR, asi como la estructura de la QN y el QS, en el
cual se observa la diferencia en su estructura.

El analisis del espectro muestra que el QS extraido con solucion 3M contiene aun moléculas
de QN, mientras que la muestra de QS extraido con solucion 11M presenta una mayor pureza

dada la similitud con la sefial emitida por la muestra de QS comercial puro.
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Figura 3.8. Espectro de IR de QS Comercial 3M y 11 M.

Caracterizacion del QS.
Para determinar el grado de desacetilacion DD se realizaron dos métodos: valoracion

potenciométrica y espectroscopia infrarroja.

Grado de desacetilacion por valoracion potenciométrica.

Para realizar la valoracién potenciométrica del QS 3 M se emplearon 0.08 g de QS disueltos
en 3.5 mL de HCI 0.3 M. Esta solucion se titul6 con NaOH 0.1 M. Las mediciones de pH se
realizaron gradualmente conforme se adicionaba cada mililitro de NaOH en un
potenciometro marca Orion, la valoracion concluye cuando el pH llega a 12 (Balanta et al.,
2010).

La Figura 3.9 muestra resultados de valoracién potenciométrica para la muestra de QS
extraido de Pleurotus ostreatus, donde se genera la curva de titulacién con dos puntos de
inflexion el primer punto corresponde al HCI en exceso y el segundo al QS protonado, la
diferencia entre los dos puntos de inflexion a lo largo del eje de abscisas corresponde a la
cantidad de acido requerida para protonar los grupos amino de QS cuyos valores se
determinaron segun el criterio de la primera derivada; dichos puntos corresponden a los

maximos. Los resultados de DD por esta técnica se muestran en la Tabla 3.2
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Figura 3.9. Curva de titulacién quitosano a) 3 M b) 11M.

Se observo que el grado de desacetilacion es mayor al usar la concentracion 3M en unidades

porcentuales.
Tabla 3.2. Valoracién potenciométrica del QS3 My 11 M.

Concentracion | NaOH (M) V-V %DD
3M 0.1 1.5 61.36 + 4.00
11 M 0.1 4 57.06 £ 5.30

Grado de desacetilacion por Espectroscopia Infrarroja.

Para determinar el grado de desacetilacion por Espectroscopia Infrarroja se retoma el trabajo
de Brugnerotto (2001) ya que abarca un rango de valores de DA que va de 0.5-97.9 asi como
una amplia variedad de fuentes de materiales para la obtencion de QS (camarones, cangrejos,
langosta) y utiliza resonancia magnética nuclear (RMN) como técnica absoluta para
determinar los DA de muestras de QN y QS, Para la identificacion de una banda caracteristica
y una de referencia propone comparar los espectros IR de las dos moléculas que representan
las unidades de repeticion de la QN (N-acetilglucosamina) y el QS (glucosamina). Al
comparar ambos espectros, se podria apreciar que una banda caracteristica aparece en 1320
cm™ para N-acetilglucosamina, como banda de referencia propone evaluar dos posibles
bandas a 3450 cm™ y 1420 cm™. Al elaborar las curvas de calibracion, trazando las relaciones

de adsorcion (banda caracteristica/banda de referencia) de muestras de QN y QS, frente a su
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DA obtuvo las siguientes correlaciones entre los valores experimentales de DA vy las
relaciones de absorbancia A1z2o0/ Asaso Y A1z2o / A1azo, €Xpresadas por la ecuacion 3.2 'y 3.3.

A1320/A3450 = 0.0314‘6 + 0.00226 X DA r = 0.97036 ec. 3-2
A1320/A1420 = 0.3822 + 0-03133 X DA r = 0.9904‘2 ec. 3-3

Un coeficiente de correlacion, r, proporciona una manera cuantitativa para expresar el grado
de asociacion existente entre las dos variables. EI propdsito para determinar el coeficiente de
correlacion es evaluar la fiabilidad de los instrumentos IR que miden la absorcién de bandas
caracteristicas y de referencia. Un alto coeficiente de correlacion significa gran fiabilidad y
bajo coeficiente de correlacion baja confiabilidad.

Una vez que se identifico el polimero de 3 y11 M del hongo seta (Pleurotus ostreatus) se
calculd el DA del QS mediante la correlacion de Brugnerotto, ecuacion 3.3 evaluando la
absorcion de las bandas caracteristica de la amida Il localizada a 1315 cm™ para QS 3 My
1317 11 M, y como referencia las bandas de los grupos metilos a 1414 cm™ y 1418 cm™

respectivamente. Mientras que para conocer el DD se utiliz6 la ecuacion 3.4.
Grado de desacetilacion = 100 — DA ec.3.4
Sustituyendo los valores de absorcidn correspondiente se obtiene los DA reportados en Tabla

3.3.
Tabla 3.3. DD del QS por IR. 3My 11 M.

Concentracion DA %DD
3M 18.2651 81.7348+0.26
11 M 23.4762 76.5237+0.46

Como se muestra en la Tabla 3.2 y 3.3, el porcentaje de DD es mayor para las muestras de
QS obtenida con solucion de NaOH 3M, los resultados son diferentes, pero presenta la misma
tendencia. El grado de DD que mayor certidumbre proporciona es el de IR, dado que la
determinacion del DD por titulacién puede presentar un cierto margen de error debido a la
cantidad de lecturas, la adherencia del QS al electrodo del potenciémetro en el momento de
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hacer la valoracion; ocasionando imprecision en las lecturas. Algunos autores mencionan que
con un porcentaje mayor a 50% de DD se considera que es QS, Rinaudo (2006).

Desde el punto de vista de aplicacion comercial se puede decir que se puede hacer con el QS
3M aplicado a la industria médica regenerativa aunque es bajo su rendimiento (0.4160%).
sin embargo el uso de solucion de NaOH al 11M, presenta un DD menor, que limita su uso
tal y como se muestra en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Recomendaciones generales para la aplicacion del QS (Aranaz et al., 2009).

Aplicaciones Recomendaciones Generales
Cicatrizacion de heridas e QS conalto DD.

e Muestras de bajo peso molecular (Mw)
(oligbmeros).

Sistemas de administracién de e AltoDD.
medicamentos e Alto Mw.
Entrega de genes e DD<80

e Bajo Mw (alrededor de 10 KDa)
e DD alrededor de 85 (buena proliferacion y

Andamios (ingenieria de tejidos) estructura).
e Alto Mw (biodegradacién prolongada).
Inmovilizacion celular e QSconalto DD.

e Dependerd de la enzima, el método de
inmovilizacion y medios de reaccién
Inmovilizacion de enzimas e Bajo contenido en cenizas

e Alto DD para la adsorcién, covalente vy
encapsulacion.
Conservacion de alimentos e Alto DD.
e Medio-bajo Mw (5-80 kDa).

Agente emulsionante e Bajo DD para estabilidad de emulsion
e Alta viscosidad
e Dependerd de las condiciones de los
contaminantes y agua (pH, fuerza ionica).
Tratamiento de aguas residuales e En general, se utiliza QS con alto DD.
e Baja cristalinidad

Calorimetria Diferencial de Barrido QS.

Es una técnica que permite medir el flujo de calor con respecto a la temperatura aplicada a la

muestra que se encuentra en una atmoésfera de Ny, lo que permitid encontrar diferencias en el
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comportamiento termodinamico del QS. Los resultados del analisis calorimétrico de las
concentraciones de 3 My 11 M en la etapa de desacetilacion se muestran en la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Termograma de QS comercial, 3M y 11M.
Los polisacaridos generalmente tienen una gran afinidad por el agua, y en el estado sélido
estas macromoléculas pueden tener estructuras desordenadas que pueden hidratarse
facilmente (Kittur et al., 2002). Tal y como se muestra en la Figura 3.10 el primer barrido se
observa un pico endotérmico ancho a 73.85°C para el QS 3M, debido a la evaporacion del
agua presente en la muestra (Suyatma et al., 2011). La temperatura de transicion vitrea (Tg)
es afectada por las condiciones de procesamiento y esta relacionada con la concentracion de
cadenas amorfas en la muestra que es afectada por factores como la movilidad molecular
(Solange). Lo mas importante a destacar es que ni el QS comercial y el QS extraido presentan
el fendmeno de la transicion vitrea ya que éste absorbe humedad y posee una cadena
polimérica muy rigida constituida de unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa por lo
que el cambio en la capacidad calorifica correspondiente a la variacion de volumen especifico
enlaTg es muy pequefio y dificil de observar (Merino et al., 2016). Sin embargo, los valores
reportados en literatura, 202 °C (Suyatma et al., 2011) y 194 °C (Suyatma et al., 2004) son
muy superiores al de la Tg del &cido polilactico (PLA). En la region comprendida entre 250-
450°C esta dominada por eventos térmicos relacionados con procesos de degradacion de
estos polimeros. Nuestra temperatura de degradacion a 294.15 °C es menor comparada con

la del QS comercial. Debido a que la quitina se transforma en QS, se hace menos estable
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térmicamente, exhibiendo una méxima velocidad de descomposicion a menores
temperaturas, probablemente debido al predominio de la forma no acetilada y a la menor
cristalinidad mostrada por el QS (Escobar et al., 2013). Trabajos previos han demostrado que
cuando hay diferencias marcadas en el peso molecular, y por lo tanto en el grado de
polimerizacion de las muestras de QS se observa un desplazamiento en la posicién del pico
de degradacion exotérmico de hasta 10°C (Kittur et al., 2002).

Analisis Temogravimetrico QS.
En la Figura 3.11 se muestran las curvas de pérdida de masa (TGA) para el QS comercial y

experimental.
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Figura 3.11. TGA quitosano 3M y comercial.
En el QS comercial, en la primera etapa del proceso de degradacion que va de 24 a 261°C
hay una pérdida de masa de aproximadamente 11%, lo cual se debe a la evaporacion de agua
(Alzate, 2015). La segunda etapa y mas predominante ocurre a 298.15°C, en la que se observa
una pérdida de masa de aproximadamente 32% en esta etapa se llevan a cabo reacciones de
despolimerizacion / descomposicién de las cadenas de polimero a través de la desacetilacion
y escision de los enlaces glucosidicos (Moussout et al., 2016). La Gltima etapa, para una
temperatura superior a 400°C (10% de pérdida de peso), corresponde a la destruccion térmica
del anillo de piranosa y la descomposicion del carbono residual. En el QS experimental, se
aprecia una pérdida de masa aproximada al 31% a 294.15 °C.
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Caracterizacion de las soluciones de PVA 'y QS.

Para la obtencion de fibras de QS extraido del hongo Pleurotus ostreatus, se realizaron dos
métodos para la preparacion de las soluciones. El primero consistio en preparar una solucion
al 10% de PVA grado técnico (Marca MEYER) que fue mezclado con el QS en solucion de
acido acético en las siguientes relaciones QS/PVA; 25/75, 35/65 respectivamente. El otro
método consistio en afadir directamente el PVA solido al QS en solucion y dejarlo en
agitacion durante 62 h, al 10 y 8 (% p/v), para su posterior caracterizacion reoldgica. Los

pardmetros de las soluciones electrohiladas se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Parametros de las soluciones electrohiladas.

Soluciones Relacion | Viscosidad | pH | Conductividad | Tiempo | Voltaje | Distancia
QS/PVA (cP) (nS) (h) (kV) (cm)

Ajuga-Colector

L 25/75 25/75 | 225+10.19 | 4.01 504 2 1 26 20

L 35/65 35/65 | 254+11.95 3.98 594 + 2 1 26 20
$10% (p/v) 10 197+9.41 | 361 1163+ 1 1 21 20
S8% (p/v) 8 399 +10.01 | 3.58 1270 + 2 1 26 20

Estas soluciones presentaron valores de conductividad eléctrica entre 504 a 1270 uS, la
conductividad del PVA al 10% en solucién pura es de 795.8 uS, mientras que la
conductividad eléctrica del QS en solucién de acido acético es de 1604 uS como resultado
de la protonacién del grupo amida (-NHy).

La incorporacion de PVA a la solucion de QS afecta notablemente las propiedades de las
soluciones. Como se muestra en la tabla anterior el pH de las soluciones se redujo, debido a
la adicion del acido acético en la solucion de QS tal y como lo reporta (Cay et al., 2016).
Con respecto a la viscosidad es un parametro importante para la formacion de las fibras, dado
que este factor es la resistencia para el flujo de la muestra en el inyector. Como primer punto
se realiz6 un analisis individual de las muestras de PVA al 10% y una de QS extraido los

resultados se muestran en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Andlisis Reoldgico de a) QS extraido y b) PVA 10%.

Como se puede apreciar en la Figura 3.12 el PVA se comporta como un fluido Newtoniano
dado que la relacién esfuerzo de corte contra el gradiente de deformacién es lineal y su
viscosidad es constante. Sin embargo la viscosidad de QS cambia con el tiempo esto debido
a que tiene una alta viscosidad requiere mayor esfuerzo de corte para su adelgazamiento y se
pueda comportar como un fluido newtoniano a bajas concentraciones. Para poder electrohilar
QS es necesario un estabilizador que pueden ser: PVA, policaprolactona, poli (&cido
lacticocoglicolico), poli (&4cido Llactico) que le confiere una menor viscosidad, y de esta
manera tener un comportamiento newtoniano. Dadas las propiedades biol6gicas del PVA 'y
las de QS; las nanofibras obtenidas presentan mayor biocompatibilidad, adhesion celular y
proliferacion (Balagangadharan et al., 2016).

En la Figura 3.13 se puede apreciar un comportamiento newtoniano de las relaciones liquidas

al combinar QS extraido con PVA, y en la Figura 3.14 las relaciones solidas.
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Figura 3.13. Analisis Reoldgico de soluciones liquidas de QS/PVA a) 25/75 y b) 35/65.
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Figura 3.14. Analisis Reoldgico de soluciones sélidas QS/PVA a) S 10% y b) S 8%.

La viscosidad de las soluciones es otro parametro importante que determina la morfologia de
las nanofibras y la formacion del cono de Taylor. Se puede observar en la Tabla 3.5 que las
viscosidades de las soluciones de QS/PVA se incrementaron con el aumentando en el
contenido de QS en las soluciones liquidas y sélidas (Koosha & Mirzadeh, 2015). Cuando se
pretendia utilizar una solucién de PVA pura al 8% y mezclarla en una relacion de 35/65
QS/PVA, la solucion resultante era mas liquida, y por ende la tencion superficial también lo
era, impidiendo la formacién de fibras aun aplicando un campo eléctrico de 35 KV. Por ello
se utiliz6 una solucion de PVA pura al 10% para dar mas estabilidad a las soluciones liquidas

resultantes.

Morfologia de las microfibras.

La morfologia de las microfibras de QS/PVA electrohiladas fue caracterizada mediante
microscopia electronica de barrido (MEB, JSM-6610LV). Los diametros de las fibras se
determinaron utilizando el software Image J, mediante el trazado de lineas perpendiculares a
los ejes de las fibras en las imagenes de MEB. Los valores de pixeles de las lineas se
convirtieron a valores de diametro. En cada caso se realizaron 100 mediciones en diferentes
partes de las fibras. Las micrografias y los histogramas de distribucion de diametro de las

nanofibras resultantes se presentan en la Figura 3.15y 3.16.
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Figura 3.16. Micografias QS/PVA liquidas a) 25/75 y b) 35/65.



Tabla 3.6. Diametros promedios a partir de las micrografias SEM.

Relacion QS/PVA | Diametro Promedio Desviacion
(nm) Estandar
25/75 265.30 47.69
35/65 237.19 53.76
10% 265.65 46.96
8% 249.85 37.31

Esta disminucion en el didmetro como se muestra en la Tabla 3.6 esté relacionada con la
naturaleza policationica del QS, ya que la adicion de este polimero incrementa la
conductividad y a su vez genera mayor densidad de carga en el flujo, lo cual produce mayor

estiramiento en las fibras (Jia et al., 2007).

Balance de materia para contenido de Quitosano final.

La eficiencia de la encapsulacién del quitosano extraido del Hongo Pleurotus ostreatus en
las fibras se determind mediante un balance de materia a partir de las concentraciones
iniciales y la identificacion de la pérdida de humedad durante el proceso de electrohilado de
la fibra. En la Figura 3.17 se define el sistema a estudiar para determinar el porcentaje final
de QS contenido en las microfibras.

Evaporacion

M=;?
Xac XA
Entrada Salida
V= mTI M = Dato experimental
M=V-§ XosXpva
XQS XPVA Xac XA

Figura 3.17 Esquema del balance de materia del sistema de estudio.
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En las ecuaciones a emplear se consideré flujos y fracciones mésicas:
Balance General:
Entrada = Evaporacion + Salida

Balance por componentes:

e Quitosano X6s(Entrada) = Xg's’(Evaporacién) + XgS(Salida)

e Acido Acético XE.(Entrada) = XEV (Evaporaciéon) + X5.(Salida)
Donde se considera que X5¢ Yy X5y, son iguales a cero.

e Alcohol Polivinilico  XE,,(Entrada) = XEV ,(Evaporacién) + X3y 4(Salida)

e Agua XE(Entrada) = XEV(Evaporacion) + X3 (Salida)

Para determinar el flujo mésico experimental a la salida de las microfibras, primero se
determind el area total de superficie electrohilada durante 60 minutos, posteriormente se
tomaron 4 muestras con un area de 2 cm? en promedio de forma aleatoria, se pesaron en una
micro-balanza analitica marca Thermo Cahn (C-33, EUA) y se obtuvo un promedio de los
gramos de microfibra de QS y PVA por cm?. Con este valor, se determind experimentalmente
el flujo mésico total (g/h) a la salida del sistema. El valor experimental y tedrico se reportan
en la Tabla 3.7.

[\ S "

¥
H E :
Figura 3.18. Determinacion del peso de la fibra experimental.
Como se muestra en la Tabla 3.7 se obtuvo un mejor rendimiento en las microfibras con una

concentracion al 8 %, obteniéndose 0.33 porcentaje peso de QS, para las mezclas liquidas su

porcentaje oscilaba entre (0.14-0.09).
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Tabla 3.7 Balances de materia experimental y tedrico.

Unidades | Entrada | Evaporacion Salida Salida
Teorica Experimental
Relacién % 8 8 8 8
QS/PVA
Flujo maésico mg/h 0.304622 0.278018 0.026603 0.027405
Componentes
QS 0.000251 0.003393
PVA 0.073988 0.996606
CH3;COOH 0.019403 0.020959
H20 0.906356 0.979040
Relacién % 10 10 10 10
QS/PVA
Flujo maésico mg/h 0.275016 0.245672 0.029343
Componentes
QS 0.000247 0.002716
PVA 0.090805 0.997283
CHsCOOH 0.019051 0.020959
H.0 0.889895 0.979040
Relacion 25/75 25/75 25/75 25/75
QS/PVA
Flujo masico mg/h 0.314014 0.289451 0.0245625
Componentes
QS 6.03E-05 0.0009071
PVA 0.066456 0.9990928
CHsCOOH 0.004647 0.004978
H.0 0.928835 0.995021
Relacion 35/65 35/65 35/65 35/65
QS/PVA
Flujo masico mg/h 0.323702 0.3013662 0.0223360 0.021567
Componentes
QS 8.57E-05 0.0014646
PVA 0.058474 0.9985353
CHsCOOH 0.006605 0.0070167
H.0 0.9348334 |  0.9929832

Identificacion de Aminoacidos cualitativamente con ninhidrina.

La reaccion de la ninhidrina con un grupo amino primario formara un producto de reaccion

de color, también llamada pdrpura de Ruhemann (dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina).

Esta reaccion ha sido conocida y estudiada durante afios y se usa ampliamente para el analisis

de aminoéacidos. Como la reaccién de ninhidrina es especifica para grupos aminos primarios,
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esta reacciona con las unidades 2-amino-2-desoxi-B-D —glucopiranosa (GIcN) dando como
resultado un color mas intenso, mientras que para las unidades 2-acetamido-2-desoxi-B- D-

glucopiranosa no reacciona y su coloracion fue menos intensa (Prochazkova et al., 1999).

Entre la ninhidrina y el aminoacido ocurre una reaccion de adicion nucleofilica, donde se
eliminan dos moléculas de agua y ocurre un proceso de deshidratacion (Delgado, 2012) como

se muestra en la Figura 3.19.

(\ 2H,0 o
§ H R j R

-:LH 'rl-J—Cl‘.H—COOH — = . N—CH—COOH
OH
0
Ninhidrina Aminoacido Acido (producto de la
(hidrato) adicion micleofilica)

Figura 3.19. Mecanismo de reaccidn de la ninhidrina y un aminodcido.

Para tener un comparativo entre la intensidad de color se realiz6 la prueba con ninhidrina con los
blancos QS y PVA, como se muestra en la Figura 3.20 no presentd ninguln tipo de coloracion el

PVA en solucion.

Figura 3.21. Resultados de las soluciones sélidas y liquidas con ninhidrina.
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El QS es un polimero lineal formado por mondmeros de 2-amino-2-Desoxi-D-glucopiranosa
(D-glucosamina GIcN) y en menor medida de2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa (N-
acetil glucosamina). La cantidad de color producido por unidad GIcN aumento con la
fraccion decreciente de unidades acetiladas tal y como se muestra en la Figura 3.21 las
muestras que fueron tratadas con el tratamiento 1 muestra I (25/75) y 11 (35/65) cuanto mayor
es la cantidad de grupos amino libres (unidades GIcN), mayor es el color. De misma manera
se observo con las muestras que fueron tratadas con el tratamiento 2 muestra 111 (8%) y
muestra IV (10%).

Espectroscopia FTIR microfibras.

En la Figura 3.22 se muestran los FTIR de las microfibras del QS extraido del hongo
Pleurotus ostreatus con la adicion de PVA sdlido, se analizaron los picos caracteristicos
tanto del QS como el del PVA, se observd un pico ancho e intenso alrededor de 3350 cm™
para las cuatro mezclas correspondiente al grupo —OH, esta banda se desplaza hacia abajo al
aumentar el contenido de PVA presente en las muestras (Bonilla et al., 2014), el pico
alrededor de 1592 cm™ corresponde a vibracion N-H mas débil y disminuyd cuando se
aumentd el contenido de PVA en las muestras, de esta manera nos indica el enlace del QS
con el PVA en las fibras con una composicion al 8% (Koosha & Mirzadeh 2015), el pico de
850 cm™ corresponde al enlaces C-H que disminuy6 al aumentar el contenido de QS en las
muestras, el pico en 1090 corresponden a las vibraciones de los enlaces C-O de las fibras que
contienen PVA, este pico aparece con un hombro y es sensible a la cristalizacion del PVA,
sin embardo no se observé un cambio significativo en esta banda, el pico en 1250 cm™ esta
relacionado con las vibraciones de estiramiento C-H. Las bandas a 1379 y 1434 cm™ son
vibraciones de O-H y C-H para el PVA respectivamente (Habiba et al., 2015) y 1733 cm™
que estan relacionadas con las vibraciones de estiramiento de C=0 de las unidades de
repeticion de acetato de vinilo restantes en el PVA (Yang et al., 2018). El pico a 2940 cm™
esta relacionado con enlaces antisimétrico CH2. Ambos picos fueron reducidos al aumentar

el contenido de QS en las microfibras (Carvalho et al., 2017).

52



— QS 3M
8%
10%
——PVA

M
P CH

-OH
-OH/ s

% Trasmitancia
X <
E N
—-

o / CH s
OH c¢=0 CH o g Cc-0
».
] >
7‘ 4 C-H
s c=0 CH
-OH
» co

' T ! T J T J T y T y T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm_l)

Figura 3.22. Espectros FT-IR de microfibras sélidas QS / PVA.

Los resultados de la espectroscopia FTIR de las microfibras presentados en la Figura 3.22.
Confirman la miscibilidad parcial de las mezclas QS/PVA debido a la diferencia de los
espectros de los polimeros puros, dado que el cambio en el nimero de onda y la forma de los

picos fue una evidencia de interacciones de enlaces de hidrogeno entre el QS y el PVA.

Espectroscopia Raman de las microfibras.

En el espectro Raman de una concentracion de QS al 8% se observa un pico a 3302 cm*
correspondiente a las vibraciones de los grupos N-H, sin embargo la relacion de
35QS/65PVA Yy fibra de PVA no presento dicho pico, esta banda coincide con lo reportado
por Zhang et al., (2010). La intensidad a 2888 cm™ corresponde a las vibraciones C-H de
estiramiento del anillo piranoso (Zajac et al., 2015), la banda a 1620 cm™ se presenta la

deformacion de N-H de amidas y las vibraciones de estiramiento de C=C, el pico localizado
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a 1492 cm™ a vibracion de tijera C-H (Jha et al., 2013). A 952 cm™ vibraciones C-N (Zajac
etal., 2015).

Para el espectro Raman de las microfibras PVA se puede observar una banda intensa a 2900
correspondiente al grupo CH, (Kozai et al., 2012), otra menos intensa y ancha en 3400 cm
correspondiente al grupo OH (Rudko et al., 2015), los picos a 1358 y 1437 cm™ que
corresponden a la flexion C-H y O-H (Barzegar et al., 2015). Los picos a 915 y 851 cm?
corresponden a los estiramientos C-C. Como se puedo observar en la Figura 3.23 la relacion
35QS/65PVA es mas parecida a la fibra de PVA dadas las condiciones a las cual fue

preparada.

8% QS
— 35QS/65PVA
— Fibra de PVA
_ C-N
C-H C-H
N-H\ '/

Intensidad

—— —T—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda cm™*

Figura 3.23. Espectroscopia Raman microfibras.

Calorimetria Diferencial de barrido de las microfibras (DSC).

Las mediciones DSC pueden proporcionar datos valiosos sobre el comportamiento térmico
y las transiciones de fase dentro de los materiales. La transicion vitrea y la fusion son dos
fendmenos importantes en los polimeros, que se ven afectados por las condiciones de
procesamiento y los aditivos presentes en el material (Koosha & Mirzadeh, 2015).

La microfibra de PVA pura muestra una curva endotérmica relativamente grande y aguda

con un pico a 191° C. Sin embargo, para las microfibras de mezcla QS/PVA, la misma curva
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se volvi6 un poco ancha y el pico se desplazo cuando la temperatura fue baja. Esto indica
que la microestructura cristalina de las fibras electrohiladas no se desarrollaron bien. Esto se
debid a que la mayoria de las cadenas estan en el estado no cristalino debido al rapido proceso
de solidificacion de las cadenas estiradas durante el electrohilado con esto se demuestra que
el contenido de QS en la mezcla deterioro la cristalizacion de la fibra (Yong-Tang et al.,
2007).

La adicion de QS dentro de la estructura reduce el calor de fusion que conduce a laampliacion
del pico dificultando asi el desarrollo de la estructura cristalina. Esto se cree que es debido a
la disminucién de la asociacion ordenada de cadenas de polimero de PVA que resultan de
enlaces de hidrégeno entre los grupos -OH de PVA y -OH y -NH2 grupos de QS que se

produce en el estado amorfo (Cay et al., 2014).

— 8%
—10%
87 ——PVA
1 —— QS 3M

Tvitrea 77
6 40.47 JIg

Flujo de Calor W/g
1

0 T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)
Figura 3.24. Termograma DSC de microfibras QS/PVA sélidas.

En los termogramas a una composicion al 10 y 8% aparece un pico ancho desde el inicio de
la prueba y finaliza hasta 83.05°C este pico se relaciona con la evaporacion de los disolventes
(agua y acido acético) dentro de estructura del QS, cercano a la temperatura de ebullicion del
acido acético (118°C) como se reporta en la literatura. La microfibra de PVA presento un

pico a 77.28 °C correspondiente a la temperatura de transicion vitrea, sin embargo este pico
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no se presentd para las mezclas de QS/PVA solidas posiblemente porque el contenido de
PVA disminuyé en las microfibras, es importante destacar que las entalpias de fusion
disminuyeron para las microfibras al 10 y 8 % (37.96 y 37.42 J/g) respectivamente, al ser
comparada con la entalpia de fusion de la microfibras de PVA puro de 40.47 J/g demostrando

que el contenido de QS tiene influencia en la cristalizacion de las microfibra.

Al aumentar la temperatura las microfibras comienzan a degradarse con diferentes
comportamientos, en la Figura 3.24 se observd que para el PVA su proceso de degradacion
ocurrio a temperaturas superiores a 300°C con un pico endotérmico, esto se debe a la
absorcion de calor del PVA que experimenta durante la transicion de fase de solido a liquido,
para el caso de las microfibras que contenian QS mostraron de la misma un forma un pico
endotérmico por el contenido de PVA presente en las microfibras y llegd a disminuir su

temperatura de degradacion a 296°C para una concentracién al 8%.

Analisis Termogravimétrico de las microfibras.

Los perfiles TGA de las microfibras obtenidas se muestran en la Figura 3.25. Para una
composicion al 8% se observan dos perdidas de peso, una es la eliminacion de grupos
laterales del PVA aproximadamente 242 °C y otra es la descomposicion de la cadena
principal del polimero a aproximadamente a 401° C, es debida a la descomposicion del PVA.
En el caso de la microfibra de 35QS, de forma similar, se observaron dos etapas de pérdida
de peso (Yang et al., 2018).
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Figura 3.25.TGA microfibras QS / PVA.

La primera pérdida de peso aparecid a aproximadamente 69°C debido a la evaporacion de la
humedad del agua absorbida y el &cido acético residual (Choo et al., 2016). EI QS 3M mostrd
la mayor pérdida de peso, que es de alrededor del 13.72% este porcentaje nos indica que tiene
un mayor contenido de agua. Mientras tanto, la microfibra de PVA mostré la menor pérdida

de peso, que es solo de 1.86% dado que el contenido de agua es bajo (El-Hefian, et al., 2011).

A 240-300°C, una pérdida importante de peso en las muestras, que es atribuida a la rapida
descomposicion de las microfibras de PVA y QS (Khan et al., 2012). La tercera pérdida de
peso ocurrid a 320-500°C. Esto se debe a la degradacion de los subproductos generados por

el PVA durante su degradacion térmica (Bonilla et al., 2015).
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Conclusiones

>

Con base a la literatura (New et al., 2010) el mayor rendimiento de QS obtenido por
el método quimico es empleando una concentracion 11M de NaOH (1.74 g/100 g de
micelio), sin embargo esta concentracion es altamente corrosiva, dificil de manejar y
ocasiona dafios ambientales en cuanto a residuos. Otra metodologia propuesta es
utilizar una concentracion de 1 M de NaOH, como se reporte en la Tabla 1.1; bajo
estas condiciones su rendimiento es bajo. Motivo por el cual se realiz6 una prueba
adicional (3M) para hacer eficiente el proceso de desacetilacion.

Los rendimientos obtenidos fueron 0.86, 0.41 y 0.34 en porcentaje respectivamente
para las concentraciones 11, 3 y 1 M de NaOH, pero como ya se menciond
anteriormente para fines de aplicacion biomédica es importante el grado de
desacetilacion, como se muestra en la Tabla 3.6 fue mas alto el de 3M, caracterizado
por microscopia infrarroja y valoracion potenciométrica de tal manera fue mejor
utilizar el obtenido por 3M.

Desde el punto de vista medioambiental, la extraccion el QS por el método quimico
involucra el uso de altas concentraciones de soluciones alcalinas y consecuentemente
de los respectivos lavados sucesivos con agua destilada para neutralizar el producto
final (0.17 gr QS por 15L). Esto implica un problema en cuento al tratamiento de
desechos del proceso. Por ello, la metodologia propuesta para la obtencién de las
microfibras es la eliminacion de la etapa de precipitacién, con lo que se reduce el uso
de soluciones alcalinas y con ello la cantidad de agua necesaria para la neutralizacion
del producto.

Una segunda ventaja del proceso propuesto consiste en la adicion del PVA en estado
solido en la etapa de solubilizacion del QS, que conlleva una menor perdida del
biopolimero para la formulacion de la solucion a electrohilar que de otro modo el QS
tendria que ser precipitado, secado (convectivo), molido, tamizado y solubilizado
nuevamente en &cidos diluidos para su mezclado con PVA, reduciendo su
concentracion en la microfibra. Todo lo anterior implica un ahorro en cuanto al uso
de agua y demanda de energia eléctrica.

Las condiciones adecuadas para producir microfibras de QS/PVA a partir del proceso
de electrohilado es aplicando un potencial de 26 kV y una distancia de 20 cm.
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Se obtuvieron peliculas de QS del hongo Pleurotus ostreatus conformadas por
electrohilado, con microfibras de diametro promedio de 249 nm.

Disminuyeron los didmetros de fibra de las microfibras electrohiladas de QS / PVA
con el aumento de soluciéon QS.

Los resultados de la espectroscopia FTIR de las microfibras confirman la miscibilidad
parcial de las mezclas QS/PVA debido a la diferencia de los espectros de los
polimeros puros, dado que el cambio en el nimero de onda y la forma de los picos
fue una evidencia de interacciones de enlaces de hidrdgeno entre el QS y el PVA.
Se observé una disminucion en la entalpia de fusion de las microfibras 37.96 y 37.42
J/g comparada con la entalpia de fusion de la microfibra de PVA puro de 40.47 J/g,
demostrando que el contenido de QS tiene influencia en la cristalizacion de la fibra.

La temperatura de degradacion de las microfibras (293 °C) disminuydé en

comparacion con la fibra de PVA puro (315 °C) indicando la presencia de QS.
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