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RESUMEN

Los materiales poliméricos presentan una gran importancia en la actualidad debido a la
gran versatilidad de propiedades y comportamientos que presentan, lo que les confiere la
posibilidad de ser empleados para diferentes fines. Especificamente en el campo de la
Biomedicina, los hidrogeles son materiales muy apropiados y de gran interés, dada su
buena interaccion con los tejidos vivos. Su biocompatibilidad esta atribuida principalmente
a su consistencia blanda, elastica y al alto contenido de agua que pueden absorber. En la
actualidad las investigaciones estan cada dia mas enfocadas hacia la obtencion de
materiales a partir de biopolimeros para favorecer las propiedades bioactivas. El Poli
(acido-y-glutamico) [y-PGA] es un biopolimero de origen microbiano, y ha sido uno de los
mas estudiados debido a que es biodegradable, biocompatible, comestible y no resulta
toxico ni para el ser humano ni para el ambiente.

En el presente trabajo se llevo a cabo la biosintesis del y-PGA por fermentacion utilizando
la bacteria Bacillus licheniformis. El y-PGA utilizado fue caracterizado por espectroscopia
de infrarrojo y analisis térmico. Se sintetizaron hidrogeles de y-PGA utilizando Urea como
entrecruzante. Se llevd a cabo la caracterizacibn de los hidrogeles mediante
espectroscopia de infrarrojo, microscopia electrénica de barrido, analisis térmico y el
estudio del efecto del pH y la temperatura sobre la cinética de hinchamiento.

El y-PGA se obtuvo con un rendimiento promedio de 7.17 + 1.67 g/L. El rendimiento
obtenido en el proceso de didlisis fue de 85.5%. El peso molecular promedio del y-PGA
dializado fue de Mw=180000g/mol. Mediante espectroscopia de infrarrojo, se identificaron
las senales correspondientes a los grupos funcionales presentes en la estructura quimica
del polimero. A partir del analisis térmico (TGA y DSC) realizado al y-PGA se analizé su
estabilidad térmica y se identificaron las transiciones térmicas relacionadas con los
cambios de temperaturas.

Se sintetizaron hidrogeles de y-PGA y Urea como entrecruzante, los cuales fueron
caracterizados por espectroscopia de infrarrojo, evidenciandose la formacion de la red por
entrecruzamiento quimico, debido a cambios en las intensidades de las bandas
correspondientes a los grupos funcionales, con respecto al espectro de polimero. La
morfologia de los hidrogeles fue analizada por SEM, mediante las micrografias se
corrobor¢ la estructura porosa del material. El analisis térmico por DSC y TGA arrojé como
resultado que el material tiene una T4g=144.5°C y T4=219°C. El estudio de la cinética de
hinchamiento de los hidrogeles de y-PGA bajo diferentes condiciones mostré un aumento
en los valores de la razén de hinchamiento a mayor tiempo de contacto en el medio, asi
como al aumentar el pH, observandose poca influencia de la temperatura. El hinchamiento
de los hidrogeles en las soluciones buffer ocurre mediante mecanismos tipo Fickiano
inferior y Fickiano, determinados por la difusion de la solucion. Mientras que en agua
desionizada predomina un mecanismo anémalo, donde hay una contribucién de ambos
procesos (difusion del agua y de relajacion de las cadenas).
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ABSTRACT

Polymeric materials are of great importance today due to the great versatility of properties
and behaviors they present, which gives them the possibility of being used for different
purposes. Specifically, in the field of Biomedicine, hydrogels are very appropriate materials
and of great interest, for its good interaction with living tissues. Its biocompatibility is mainly
attributed to its soft and elastic consistency, and the high water content they can absorb.
Currently, research is increasingly focused on obtaining materials from biopolymers to
promote bioactive properties. Poly (y-glutamic acid) [y-PGA] is a biopolymer of microbial
origin and has been one of the most studied because it is biodegradable, biocompatible,
edible and is not toxic to humans or environment.

In the present work, biosynthesis of y-PGA was carried out by fermentation using the
Bacillus licheniformis bacterium. The y-PGA used was characterized by infrared
spectroscopy and thermal analysis. y-PGA hydrogels were synthesized using Urea as a
crosslinker. The characterization of the hydrogels was carried out by means of infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy, thermal analysis, and the study of the effect
of pH and temperature on the swelling kinetics.

y-PGA was obtained with an average yield of 7.17 £ 1.67 g / L. The yield obtained in the
dialysis process was 85.5%. The average molecular weight of the dialyzed y-PGA was Mw
= 180000g / mol. Using infrared spectroscopy, the signals corresponding to the functional
groups present in its chemical structure of the polymer were identified. From the thermal
analysis (TGA and DSC) carried out on the y-PGA, its thermal stability was analyzed, and
the thermal transitions related to temperature changes were identified.

The y-PGA hydrogels were synthesized using Urea as crosslinker, which were
characterized by infrared spectroscopy, showing the formation of the network by chemical
crosslinking, due to changes in the intensities of the bands corresponding to the functional
groups, with respect to the polymer spectrum. The morphology of the hydrogels was
analyzed by SEM, through micrographs the porous structure of the material was confirmed.
Thermal analysis by DSC and TGA showed that the material has a Tg = 144.5 ° C and T4
= 219 ° C. The study of the swelling kinetics of the y-PGA hydrogels under different
conditions showed an increase in the swelling ratio values with longer contact time in the
medium, as well as with increasing pH, while little influence of temperature was observed.
The swelling of the hydrogels in the buffer solutions occurs through lower Fickian and
Fickian mechanisms, determined by the diffusion of the solution. While in deionized water,
an anomalous mechanism predominates, where there is a contribution of both processes
(water diffusion and relaxation of the chains).



1. INTRODUCCION

Los materiales poliméricos presentan una gran importancia en la actualidad debido a la
gran versatilidad de propiedades y comportamientos que presentan, lo que les confiere la
posibilidad de ser empleados para diferentes fines. Su uso se ha extendido
considerablemente en diversas aplicaciones, tales como, la industria automotriz, de
alimentos, textil, electronica, farmacéutica, en la medicina, entre otras. La tendencia en el
desarrollo de materiales apunta hacia la obtencion de sistemas inteligentes, los cuales
sean capaces de responder a estimulos del ambiente y realicen una funcion determinada.
Especificamente en el campo de la Biomedicina, se han empleado una gran diversidad de
estos materiales poliméricos entre los que se destacan peliculas, membranas e hidrogeles.
Presentando estos ultimos un interés especial debido sus multiples propiedades.

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros que
absorben cantidades considerables de agua.'3 Se caracterizan por ser hidrofilos, blandos,
elasticos e insolubles en agua; ademas de que se hinchan en presencia de ella,
aumentando considerablemente su volumen. El caracter hidréfilo se debe a la presencia
de grupos funcionales hidrofilicos como son: OH, COOH, CONH, entre otros.?® Los
hidrogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en Medicina dada su buena
interacciéon con los tejidos vivos,”® pues muestran buenas propiedades de
biocompatibilidad, debido principalmente a su consistencia blanda, elastica y alto
contenido de agua.®'" Ademas, su caracteristica de hinchamiento en medio liquido les
aporta la propiedad de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas, algunas
sustancias organicas. Debido a esta ultima caracteristica, una de las aplicaciones
fundamentales de los hidrogeles es la obtencion de sistemas de liberacion controlada de
farmacos como respuesta a un cierto estimulo como pH, temperatura, campos
electromagnéticos, fuerza iénica, entre otros.’

Este tipo de materiales se puede preparar a partir de polimeros sintéticos o biopolimeros,
sin embargo, como la investigacion estda encaminada a la obtencion de materiales que
funcionen como sistemas para la liberacion controlada de farmacos, por lo que el material
va a estar en contacto con determinadas regiones del organismo, de esta manera una
excelente alternativa es el empleo de biopolimeros, puesto que los hidrogeles sintéticos no
tienen propiedades bioactivas.

Los hidrogeles obtenidos a partir de biopolimeros aportan propiedades muy importantes
como son biocompatibilidad, biodegradabilidad y residuos biolégicamente reconocibles
que apoyan las actividades celulares.?

Actualmente, entre los biopolimeros mas estudiados e investigados en la preparacion de
hidrogeles con aplicaciones en el area de la Biomedicina se encuentra el Poli (acido-y-
glutdmico), debido a las excelentes propiedades que presenta.

El Poli (acido-y-glutamico) [y-PGA] es un polimero de origen microbiano, biodegradable,
biocompatible, comestible y que no resulta toxico ni para el ser humano ni para el medio
ambiente. La sintesis del polimero se da como producto de excrecion del metabolismo de
una variedad de bacterias, generalmente del género Bacillus como Bacillus licheniformis
ATCC 9945a, Bacillus subtilis 3335, Bacillus subtilis TAM-4. Este biopolimero esta formado
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por unidades repetitivas de acido glutamico que son enlazadas mediante el grupo a-amino
y el grupo funcional y-carboxilo.3

La Urea o también conocida como carbamida o carbonildiamida, se forma a partir del
amoniaco en el rindn e higado, que se produce por la descomposicion de las proteinas
durante el metabolismo. Esta no es una sustancia toxica y puede estar en altos niveles sin
causar alteraciones, siendo sus principales medios de excrecién el sudor y la orina.'#1%
Entre sus cualidades destacan el efecto humectante, queratolitico, descamativo,
antipruriginoso, antimicrobiano y antimicético.'

Debido a las caracteristicas y propiedades antes mencionadas de la Urea, ésta fue
seleccionada para ser empleada como entrecruzante, debido a nuestro interés de utilizar
un reactivo que fuese lo mas inocuo posible al organismo. De esta forma fue posible la
preparacion de los hidrogeles mediante una reaccion de amidacion.

En el presente trabajo se determinaron las condiciones para la sintesis de hidrogeles de
Poli(acido-y-glutamico) utilizando Urea como entrecruzante. Se llevd a cabo la
caracterizacion de los hidrogeles mediante espectroscopia de infrarrojo, microscopia
electronica de barrido, analisis térmico y el estudio del efecto del pH y la temperatura sobre
la cinética de hinchamiento.

1.1. Hipotesis

Es posible sintetizar hidrogeles de Poli (acido-y-glutamico) entrecruzados con Urea, que
presenten buenas propiedades fisicoquimicas y de hinchamiento para su aplicacion
potencial en sistemas de liberacién controlada.

1.2. Objetivo general:

Determinar las condiciones para la sintesis de hidrogeles de Poli (acido-y-
glutamico) utilizando Urea como entrecruzante, asi como su caracterizacion
fisico-quimica.

1.3. Objetivos especificos:

- Obtener el polimero Poli (acido-y-glutdmico) a partir de la bacteria Bacillus
licheniformis.

- Sintetizar hidrogeles de Poli(acido-y-glutamico) utilizando Urea como
entrecruzante.

- Analizar el comportamiento fisico-quimico de los hidrogeles sintetizados.

- Estudiar el efecto del pH sobre las cinéticas de hinchamiento de los hidrogeles.

- Estudiar el efecto de la temperatura sobre las cinéticas de hinchamiento de los
hidrogeles.

- Determinar el mecanismo de hinchamiento de los hidrogeles, usando modelos
matematicos.



2. ANTECEDENTES
2.1. Materiales Poliméricos. Generalidades.

Los materiales poliméricos han sido ampliamente utilizados durante décadas y en la
actualidad, su demanda se ha incrementado considerablemente debido a que presentan
diversas propiedades que resultan Utiles en diferentes aplicaciones'® por lo que constituyen
el principal componente en muchos objetos de uso cotidiano, considerandose que se han
convertido en materiales insustituibles.'”

Cada dia son mas los objetos constituidos por materiales plasticos que rodean nuestra
vida, que conforman innumerables objetos creados por el hombre para nuestro mayor
confort. Son constituyentes importantes de equipos electronicos, de los medios de
transporte en la sociedad actual, del instrumental utilizado en la ciencia médica, de los
tejidos con que se conforman las ropas, de los embalajes que permiten el mejor
almacenamiento de mercancias, de infinidad de pequefios y grandes objetos que forman
el dia a dia en cualquiera de las sociedades actuales.'®

La versatilidad de los polimeros y sus métodos de sintesis permite no solo el control de su
naturaleza quimica y propiedades fisicoquimicas, sino que ademas permiten la facil
modificacién de estos, durante o después de su sintesis lo cual proporciona un mayor
rango de posibilidades para multiples usos.

Actualmente, las aplicaciones médicas y farmacéuticas de los polimeros constituyen uno
de los campos de mayor interés, por su utilizacion como dispositivos terapéuticos
cardiovasculares, ortopédicos, oftalmoldgicos y dentales, ingenieria de tejidos, sistemas
de liberacion de farmacos y sensores para propositos de diagndstico.?°

El uso de estos materiales en el campo biomédico y en sistemas terapéuticos
farmacéuticos conlleva a la formacion de una interfase con el sistema biolégico, que por lo
general requiere de una serie de propiedades tales como, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no toxicidad, bio-adherencia, entre otros.?% 2!

Por lo tanto, el uso de biopolimeros constituye una excelente alternativa en el desarrollo y
preparacion de dichos materiales, puesto que, le brindan al material las propiedades
bioactivas requeridas para la aplicacion en cuestion.

Dentro de los materiales poliméricos mas empleados en este campo de la Biomédica, se
encuentran los hidrogeles, debido a las importantes propiedades y caracteristicas que
presentan.

2.2.Hidrogeles. Generalidades.

2.2.1. Definicidn, propiedades y caracteristicas.

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas reticuladas tridimensionalmente, capaces
de hincharse en agua, buffers o fluidos bioldgicos sin disolverse o perder su integridad
estructural.?? Estos materiales se caracterizan por ser hidrofilicos, blandos, elasticos e
insolubles en agua.? Son capaces de absorber y retener grandes cantidades de liquido,?*
aumentando apreciablemente su volumen. Debido a las caracteristicas mencionadas,
presentan buenas propiedades de biocompatibilidad y una buena interaccidn con los
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tejidos vivos.?3 La naturaleza hidrofilica de los hidrogeles se debe a la presencia de grupos
funcionales en su estructura quimica, tales como: hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH),
amida (-CONHg2) y sulfonilo (-SOsH), los cuales estan ubicados a lo largo de las cadenas
poliméricas.?®

2.2.2. Mecanismo de hinchamiento y deshidratacion de hidrogel.

Los hidrogeles pueden absorber grandes cantidades de agua vy fluidos biolégicos a través
de los grupos hidrofilos existentes en la estructura. Estas estructuras poliméricas
reticuladas tridimensionales pueden hincharse hasta cientos o incluso miles de veces su
peso. Varios parametros importantes como carga, concentracion, pKa de grupos
ionizables, equilibrio hidrofilico-hidrofobico, densidad de reticulacion, grado de ionizacion,
interaccidn con el contraion en el medio y cinética de control del pH, influyen en el grado
de hinchamiento del hidrogel.?®

Cuando el hidrogel se encuentra en presencia de agua, se expande hasta alcanzar el
equilibrio de hinchamiento. El estado de equilibrio resulta de un balance entre las fuerzas
osmoticas que causan que el agua penetre entre las cadenas del polimero hidréfilo y las
fuerzas cohesivas existentes entre estas cadenas que oponen resistencia a la expansion.
Durante el hinchamiento, las cadenas que conforman la red se estiran. Simultaneamente
aparece una fuerza retractil en oposicién al proceso de hinchamiento, ejercida por las
cadenas de la red sobre el disolvente contenido en ella. El hinchamiento alcanza su valor
maximo, o de equilibrio, cuando se obtiene un balance entre ambas fuerzas.

Cuando un hidrogel se somete a secado, el agua se evapora causando el colapso de la
estructura. El gel pasa de un estado expandido, de maximo hinchamiento, a un estado
colapsado con la consiguiente expulsion del disolvente. Este proceso es reversible (Figura
1). En el estado seco, denominado xerogel, el gel es un material sélido.?®

® Entrecruzamiento
— Cadena de polimero

Colapsado Hinchado

Fig. 1. Estados colapsado e hinchado de un hidrogel.

El proceso de obtencion del hidrogel determina la capacidad de hinchamiento que este
tendra, dado que los espacios que se establezcan entre las redes poliméricas flexibles que
se formen en dicho proceso determinara la cantidad de agua que el hidrogel pueda
albergar. Esta flexibilidad a su vez se ha mostrado que es funcién de: el peso molecular,
el grado de pureza del polimero y de su concentracion en solucién acuosa, ademas de
factores propios del método fisico o quimico de sintesis. Para el método fisico de
congelamiento/descongelamiento (c/d) estos factores son: la temperatura y el tiempo de
congelamiento, la tasa de descongelamiento y el niumero de ciclos c/d y para el método
quimico: el entrecruzante y la fuerza de los enlaces que se generan, entre otros.?3



La razén de hinchamiento se puede determinar mediante la siguiente expresion (ecuacién

1):

(Mg, — Myochide )
Razdn de Hinchamiento (RH) = hidratado deshidratado Ec.1.

MdEShidl‘ﬂtﬂdD

donde M representa la masa de hidrogel.?’

2.2.3. Clasificacion de los hidrogeles.

e De acuerdo con la ruta de sintesis se clasifican en:
-homopolimeros, copolimeros y multipolimeros. Los hidrogeles de homopolimero se
preparan a partir de un solo tipo de mondémero hidréfilo; los hidrogeles de copolimero
comprenden dos tipos de mondmeros; y los hidrogeles multipolimeros se preparan a partir
de tres 0 mas monomeros.

e En base a las estructuras fisicas de las redes se clasifican en:
-amorfos, semicristalinos, hidrogeles con estructura de enlace de hidrogeno,
supermoléculas y agregados hidrocoloides.

e En términos de cargas idnicas presentes en red polimérica se clasifican en:
-hidrogeles anidnicos, catidnicos, neutros y anfoliticos. Los hidrogeles anidnicos
tipicamente contienen iones negativos unidos a la red polimérica, mientras que los
hidrogeles catiénicos incluyen iones positivos fijos. Logicamente, los hidrogeles neutros
deben tener el mismo numero de iones positivos y negativos. En general, se supone que
un hidrogel neutro tiene una distribucién de concentracion bastante uniforme de iones fijos
en toda la matriz polimérica.

e Segun los tipos de enlaces que existen entre las cadenas de polimeros se clasifican
en:
-geles fisicos y quimicos. En geles fisicos, las cadenas poliméricas se mantienen una al
lado de la otra mediante el enredo de la cadena polimérica o enlaces no covalentes, como
las fuerzas de atraccién inducidas por enlaces de hidrogeno o fuerzas hidréfobas. En geles
quimicos, las cadenas de polimeros estan conectadas entre si a través de enlaces
covalentes.

e En cuanto al tamafo se clasifican en:
-geles macroscopicos, microgeles y nanogeles. Los microgeles y nanogeles son hidrogeles
en particulas con dimensiones del orden de micrometros y nandmetros, respectivamente.
Los hidrogeles macroscopicos son tipicamente del tamafio de milimetros a centimetros.
Estos geles generalmente se implantan quirurgicamente dentro del cuerpo o en contacto
con el cuerpo para administrar un farmaco. El uso de hidrogel es una solucién alternativa
para un suministro menos invasivo del medicamento. Los nanogeles y microgeles tienen
ventajas sobre los hidrogeles macroscopicos. Primero, su tamafo es mucho mas pequeio
que el diametro interno de las agujas (aproximadamente 1 mm). El tamafio pequeno no
solo los hace inyectables mediante agujas, sino que también proporciona una gran area
de superficie para la bio-conjugacién y puede aumentar la penetracion en el tejido. Se
aplican microgeles de menos de 5 pm en el suministro oral y pulmonar, pero generalmente
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no son adecuados para inyeccion intravascular. Los nanogeles con un tamafio de 10-100
nm son adecuados para la inyeccion sistematica de farmacos. Los hidrogeles de menos
de 10 nm de didametro pueden eliminarse mediante filtracién renal, mientras que los
macrofagos pueden fagocitar hidrogeles de tamarios de 0.5-10 ym.2®

2.2.4. Sintesis de hidrogeles.

Los hidrogeles se pueden sintetizar mediante diversas técnicas. Tradicionalmente, la
reticulacion fisica, la reticulacion quimica, el injerto de polimerizacion y la reticulacion por
radiacion se han utilizado para la preparacion de hidrogeles.

Las técnicas de polimerizacion convencionales y controladas por radicales permiten la
preparacion de hidrogeles con diferentes composiciones, tamafos y morfologias, incluidas
las particulas huecas de nucleo y cubierta. EI uso de iniciadores funcionales y
macroiniciadores permite la contribucién de grupos funcionales en el interior o en la
superficie de los hidrogeles.

Se ha utilizado una diversidad de técnicas de reticulacion para la fabricacion de hidrogeles
que comprenden reacciones a base de Schiff, reticulacién de amida, intercambio de tiol-
disulfuro, reticulacion foto-inducida, reticulacion mediada por enzimas, entre otras.?6

2.24.1. Reticulacion fisica.

Los geles fisicos o reversibles se han convertido en el centro de atencién de muchos
investigadores debido a su produccién relativamente facil. Este tipo de geles tiene la
ventaja de no usar reticuladores, lo que resulta en la integracion de materiales atrapados
(por ejemplo, medicamentos), asi como la necesidad de eliminarlos antes de su uso. La
seleccién exacta de hidrocoloide, concentracion y pH puede conducir a la formacion de
una amplia variedad de tejidos de gel. Varios métodos reportados en la literatura para
producir hidrogeles reticulados fisicamente incluyen: calentar o enfriar una solucién de
polimero, interacciones ionicas, enlaces de hidrégeno, agregacion resultado del calor y
ciclos de congelacion-descongelacion.

Es digno de mencion decir que los sistemas sintetizados a través de condiciones suaves
de los métodos de reticulacion fisica tienden a ser mas fragiles en comparacion con sus
homodlogos fabricados mediante el método de reticulacion covalente. Estos sistemas
(Figura 2) se vuelven estables por interacciones relativamente débiles entre cadenas de
polimeros como enlaces de hidrogeno, interacciones hidréfobas o idnicas.?6

2.2.4.2. Reticulaciéon quimica.

Los principales métodos quimicos para la sintesis de hidrogeles incluyen la reticulacion
quimica, el injerto de mondémeros o la aplicacion de un reticulante para interconectar dos
cadenas de polimeros (Figura 2). La reticulacion quimica implica formar enlaces
covalentes entre cadenas poliméricas durante la polimerizacidn de mondémeros con bajo
peso molecular o reticulacidén de precursores poliméricos. Los métodos mas utilizados para
la fabricacién de hidrogeles reticulados quimicamente son emplear reacciones de
polimerizaciébn heterogéneas en presencia de reticuladores bifuncionales o
multifuncionales. La reticulacion de polimeros naturales y sintéticos se puede lograr
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mediante la reaccion de algunos grupos funcionales tales como grupos hidroxilo,
carboxilico y amina con reticuladores como los aldehidos. El injerto incluye la
polimerizaciéon de un mondémero. Las cadenas de polimeros son activadas por reactivos
quimicos u operacién de radiacion de alta energia. En consecuencia, el injerto se clasifica
en dos tipos: quimicos y de radiacion.?®

hidrogel fisico

cadena polimérica

hidrogel quimico

grupos polares

Fig. 2. Esquema general del tipo de hidrogeles de acuerdo con la naturaleza de las
uniones que forman la red tridimensional.

2.2.5. Hidrogeles, materiales inteligentes.

Los hidrogeles son considerados materiales inteligentes porque su volumen y propiedades
fisicoquimicas cambian como respuesta a una amplia variedad de estimulos externos
(figura 3), tales como: luz, temperatura, pH, campos magnéticos o eléctricos, fuerza ionica,
entre otros.?8-30, Los hidrogeles inteligentes han encontrado un papel importante en una
gran diversidad de aplicaciones, tales como sistemas de administraciéon de farmacos,
ingenieria de tejidos, optica, diagndstico e imagen, entre otros.?® Actualmente, los
hidrogeles sensibles al pH y a la temperatura son unos de los mas ampliamente estudiados
debido a la importancia de ambos factores dentro del cuerpo humano.?®
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Fig. 3. Esquema representativo del hinchamiento y liberacion de farmaco de un hidrogel
como respuesta a varios estimulos fisicos y quimicos.

2.2.5.1. Hidrogeles sensibles al pH.

Los hidrogeles sensibles al pH estan compuestos por polimeros que contienen en su
cadena macromolecular, grupos acidos (acido carboxilico o sulfénico) o basicos (sales de
amonio) capaces a aceptar o liberar protones en presencia de las variaciones del pH del
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medio circundante. La ionizacion de estos grupos deja redes poliméricas cargadas,
generandose interacciones electrostaticas que producen un hinchamiento o
deshinchamiento en el hidrogel.3' Dependiendo del pH de la solucion y las constantes de
disociacion (pKa o pKb) de los grupos laterales de polimero, el hidrogel se ioniza y se
hincha como resultado de la repulsion electrostatica de las cadenas de polimero.?” Por
ejemplo, los grupos carboxilicos (COOH) aceptan protones a bajos valores de pH y los
liberan a altos valores de pH, por lo que con el incremento del pH se producen repulsiones
electrostaticas de los grupos aniénicos carboxilatos (COO-) provocando el hinchamiento
del hidrogel. Asi a bajos valores de pH los polimeros que contienen este grupo casi no se
hinchan, reteniéndose la sustancia bioactiva en su interior, liberandola después a pH
basico, producto de la expansion de las cadenas poliméricas por las repulsiones
electrostaticas.3

El cuerpo humano exhibe cambios sustanciales de pH en diferentes partes del cuerpo
cuando funciona normalmente. Ademas de los valores de pH significativamente diferentes
exhibidos en diferentes tejidos, algunos estados de enfermedad también pueden causar
cambios de pH en el cuerpo humano. El espectro de pH entre diferentes sitios representa
objetivos atractivos para los campos biomédicos y farmaceéuticos por los cuales los
hidrogeles sensibles al pH podrian responder a un entorno dinamico. Una de las
aplicaciones mas explotadas de los sistemas sensibles al pH es el desarrollo de materiales
como soportes para la administracién oral de farmacos, ya que el suministro oral requiere
resistencia de los medicamentos a los ataques enzimaticos y al gradiente de pH a lo largo
del tracto gastrointestinal.3°

2.2.5.2. Hidrogeles sensibles a la temperatura.

Los hidrogeles termosensibles son uno de los sistemas de estimulo mas estudiados en la
ingenieria de tejidos y la investigacion de administracion de farmacos, ya que la
temperatura media puede fluctuar en condiciones fisiolégicas y patoldgicas. Estos
hidrogeles, compuestos principalmente de polimeros naturales y sintéticos con grupos
hidrofilos e hidréfobos equilibrados en sus cadenas se caracterizan por su capacidad de
sufrir modificaciones reversibles a medida que cambia el volumen. También se hinchan o
colapsan en respuesta a una temperatura critica, lo que provoca un cambio repentino en
la solvatacion de las moléculas y su estado conformacional.

Los hidrogeles termosensibles se pueden dividir en dos grupos de acuerdo con su
comportamiento con las moléculas de disolvente circundantes. Ampliamente estudiados,
los hidrogeles de temperatura de solucion critica mas baja (LCST) exhiben respuestas no
lineales, donde la solubilidad del polimero disminuye a medida que aumenta la
temperatura. El segundo tipo, los sistemas de temperatura de solucion critica superior
(UCST), por otro lado, se vuelven solubles al calentarse. 3°

Cuando la temperatura media esta por debajo de LCST, los enlaces de hidrégeno se
vuelven dominantes entre las moléculas de agua y los segmentos hidrofilicos de la cadena
del polimero, aumentando las interacciones hidrofilicas. Cuando la temperatura aumenta,
los enlaces de hidrogeno se debilitan, mientras que la interaccion entre los segmentos
hidrofébicos de la cadena polimérica se fortalece, lo que lleva a una contraccion del
hidrogel debido a la asociacién de la cadena polimérica a través de interacciones
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hidrofébicas. Por lo tanto, la temperatura puede afectar la transicién sol-gel del sistema y
eventualmente conducir a una conversion rapida entre hinchamiento y contraccién. Los
hidrogeles sensibles a la temperatura sintetizados a partir de polimeros biodegradables
han atraido atenciones especiales, fundamentalmente como sistemas de administracién
de farmacos.?6

2.2.6. Aplicacion de los hidrogeles en sistemas de liberacion controlada de farmacos.

En el tratamiento de diversas enfermedades, los farmacos generalmente se administran
por las vias convencionales (Figura 4) principalmente por via oral, transdermal o
intravenosa. Dicha administracion conlleva varios inconvenientes como son el poco control
de los niveles necesarios del medicamento en el plasma, lo que hace ineficiente el
tratamiento ademas de los efectos colaterales que se derivan del paso de estos farmacos
por regiones ajenas al lugar donde se produce la afeccion. El estudio de la liberacion
controlada de sustancias activas en los sistemas vivos se presenta como una alternativa
de solucién a la anterior situacion, por lo que, para muchos investigadores es de gran
interés el desarrollo de formas de administracion de farmacos de una manera controlada,
para hacer los procesos terapéuticos mas efectivos y comodos para el paciente.??
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Fig. 4. Vias convencionales de administracion de farmacos.

Desde el punto de vista de los materiales, la tendencia es obtener sistemas inteligentes,
cargados con el principio activo del medicamento, que respondan a estimulos del ambiente
y puedan liberar su carga en el lugar, el tiempo y a la velocidad deseada.??

Los hidrogeles son uno de los materiales mas prometedores y versatiles con muchas
aplicaciones potenciales, especialmente en el desarrollo de sistemas para la liberacion
controlada de medicamentos.?8

Su estructura altamente porosa se puede ajustar controlando la densidad de
entrecruzamiento en la matriz y la afinidad de los hidrogeles por el ambiente acuoso en el

que estan hinchados. Su porosidad también permite la carga de farmacos en la matriz de
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gel y la posterior liberacién del farmaco a una velocidad que depende del coeficiente de
difusién de la molécula pequefia 0 macromolécula a través de la red. De hecho, los
beneficios de los hidrogeles para el suministro de farmacos pueden ser en gran parte
farmacocinéticos, especificamente que se crea una formulacion de depdsito a partir de la
cual los farmacos eluyen lentamente, manteniendo una alta concentracion local de farmaco
en los tejidos circundantes durante un periodo prolongado, aunque también pueden usarse
para entrega sistémica.3?

Los hidrogeles presentan buenas propiedades de biocompatibilidad debido a que sus
superficies hidrofilicas tienen poca energia libre interfacial cuando entran en contacto con
el fluido corporal, por lo que exhiben un especial interés para su uso como portadores de
farmacos y andamios de tejido artificial.33

En comparacién con otros biomateriales, los hidrogeles forman estructuras porosas con
alta permeabilidad que facilitan el intercambio de oxigeno, nutrientes y metabolitos.
Ademas, presentan adecuada biocompatibilidad y propiedades similares a los tejidos
biolégicos debido a su alto contenido de agua y su consistencia suave y elastica. Por todo
lo anterior representan una opcion potencial para el disefio de nuevos sistemas con
propiedades mas especificas de aplicacion en el campo de la liberaciéon controlada y/o
dirigida de sustancias bioactivas.3'34.35

2.3.Poli (acido-y-glutamico) [y-PGA].

2.3.1. Estructura quimica.

El Poli (acido-y-glutamico) [y-PGA] es una homo-poliamida que consiste en monomeros de
acido D- y L-glutamico, que estan interconectados por los enlaces amida formados entre
los grupos a-amino y y-carboxilos (Figura 5). Es un biopolimero 6pticamente activo que
tiene un centro quiral en cada unidad de glutamato.

=3

n

COOH

Fig. 5. Estructura quimica del Poli (acido-y-glutamico).

El y-PGA puede adoptar diversas conformaciones, en dependencia de las condiciones
ambientales, como el pH, la concentracién de polimero y la fuerza i6nica. El y-PGA-H
puede adoptar conformaciones regulares tipo a-hélice u hoja-B, ademas de las formas
globulares tipo ovillo. Las conformaciones helicoidales son exclusivas del y-PGA-H. El y-
PGA-Na o K se encuentra en forma de ovillo expandido o como hoja . 36

El y-PGA es un polimero de origen microbiano, biodegradable, biocompatible y que no
resulta toxico ni para el ser humano ni para el medio ambiente.?42837 Estas propiedades
unicas hacen que el y-PGA tenga amplias posibilidades de aplicacion en los campos de la
industria farmacéutica, alimentaria, cosmética y agricola. 38
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2.3.2. Historia.

El y-PGA fue descubierto por primera vez en 1973 por Ivanovic y sus colaboradores como
componente de la capsula de la bacteria Bacillus anthracis, después que se liberara al
medio previamente esterilizado, producto del proceso de envejecimiento y lisis natural de
las células. El y-PGA es el componente principal en el mucilago viscoso del Natto, un
alimento saludable en Japdn. El Natto, ha estado en uso doméstico y comercial y se ha
consumido durante mas de mil afios, se produce al vapor de pequeinas semillas de soja y
se fermentan con cultivo de Bacillus subtilis. 363940

2.3.3. Obtencion del y-PGA.
2.3.3.1. Cepas que producen y-PGA.

El y-PGA es producido predominantemente por bacterias que pertenecen a Bacillus sp.,
tales como: B. anthracis, B. licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, B. pumilis, B.
mojavensis y B. amyloliquefaciens. También se conoce que puede ser producido por una
arqueobacteria haléfila, Natrialba aegyptiaca sp. Sin embargo, las especies B. licheniformis
y B. subtilis han sido las mas estudiadas y utilizadas para la produccién fermentativa de y-
PGA.4142

2.3.3.2. Biosintesis del y-PGA.

Las bacterias productoras de y-PGA se dividen en dos categorias: bacterias dependientes
del acido L-glutamico y bacterias independientes del acido L-glutamico.3 En las bacterias
independientes del acido L-glutamico, todo el acido glutamico requerido para producir y-
PGA se genera a partir de una fuente de carbono a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) (Figura 6). Estas cepas producen acido L-glutamico a partir del acido
citrico por medio del 4cido isocitrico y el acido 2-oxoglutarico con la ayuda de la glutamato
deshidrogenasa (GDH). Parte del acido L-glutdmico se convierte en el isémero D a través
de la accidn de la glutamato racemasa. También funciona una via de conversion indirecta
a través de L- y D-Alanina. Las unidades de acido L / D-glutamico en el citoplasma se
mueven a la membrana celular donde la y-PGA sintetasa (Pgs) integrada en la membrana
las ensambla en y-PGA. En las cepas dependientes del acido L- glutdmico, una vez
ingerido este, el acido L-glutamico se convierte parcialmente en acido D-glutdmico. La
sintesis de y-PGA a partir de los mondmeros utiliza la misma ruta biosintética que en los
productores independientes del acido L-glutamico.*3
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Fig. 6. Ruta biosintética del y-PGA en especies Bacillus dependientes e independientes
del acido L-glutamico, a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA).

2.3.3.3. Influencia de la composicién y condiciones del medio de cultivo.

Ademas del acido L-glutamico, otros factores como las fuentes de carbono y nitrégeno, la
fuerza idnica, la aireacion, la agitacién y el pH del medio afectan la productividad y la
calidad de y-PGA. El glicerol como fuente de carbono en el medio de fermentacion es
responsable de la disminucion de la longitud de la cadena de y-PGA, lo que conduce a la
disminucién de la viscosidad del caldo durante la fermentaciéon y mejora la absorcién de
sustratos, mejorando eventualmente el crecimiento celular y la producciéon de y-PGA.
Como fuente de Nitrégeno al medio, es un requerimiento la presencia de iones NH4" libres.
Las sales inorganicas como CaClz y MnSO4 tienen un efecto significativo sobre el
rendimiento, asi como en la composicion estereoquimica del y-PGA. ElI K2HPO4 actua
como fuente del fésforo y en su ausencia no hay proliferacion celular.’ Un factor
determinante es el pH del medio, el cual debe encontrarse entre 6.5 y 7.3%-44 La agitacion
controla la transferencia de nutrientes y la distribucién de aire y oxigeno, mientras que la
aireacion determina la oxigenacion del cultivo y también contribuye a la mezcla masiva del
fluido de fermentacion, especialmente donde las tasas de agitacion mecanica son bajas.
Por ende, tanto la agitacién como la oxigenacion del cultivo son factores que contribuyen
positivamente en el aumento del rendimiento en la produccion del y-PGA.4!

Se ha reportado en la literatura el Medio E (Tabla 1) 44 como uno de los medios de cultivo
mas ampliamente utilizados, pues brinda muy buenos rendimientos en el proceso de
biosintesis del y-PGA.%°

Tabla 1. Composicion del Medio E.

Nutrientes Cantidad (g/L) Nutrientes Cantidad (g/L)
Acido L-glutamico 20 MgSOa4. 7H20 0.5
Acido citrico 12 FeCls. 6H20 0.04
Glicerol 80 CaClz. 2H20 0.15
NH4Cl 7 MnSQO4.nH20 0.0057
K2HPO4 0.5 H20 csp 1L
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2.3.4. Propiedades fisico-quimicas del y-PGA.

El y-PGA es un poliacido, debido a que presenta en su estructura grupos carboxilos
laterales libres, con un valor de pKa = 4-4,8.2° Es por tanto un polielectrolito, pudiendo
encontrarse sin ionizar cuando estd como poliacido (y-PGA-H) o ionizado cuando se
encuentra en forma de sal (y-PGA-Na o y-PGA -K)). El peso molecular de y-PGA puede
variar de 100 KDa a 2500 KDa.3¢ Se ha reportado un punto de fusion de 210°C y su
descomposicion ocurre a temperaturas muy cercanas, de forma que a 240°C ha perdido
un 10 %.46

2.3.5. Aplicaciones del y-PGA.

y-PGA vy sus derivados han sido de interés en los ultimos afios en una amplia gama de
campos industriales como alimentos, cosméticos, medicina y tratamiento de aguas. y-PGA
y sus derivados ofrecen una amplia gama de aplicaciones unicas que incluyen el uso como
espesante, humectante, materiales de liberacién sostenida, portador de farmacos, apdsitos
para heridas, fibras biodegradables, floculantes de biopolimeros, absorbentes de metales
pesados e hidrogeles altamente absorbentes de agua.

La mayoria de los y-PGA comerciales se producen actualmente mediante fermentacion
microbiana a partir de biomasa. En comparacién con otros métodos, la fermentacion
microbiana es la mas rentable y tiene numerosas ventajas, incluidas las materias primas
de bajo costo, las condiciones suaves de reaccion, la contaminacion ambiental minima, asi
como la alta pureza y propiedades fisicoquimicas constantes del polimero.#” La produccion
de y-PGA ya se ha establecido a escala industrial porque puede producirse a partir de
recursos sostenibles. Por lo tanto, el desarrollo de este ecomaterial es tanto econémico
como ambientalmente valioso.*

Debido a las importantes propiedades que presenta el y-PGA, hoy en dia muchos
investigadores se han interesado no solo en su produccién, sino también en su
modificacién quimica con el propdsito de sintetizar nuevos derivados que pudiesen ser
aplicados en diferentes campos de la ciencia. Se han prepararon geles de y-PGA
reticulados mediante el uso de reactivos de irradiacion y o entrecruzantes, tales como
dihalogenoalcanos y alquildiaminas. Algunos de estos geles pueden absorber una gran
cantidad de agua y sus aplicaciones son principalmente para fines médicos o area
ambiental, como sistemas de liberacién de farmacos y reactivos para el tratamiento del
agua. Sin embargo, los agentes entrecruzantes utilizados en la mayoria de los estudios
son compuestos derivados del petroleo. Teniendo en cuenta que los geles biodegradables
se degradaran en el medio ambiente o en los cuerpos humanos después del uso, es
importante no solo que las cadenas principales del gel sean biopolimeros, sino también
que los entrecruzantes sean compuestos naturales.*?
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2.4. Entrecruzantes. Generalidades.

Los agentes entrecruzantes son moléculas con al menos dos grupos funcionales,
permitendo la formaciéon de puentes entre cadenas poliméricas. La reticulacién covalente
conduce a la formacion de una red permanente que permite la difusion libre del liquido y
mejora las propiedades mecanicas del gel. En los hidrogeles el fenomeno de difusiéon
depende principalmente de la densidad de reticulacion, que esta determinada por los
parametros de reaccion. Las cadenas poliméricas forman una red que contiene muchos
poros llenos de pequenas moléculas como el agua, que pueden estar libres o unidas a los
grupos hidrofilicos de la red. La difusién también esta influenciada por la naturaleza del
agente de entrecruzamiento. La naturaleza quimica y la longitud de las unidades del puente
del entrecruzante influyen en la porosidad, la absorcion de agua y el hinchamiento.%°

El entrecruzamiento que tiene lugar en la estructura tridimensional de los hidrogeles es el
responsable de evitar la disolucion de las cadenas poliméricas hidréfilas en un entorno
acuoso. De hecho, se ha utilizado una gran variedad de métodos para establecer la
reticulacion en la preparacién de hidrogeles. Para multiples aplicaciones se pretende la
sintesis de hidrogeles biodegradables, donde la reticulacion estara dada por la formacion
de enlaces quimicos labiles que puedan romperse en condiciones fisiolégicas, ya sea
enzimatica o quimicamente, en la mayoria de los casos por hidrdlisis. Una vez que se
implantan los hidrogeles, es de suma importancia que estos presenten una buena
biocompatibilidad y que los productos de degradacion formados tengan una nula toxicidad.
Esto significa que los compuestos formados pueden metabolizarse en productos
inofensivos o pueden excretarse mediante el proceso de filtracion renal.®

Los polimeros solubles en agua deben sus propiedades de solubilidad a la presencia de
grupos funcionales (principalmente OH, COOH, NH2) que pueden usarse para la formacion
de hidrogeles. Los enlaces covalentes entre cadenas poliméricas se pueden establecer
mediante la reaccion de grupos funcionales con reactividad complementaria, como una
amina-acido carboxilico o una reaccion isocianato-OH / NH2, o mediante la formacion de
bases de Schiff. Las reacciones de condensacién entre grupos hidroxilo o aminas con
acidos carboxilicos o derivados de las mismas se aplican con frecuencia para la sintesis
de polimeros para producir poliésteres y poliamidas, respectivamente.’’

Los hidrogeles preparados a partir de polimeros sintéticos o un agente de reticulacion
toxico presentan limitaciones en aplicaciones biomédicas y de ingenieria de tejidos. Por lo
tanto, es importante disefiar y producir un tipo de hidrogel no téxico.%?

2.4.1. Urea como entrecruzante.

La Urea es conocida como carbamida o carbonildiamida, el nombre segun la IUPAC es
diaminocetona. Es un compuesto organico cuya formula quimica es CO(NH2)2 (Figura 7),
con un peso molecular de 60,06 g/mol. Comercialmente se encuentra como un sélido
cristalino, blanco y presenta un ligero olor a amoniaco.®® Tiene un punto de fusién de
132.7°C. Es soluble en agua y en alcohol, y ligeramente soluble en éter. Posee
propiedades higroscépicas. Se obtiene mediante la sintesis de Wodhler, que fue disefiada
en 1828 por el quimico aleman Friedrich Wohler, y fue la primera sustancia organica
obtenida artificialmente.%*
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Fig. 7. Estructura quimica de la Urea.

La Urea es el principal producto terminal del metabolismo proteico en el hombre y en los
mamiferos. Se produce a partir del amoniaco en el rindn e higado. No es una sustancia
toxica y puede estar en altos niveles sin causar alteraciones, siendo sus principales medios
de excrecion el sudor y la orina. %

Tiene multiples aplicaciones industriales, entre las que figuran como fertilizante de plantas,
cosmeéticos, en la industria farmacéutica, en la industria de plasticos como componente de
adhesivos y en la produccion de resinas, como suplemento alimenticio para ganados, entre
otras. 53

2.4.1.1. Aplicaciones fundamentales de la Urea.

-La urea es uno de los fertilizantes mas usados en la actualidad debido a su alto contenido
en nitrégeno (46 % de nitrégeno). Ademas de su utilizacion directa como fertilizante
nitrogenado simple, se emplea frecuentemente como materia prima para la elaboracion de
abonos de mezcla. Tiene una gran facilidad de aplicacion, debido a que puede aplicarse
directamente en el suelo o se puede preparar una solucion y aplicarse de forma foliar. La
urea se utiliza también como estabilizador en explosivos de nitrocelulosa. %*

-La urea aplicada topicamente, tiene efectos beneficiosos sobre la estructura y fisiologia
de la piel. Se ha utilizado durante décadas para mejorar la hidratacion, asi como un agente
queratolitico en la psoriasis, la ictiosis y la dermatofitosis. La urea mejora la funcion de
barrera después del uso topico, y es beneficiosa para enfermedades infecciosas cutaneas,
como como onicomicosis. Estos estudios indican que las aplicaciones tépicas de urea al
20% mejoran la funcién de barrera cutanea y la expresion de la defensa antimicrobiana en
la piel humana normal.5%:56

Los efectos secundarios de la urea son leves y pueden incluir erupciones cutaneas,
picazon, irritacion y dermatitis alérgica de contacto.>’

Debido a las caracteristicas y propiedades antes mencionadas de la Urea, ésta fue
seleccionada para ser empleada como agente entrecruzante, puesto que presenta grupos
funcionales susceptibles a ser modificados quimicamente para la formaciéon de los
hidrogeles, ademas es de nuestro interés utilizar un reactivo que sea lo mas inocuo posible
al organismo y asi evitar los riesgos de efectos toxicoldgicos en la aplicacion del material.
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2.5. Técnicas de caracterizacion.

2.5.1. Espectroscopia de Infrarrojo (IR). Aspectos fundamentales.

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica analitica no destructiva que se emplea para
determinar cualitativa y cuantitativamente los compuestos moleculares de muestras
solidas, liquidas e incluso gases.%8

La espectroscopia molecular se basa en la interaccion entre la radiacion electromagnética
y las moléculas. Dependiendo de la regidon del espectro en la que se trabaje y por tanto de
la energia de la radiacion utilizada (caracterizada por su longitud o numero de onda), esta
interaccién sera de diferente naturaleza: excitacion de electrones, vibraciones y rotaciones
moleculares. La molécula, al absorber la radiacion infrarroja, cambia su estado de energia
vibracional y rotacional. Las transiciones entre dos estados rotacionales requieren muy
poca energia, por lo que solo es posible observarlas especificamente en el caso de
muestras gaseosas. En el caso del estudio del espectro infrarrojo (IR) de muestras sélidas
y liquidas solo se tienen en cuenta los cambios entre estados de energia vibracional.
Utilizando la mecanica cuantica y el modelo del oscilador arménico para representar los
enlaces, se demuestra que las bandas en el infrarrojo se producen como consecuencia de
transiciones entre niveles de energia en los que el numero cuantico vibracional (v) cambia
en una unidad (A v = £ 1), denominada banda fundamental, o en mas de una unidad (A v
=+ 2, % 3, ...), que se denominan sobretonos. Aunque tedéricamente son posibles A v
superiores, en la practica solo se observan estas tres transiciones.

Una molécula poliatémica (n atomos) tiene 3n-6 modos de vibracion diferentes y 3n-5 si la
molécula es lineal. Cada uno de estos modos de vibracién viene representado por una
curva de energia potencial diferente y da lugar a una banda fundamental y sus
correspondientes sobretonos en el infrarrojo. Las bandas de absorcion aparecen
aproximadamente a frecuencias: v (la banda fundamental), 2 vy 3 v (los sobretonos). Estos
ultimos tienen una menor intensidad que la banda fundamental.5®

Los movimientos vibracionales se distinguen por el tipo de desplazamiento generado en
los enlaces, conociéndose como vibraciones de tension o flexion. Las tensiones provocan
un estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones generan una deformacion del
enlace (Figura 8).6°

Q 2 [N T o g°?
= cC - c C
Tension simétrica, Tension antisimétrica  Flexion simétrica, Flexion antisimétrica'

Fig. 8. Tipos de movimientos vibracionales en una molécula poliatémica.
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Regiones especitrales

Aunque el espectro infrarrojo se extiende desde 10 a 12500 cm-', desde el punto de vista
funcional se divide en tres zonas (Tabla 2): IR lejano, donde se producen las absorciones
debidas a cambios rotacionales, el IR medio (MIR), donde tiene lugar las vibraciones
fundamentales y el IR cercano (NIR), donde se producen absorciones debidas a
sobretonos y combinaciones de las bandas fundamentales.56

Tabla 2. Regiones del espectro IR.

Infrarrojo cm’
Lejano 10 a 650
Medio (IR) 650 a 4000
Proximo 4000 a 12500

El analisis de una muestra por FTIR provee como resultado un espectro de absorcion de
infrarrojo el cual proporciona informacién acerca del tipo de enlace, grupos funcionales y
la estructura quimica en general de la muestra analizada. Todas las moléculas pueden
manifestar una serie de bandas de absorcidn, cada banda corresponde con un movimiento
de vibracion de un enlace especifico dentro de la molécula, a este conjunto de sefales se
les conoce como la “huella dactilar” del compuesto.t0.62

Tipos de medidas en el infrarrojo

Cuando la radiacion incide en la muestra, ésta puede sufrir diferentes fenémenos:
absorcion, transmision y reflexion. La medida mas comun en el infrarrojo es la que se basa
en la absorcion (o la intensidad transmitida), aunque también se han desarrollado
espectroscopias basadas en el fendmeno de la reflexion como son la reflectancia total
atenuada y la reflectancia difusa.®®

Reflectancia Total Atenuada (ATR)

La reflexion interna se produce cuando una radiacién infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir una reflexiéon
interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta onda se
extiende a la muestra que se mantiene en contacto intimo con el cristal, registrandose el
espectro de infrarrojo del analito. La profundidad de penetracién de la onda evanescente
dentro de la muestra es funcion del material del cristal y del angulo de incidencia del haz
(Figura 9). A menor indice de refraccién y menor angulo de incidencia, mayor penetracion
se consigue. La profundidad de penetracién también se incrementa con la longitud de
onda. Su principal ventaja practica es la nula preparacién de la muestra, lo que hace el uso
de este instrumento versatil y eficiente para la medicion rapida de liquidos, geles y pastas.>®
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Fig. 9. Esquema de la técnica de reflectancia total atenuada.

Aplicaciones

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas espectroscopicas mas versatiles y de
mayor aplicacion. A continuacion, se citan algunas de las aplicaciones mas importantes:®?
- Caracterizacion e identificacion de materiales:

. Polimeros y plasticos

. Solidos inorganicos (minerales, catalizadores, materiales compuestos)

-Analisis de productos farmacéuticos y de sintesis.

-Analisis de contaminantes

-Ciencia Forense (identificacion)

-Biomedicina (analisis de tejidos)

-Conservacion artistica (analisis de pigmentos, materiales utilizados)

-Industria del reciclaje (identificacion de materiales poliméricos)

-Agricultura y alimentacion (IR cercano)

-Seguimiento de procesos quimicos

. Polimerizaciones, reticulaciones

. Reacciones cataliticas

2.5.2. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM). Aspectos fundamentales.

La Microscopia Electronica de Barrido es una técnica analitica que permite la observacion
y caracterizacion superficial de cualquier material, sea éste organico o inorganico. Por
medio de este procedimiento, se puede analizar la morfologia de la superficie de un
espécimen, asi como su composicién quimica. Tiene gran profundidad de campo. Produce
imagenes de alta resolucion. La preparacion de las muestras es relativamente facil. Es
posible determinar cualitativamente ciertas propiedades fisicas, como la conductividad
eléctrica, la estructura cristalina, presencia de fases, entre otras.%?

El principio del sistema SEM consiste en que si se hace incidir sobre la muestra un haz de
electrones finamente enfocado, emite una sefal que puede registrarse en una pantalla
mediante un tubo de rayos catddicos. El intercambio de energia que se lleva a cabo entre
el haz de electrones y la muestra resulta en una emision de electrones y radiacion
electromagnética que puede ser detectada para generar una imagen.%

El numero de electrones emitidos en el proceso de interaccién del haz de electrones
incidentes en la muestra depende tanto del material (cuanto mayor es el nimero atdémico
mayor es la emision: contraste por diferente elemento quimico) como de su forma (la
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emisidn sobre una zona rugosa, borde o arista es mayor debido entre otras cosas a la
mayor concentracion de carga en esos puntos: contraste topografico). Al desplazar el haz
a través la muestra, mediante las lentes deflectoras, se genera una linea y, superponiendo
lineas, se forma una imagen.

Entre las ventajas de la utilizacién de los equipos de SEM cabe mencionar su facil manejo
y buena resolucion en el analisis de las muestras, ademas posee amplia profundidad de
campo (hasta 3 nm a 30kV, es decir 1000000X de aumento) y es posible combinar el
equipo con otros componentes. Y entre las limitaciones se encuentran el alto costo de los
equipos y la necesidad de que las muestras deben ser conductoras, de no ser asi las
muestras deben ser recubiertas con Oro/Paladio. Es necesario trabajar bajo vacio, debido
a que el aire contiene muchas moléculas que interferirian con los electrones emitidos por
el microscopio electronico de barrido, y no se obtendria una lectura fiable.®% En la figura 10
se muestra el esquema de un Microscopio Electrénico de Barrido.

Filamento

Lentes
Electro-
Magnéticas

Bobinas de
Earrido

A la bomba
de vacio

Fig. 10. Esquema de un Microscopio Electrénico de Barrido.®

La microscopia electronica de barrido contribuye al desarrollo de nuevos campos de
investigacion, al ser capaz de ver estructuras invisibles al ojo humano, y la identificacion
de elementos por medio de espectrometria de dispersion de rayos X. Es aplicable en
diversas areas de investigacion, como geologia, estudio de materiales, metalurgia,
odontologia, paleontologia y arqueologia, control de calidad, fibras textiles, medicina
forense, botanica, entre otros.5°

2.5.3. Analisis Térmico.

El analisis térmico se utiliza para el estudio de la variacion de alguna propiedad fisica de
una sustancia y/o de sus productos de reaccion en funcion de la temperatura (o en funcién
del tiempo a temperatura constante), mientras la sustancia se somete a un programa de
temperatura controlada. Estas técnicas encuentran una amplia aplicacion tanto en el
control de calidad como en investigacion de productos industriales, tales como: polimeros,
productos Inorganicos, arcillas y minerales. De entre las diversas técnicas que se engloban
en este campo analitico, las mas ampliamente utilizadas son: Termogravimetria (TG),

Analisis térmico diferencial (DTA) y Calorimetria diferencial de barrido (DSC).”
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2.5.3.1. Analisis Termogravimétrico (TGA)
Esta técnica se emplea para determinar las propiedades de estabilidad térmica de los
polimeros. El analisis por Termogravimetria se basa en la pérdida de masa de una muestra
colocada en una balanza de ultraprecisién (termobalanza), capaz de detectar pérdidas del
orden de microgramo, mientras se calienta progresivamente o a temperatura constante en
atmosfera inerte o aire. Se puede operar tanto en modo dinamico como isotérmico. En el
modo dinamico, la temperatura de la muestra va aumentando de forma controlada
(normalmente de forma lineal con el tiempo) mientras que en el modo isotérmico la
temperatura se mantiene constante durante todo el tiempo que dure el experimento. La
balanza analitica es el elemento crucial de esta técnica. Un cambio de la masa de la
muestra produce una desviacion en el brazo de la balanza, que se traduce en informacion
sobre la masa. Las muestras se colocan en el horno dentro de un portamuestras o capsula
hecho de aluminio, platino o alumina. La representacion de la masa o del porcentaje de
masa en funcion del tiempo o temperatura se denomina termograma. La pérdida gradual
de masa se debe a diferentes causas: la primera pérdida importante generalmente es
consecuencia de la evaporacion de disolvente residual o de humedad. A mas altas
temperaturas comienza la descomposicion del polimero que, ademas de dar informacion
de su estabilidad térmica, puede servir para correlacionar la estructura y composicion con

la pérdida de determinados fragmentos conocidos.6869 En la figura 11 se muestran el
esquema de un Analizador Termogravimétrico.

| Control de atmadsfera |

Homo | Programador de la

temperatura

Registrador

Sensor de
temperatura

Control de
| Balanza }7
la balanza

Fig. 11. Esquema de un Analizador Termogravimétrico.”®

2.5.3.2. Analisis térmico diferencial (DTA)
Es una técnica con la que se mide la diferencia de temperatura entre una sustancia y un
material de referencia en funcién de la temperatura cuando la sustancia y el material de
referencia se someten a un ciclo de temperatura controlado. Con esta técnica se detectan
los fendmenos que se producen en una sustancia a una temperatura determinada, como
pueden ser la fusion vy solidificacion, descomposicion térmica, oxidacion, etc.
Normalmente, el ciclo de temperatura implica el calentamiento de la muestra y del material
de referencia, de tal manera que la temperatura de la muestra aumenta linealmente con el
tiempo. La diferencia de temperatura T entre la temperatura de la muestra y la temperatura
del material de referencia se controla y se representa en el eje de ordenadas, dando lugar
a un termograma diferencial.’””’" En la figura 12 se muestra el esquema de un Analizador

Térmico Diferencial.
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Fig. 12. Esquema de un Analizador Térmico Diferencial.”®

2.5.3.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El fundamento de la técnica de calorimetria diferencial de barrido, (DSC por sus siglas en
inglés), radica en el registro de las variaciones de flujo de calor o de la temperatura, entre
la muestra a estudio y una referencia. La muestra se coloca en una capsula igual a otra
vacia que actua como referencia y se someten al mismo programa de temperatura.
Durante el experimento se aplica el principio de balance nulo, es decir, que cualquier
cambio en el valor de la entalpia que experimente la muestra, implica una adicién
energética, bien sea al crisol de referencia o a la muestra, con el objetivo de mantenerlos
a la misma temperatura. Como la energia térmica es exactamente igual en magnitud a la
energia absorbida o liberada en la transicion, el balance de energia proporcionara una
medida calorimétrica directa de la energia de transicion. Por lo tanto, la técnica de DSC
mide la energia suministrada necesaria para mantener muestra y referencia a la misma
temperatura. Generalmente el material de referencia es un material inerte que no
experimenta ninguna transicion o transformacion en el intervalo de temperaturas a
estudio > "? En la figura 13 se muestra el esquema de un Calorimetro Diferencial de

Barrido.

| Control de atmosfera |

Programador de
temperatura (T;)

Disco Termoeléctrico Referencia

Termocuplas que

1

} ST midenTyy T

Termocuplas que ] ‘7 miden Ty ¥ Tg
miden Ey y Eg % 7

Sisterna digital de

amplificacion y
captura de datos

| Registrador |

Fig. 13. Esquema de un Calorimetro Diferencial de Barrido.”®
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2.5.4. Cinética de Hinchamiento.

El hinchamiento de los hidrogeles implica movimientos segmentales de gran escala, que
generan como respuesta una separacion entre las cadenas de los hidrogeles que se va
incrementando cada vez mas con el hinchamiento. En estos sistemas a medida que se
difunde el disolvente dentro del hidrogel, la respuesta de las cadenas no es inmediata. De
manera que la penetracion de pequenas moléculas depende de las propiedades fisicas de
la red de polimero y las interacciones entre los segmentos de polimero y las moléculas
pequefias. En una estructura rigida con una alta densidad de entrecruzamientos
disminuyen los espacios entre las cadenas del hidrogel y la misma no podra ser expandida
ni mantener una gran cantidad de agua. En este sentido, el analisis de los mecanismos de
difusion del agua en los hidrogeles ha recibido considerable atencidn en los ultimos afos
debido a la importante aplicacion de estos polimeros en el campo de la biomedicina, en el
area farmacéutica y ambiental, asi como en la ingenieria agroindustrial. El estudio de la
difusién es importante también en el ambito de la liberacion de fluidos, donde se ha
reportado que la velocidad de liberacion de un farmaco u otra sustancia, desde la matriz
de un hidrogel va a estar controlada por el volumen de los poros presentes, y de su
cantidad e interconexiones, asi como del tamafio macromolecular de la sustancia a liberar
y de las composiciones quimicas del hidrogel y de la sustancia.”3-"6

Cuando un xerogel se sumerge en una solucién acuosa, el agua se difunde en su interior
y la red macromolecular se expande, lo que resulta en un hinchamiento del sistema. El
mecanismo de penetracion del agua en los hidrogeles puede estudiarse utilizando diversos
enfoques. La ecuacion empirica simple, llamada ecuacion de la ley de potencia ( ecuacion
2), propuesta inicialmente por Buckley para describir el hinchamiento del sistema de
polimeros en solventes, generalmente es la primera opcion para este proposito:

F=k=x*t" Ec. 2.

donde F generalmente se expresa como una fraccion relacionada con la cantidad de agua
obtenida por el hidrogel en un momento dado y se ha definido de varias maneras (mas
adelante se presentan dos de las definiciones mas empleadas); k es una constante
relacionada con el sistema de red macromolecular y el medio de hinchamiento y n es el
exponente de difusion, que es indicativo del mecanismo de transporte.

Bajo esta perspectiva, se analiza el hinchamiento del sistema para establecer qué factores
fisicos determinan el mecanismo de penetracién del agua en el hidrogel. Los valores de n
cercanos a 0.50 son indicativos de un mecanismo de transporte controlado por una difusién
fickiana (caso 1), en el que el agua penetra en la red a través de espacios libres entre las
cadenas del polimero. Por otro lado, los valores de n de 0.50-1.00 implican que el
mecanismo de transporte exhibe un comportamiento andémalo, que surge de la
contribucion de dos procesos concomitantes al mecanismo general de transporte: la
difusion de agua fickiana y la relajacién del polimero (definida como la movilidad de las
cadenas de polimero que resulta en la difusion del agua en la red). En el caso especial
cuando n = 1, el mecanismo de transporte esta controlado por una difusion no fickiana
(caso Il) que surge de los procesos de relajacion de las cadenas de polimeros. La ecuacion
2 se aplica generalmente a las etapas iniciales de hinchamiento y los graficos de In F
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versus In t producen lineas rectas hasta casi un 60% del valor de equilibrio (Wt/ Weq < 0,60;
donde Wtrepresenta el peso alcanzado por el hidrogel en el tiempo ty Weqel peso maximo
(en equilibrio).”®77

Hay varias definiciones reportadas para F, entre las cuales las mas usuales incluyen
aquellas definidas por Crank (Fc, ecuacion 3a) y Karadag et al. (Fk, ecuacién 3b):"’

Fo=— Ec.3 a.

Weq

Por lo tanto, Fc es una medida fraccionaria del hinchamiento del hidrogel en un momento
dado respecto al hinchamiento maximo que puede alcanzar en el equilibrio.
(W, — W)

Fp =——— Ec.3 b.
K W, C

Segun esta definicion, Fk representa la relacion Wagua / Wxerogel €N un momento dado t,
indicando directamente cuantas veces el xerogel ha absorbido su propio peso en agua.

Es comun que los procesos de sorcidon para sistemas de polimero-solvente con frecuencia
no se ajusten al comportamiento esperado de la teoria clasica de la difusién. La lenta
reorientacion de las moléculas de polimero puede conducir a una variedad de efectos.”®

En un esfuerzo por cuantificar la contribucion de los procesos de difusién y relajacién en
el mecanismo de penetracion de agua en el hidrogel, los datos que se obtienen del
hinchamiento se pueden analizar mediante la ecuacion 4:

F=ky#t/2 + ky+t Ec. 4.

donde k1es una constante de proporcionalidad relacionada con la contribucién del proceso
de difusion (n = 1/2) y k2 es una constante de proporcionalidad relacionada con la
contribucion del proceso de relajacion (n = 1). Esta ecuacion fue propuesta inicialmente
por Peppas y Sahlin para evaluar la contribucién proveniente de los procesos de difusiéon
y relajacion al mecanismo global de liberaciéon de un sistema de drogas / hidrogel. Al
transformar la ecuacion 4 (dividiéndola entre t) se llega a la siguiente expresion:

F k
—=1—1+k2 Ec. 4 a.
t

A través de la cual se puede evaluar graficamente la contribucion de ambos procesos al
representar F /tvs. 1/t1/2.77
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1.Reactivos.
Acido-L-glutamico (99.7%, J. T. Baker)
Acido citrico (>99.5%, Sigma-Aldrich)
Glicerol anhidro (99.8%, J. T. Baker)
NH4Cl (>99.5%, Meyer)
K2HPO4 (98%, FAGA LAB.)
MgS0O4.7H20 (98-102%, FAGA LAB.)
FeCls.6H20 (99.5%, FAGA LAB.)
CaCl2.2H20 (99-105%, Meyer)
MnS0O4.H20 (=98%, Meyer)
NaOH (lentejas, 97%, Sigma-Aldrich)
HCI (ac.) (37.20%, FAGA LAB)
Cepa de la bacteria Bacillus licheniformis ATCC-9945a
y-PGA crudo (sintetizado en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA))

Membranas de celulosa de 35 cm de longitud (tamafo de poro de 10000 Da, Sigma-
Aldrich).

EDTA disédico dihidratado (299%, Aldrich)
NaHCO3(99.7-100.5%, FAGA LAB.)

NaCl (>99%, Sigma-Aldrich)

Acetonitrilo anhidro (99.8%, Sigma-Aldrich)
Urea (99.4%, FAGA LAB.)
N-(3-Dimetilminopropil)-N"-etilcarbodiimida clorohidrato [EDC] (299%, Sigma-Aldrich)
Alcohol etilico absoluto (99.91%, FAGA LAB.)
Agua (calidad MiliQ)

Acido acético glacial (99.5%, FAGA LAB.)
Acetato de sodio (99%, Sigma-Aldrich)
Na2COs anhidro (99%, FAGA LAB.)
NaH2P0O4.H20 (99.8%, J. T. Baker)
NazHPO4.7H20 (98-102%, FAGA LAB.)



3.2. Metodologias
3.2.1. Obtencion del y-PGA.
3.2.1.1. Biosintesis del y-PGA.

En primer lugar, se realizo la propagacién del in6culo de la cepa (figura 14), para lo cual,
50 mL del medio E (cuya composicion se describe en la tabla 1) se adicionaron a un matraz
Erlenmeyer y se esterilizo a 121 °C/15 min en una Autoclave marca All American.
Posteriormente se inoculé con 2 mL de la bacteria conservada en Glicerol. EI matraz se
incubd a 37°C, a una velocidad de 250 rpm, durante 48 h en un Sheaker marca Barnstead
Lab. Line, modelo Max Q 4000. Luego de transcurrido el tiempo de propagacion, se
colocaron 0.375 mL de la suspension celular en viales esterilizados y se conservaron en
0.125 mL de una solucidn acuosa de Glicerol al 80% previamente esterilizada,
manteniéndolos en congelacion.

" '
Nt AR

N

B. licheniformis
Medio E Fermentacion por 48 h conservada en Glicerol

Fig. 14. Imagenes del proceso de propagacion de la cepa de la bacteria B. licheniformis.

Posteriormente se procedié a la produccion del polimero (figura 15), para lo cual se
afnadieron 700 mL del medio en matraces Erlenmeyer. Se esterilizd e inoculé con 0.5 mL
del cultivo bacteriano conservado en Glicerol. Se incub6 el matraz con el medio inoculado a
37°C, a una velocidad de 250 rpm durante 96 h. Una vez concluido el periodo de incubacion,
el contenido del matraz fue ajustado a pH = 3 para disminuir la viscosidad del medio y
favorecer la separacion de la fase acuosa (conteniendo el polimero) y el paquete bacteriano.
Luego se centrifugd a 10000 rpm por 30 minutos en una Ultracentrifuga marca Hermle,
modelo Z 36 HK; con el objetivo de separar la biomasa del medio de cultivo, quedando el y-
PGA disuelto en el sobrenadante. El liquido sobrenadante se precipité en el mismo volumen
de acetona. El polimero se aglomerod y fue retirado. El polimero que quedd disperso se
recupero por filtracion. El polimero obtenido en forma de una masa viscosa se redisolvié en
agua, se congelo y se seco por liofilizacion en un Liofilizador marca Labconco, FreeZone
4.5.

25



Separacion del
polimero por
centrifugacion

-

Fennentaci(’)n
por 96 h

Separacion del

Congelar y ‘ polimero por
liofilizar ; filtracion
Polimero Polimero (base Precipitacion en
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Fig. 15. Imagenes del proceso de produccion del y-PGA.

3.2.1.2. Purificaciéon del y-PGA mediante didlisis.

La purificacién del y-PGA se realizé6 mediante dialisis (figura 16). Se emplearon tubos para
didlisis de acetato de celulosa de aproximadamente 35 cm de longitud, con capacidad de
purificacion de moléculas con masa molecular mayor a 10000 g/mol. Los tubos de dialisis
se cargaron con una solucidn acuosa de y-PGA al 2 % p/v. Una vez cargados los tubos
con la disolucion de polimero se sumergen en un recipiente con agua desionizada (pH=3).
La dialisis se realiz6 durante 16 horas, realizando los cambios de agua cada 4 horas.
Finalmente, se recupero la solucion de polimero, se congeld vy liofilizé.

Y Llenado de
) Redisolucion del L - membranas pam
. 7 TGA : didlisis
Prepamacion de ﬁs : o
membranas de acetato Sol&’y P:j‘: al 2% (piv)
de celulosa e
Congelar y R Recuperacion de la

Soln. de y-PGA

S—

liofilizar

Secado por
lofilizacion

Soln. de y-PGA pure

Fig. 16. Imagenes del proceso de dialisis del y-PGA.
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3.2.1.3. Determinacién del peso molecular del y-PGA.

Se prepard una solucion de y-PGA al 0.7% en una mezcla de NaCl 50mM/Acetonitrilo (4:1)
(v/v). La solucién del polimero se introdujo en un viscosimetro capilar Ubbelhode y se
mantuvo a una temperatura de 30+0.1°C (figura 17). Se realizaron 10 mediciones del
tiempo de flujo a la mezcla de solventes (to) y a la solucion del polimero (t). A partir del
valor promedio para toy t, se determindé la viscosidad relativa (n ret), Segun la ecuacion 5:

nrelzt/to Ec. 5.

Fig. 17. Determinacion de la viscosidad relativa de la solucion de y-PGA.

Luego se hall6 el logaritmo natural del valor de n rel Obtenido y se interpolé en una curva
de calibracion de In n vs Masa Molecular (Mw) (obtenido por Cromatografia de Permeacion
de Gel (GPC)), y de esta forma se determind el peso molecular del polimero. La curva de
calibracion fue realizada en una investigacion anterior, donde se utilizaron soluciones de
y-PGA de diferente Mw y las mediciones se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones.

3.2.2. Sintesis de hidrogeles de y-PGA.

Se pesaron 0,2 g de y-PGA y se afiadié 1 mL de H20 desionizada. Se agité a 300 rpm por
15 min a temperatura ambiente. La solucién del polimero se congeld vy liofilizd, y se obtuvo
el polimero seco en forma de esponja. Luego, a la esponja de y-PGA se le afiadi6 0,06 g
Urea y 0,1 g EDC, disueltos en 0,5 mL de H20 desionizada. Posteriormente, se dejo
reposar por 24 hrs para que ocurriera la reaccién de entrecruzamiento. Transcurrido dicho
tiempo, al hidrogel formado se le realizaron sucesivos lavados: Etanol (100%), Etanol-H20
(70:30), Etanol-H20 (50:50), H20 (100%). Finalmente, el hidrogel se congeld vy liofilizo
(figura 18).
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Hidrogel seco por liofilizacion Hidrogel para congelar Lavado del hidrogel
(Xerogel) (Etanol-Agua)

Fig. 18. Imagenes del proceso de obtencion de los hidrogeles de y-PGA y Urea.

3.3. Técnicas de caracterizacion.

3.3.1. Espectroscopia de infrarrojo (IR).

Se realizé la caracterizacidén del y-PGA y de los hidrogeles obtenidos, por la técnica de
FTIR utilizando un espectrofotometro marca Perkin Elmer, modelo Frontier. El analisis de
las muestras se realizé mediante la técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR), con un
barrido del espectro desde 4000 a 400 cm™'. Este estudio se hizo con la finalidad de
identificar los grupos funcionales en el polimero, asi como para verificar si se llevd a cabo
la reaccion de entrecruzamiento entre los grupos amino de la Urea y los grupos carboxilos
laterales del y-PGA a partir de una reaccién de amidacion.

3.3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM).

Se realizé la caracterizacion morfolégica de los hidrogeles mediante un microscopio
electrénico de barrido, marca JEOL 5410LV. Las muestras se recubrieron con oro para
conferirles propiedades conductoras y se utilizé un haz de electrones de 20 kV de
intensidad.

3.3.3. Analisis térmico.

3.3.3.1. Analisis Termogravimétrico (TGA).

Se llevé a cabo el analisis termogravimétrico del y-PGA y los hidrogeles sintetizados. Se
utilizé un equipo Thermogravimetric Analyzer, marca Perkin EImer, modelo Pyris 1. Se
pesaron muestras de aproximadamente 2.5 mg, y fueron sometidas a calentamiento de
25°C a 900°C, con una velocidad de calentamiento de 10°C/min bajo atmodsfera de
Nitrégeno.
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3.3.3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El polimero (y-PGA) y los hidrogeles sintetizados fueron analizados por DSC, en un equipo
Differential Scanning Calorimeter, marca Perkin EImer, modelo 8500. Se pesaron muestras
de aproximadamente 5 mg, y fueron sometidas a calentamiento de 25°C a 300°C, con una
velocidad de calentamiento de 10°C/min bajo atmdsfera de Nitrégeno.

3.3.4. Cinética de hinchamiento.

En el estudio del hinchamiento, se cortaron los hidrogeles secos con dimensiones de 10
mm de diametro y 1.5 mm de espesor. Las muestras de hidrogeles se sumergieron en
recipientes con 20 ml de agua desionizada y se evalué el efecto de la temperaturaa 25y
37°C. Los hidrogeles se sumergieron en 20 mL de soluciones buffer de pH=3.6, 7.4 y 10.0
a 25°C para evaluar el efecto del pH. Se analizé la combinacion de ambos efectos en el
hinchamiento de los hidrogeles a pH=7.4 a 25 y 37°C. Se monitore6 el peso de los
hidrogeles a intervalos de tiempo de 10 minutos. Los hidrogeles se pesaron en una balanza
analitica marca Sartorius (sensibilidad 0.0001 g) y previamente se secaron con papel filtro
para eliminar el agua acumulada en la superficie de la muestra. Este procedimiento se
realizé hasta que no hubo mas ganancia de agua por parte del hidrogel, es decir, hasta
que se alcanzo el equilibrio de hinchamiento. El estudio se realizé por triplicado y los
valores que se reportan son los valores promedio de las tres mediciones en cada condicion.

La razén de hinchamiento en cada intervalo de tiempo fue calculada mediante la ecuacion
1:

(Mhidratadu - MdESl]llﬂl‘ﬂtﬂlﬂDj

Razén de Hinchamiento (RH) =
Mdeshidl‘atﬂdc

La cinética de hinchamiento se evalu6 a través de la Ley de Potencia, Ec. 2. (F = k*t"), a

la cual se le aplicé In y se realizaron los graficos de In F versus In t, a partir de los valores

de hinchamiento obtenidos. De esta manera se determind el valor del coeficiente difusional

(n) y se analizaron los mecanismos a partir de los cuales ocurre la absorcion del disolvente

en el hidrogel.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Obtencion del y-PGA
4.1.1. Biosintesis del y-PGA.

La obtencion del polimero se realizé segun se describid en la secciéon 3.2.1.1.
Primeramente, se realizé la propagacion de la cepa de la bacteria B. licheniformis ATCC
9945a para garantizar el crecimiento celular y posteriormente se llevo a cabo la produccion
del y-PGA. Se obtuvo un rendimiento promedio del biopolimero de 7.17 £ 1.67 g/L (base
seca). En la literatura se ha reportado la produccion de y-PGA utilizando fermentaciones
con la bacteria B. licheniformis ATCC 9945a en un medio de sales (Medio E), empleando
condiciones similares a la metodologia utilizada, con valores de rendimiento de 15 g/L.7®8°
La diferencia en cuanto al rendimiento del metabolito obtenido se puede atribuir a que la
cepa de la bacteria conservada en Glicerol que utilizamos pudo danarse durante su
transporte, debido a que fue enviada desde el CIQA en Saltillo. Sin embargo, se
recomienda continuar trabajando en la técnica para determinar los factores que pudieron
afectar la 6ptima produccién del polimero y lograr obtener el rendimiento reportado en la
literatura. En la figura 19 se muestra una imagen del y-PGA obtenido en el laboratorio.

— 9

Fig. 19. Imagen del y-PGA obtenido en el laboratorio.

Ademas del y-PGA obtenido en el laboratorio, contamos con y-PGA crudo proporcionado del
CIQA, éste ultimo fue el que utilizamos en el desarrollo de nuestra investigacion.

4.1.2. Purificacion del y-PGA mediante dialisis.

Se realizo6 la purificacion mediante dialisis del y-PGA crudo S€gun el procedimiento descrito
en la seccion 3.2.1.2. Se obtuvo un rendimiento de 85.5% del polimero puro con respecto
al y-PGA crudo que fue sometido a dialisis.

4.1.3. Determinacion del peso molecular del y-PGA.

De acuerdo con las mediciones realizadas, obtuvimos valores promedio de tiempo de flujo
de la solucién del polimero y del disolvente de t =410 s y to= 193 s respectivamente. Segun
la ecuacion 5, la viscosidad relativa (nret) de la solucion del y-PGA es de 2.124 y el In (nre)
= 0.753. Al interpolar en la curva de calibracion (figura 20)%, el valor arrojado de masa
molecular promedio para el polimero fue de 180000 g/mol.
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4.2. Caracterizacion del y-PGA por Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

El y-PGA crudo Obtenido en el laboratorio y el y-PGA crudo proporcionado por el CIQA, fueron
caracterizados por Espectroscopia de Infrarrojo (IR) (Figura 21) para la identificacién de
los grupos funcionales que deben estar presentes en su estructura. Este polimero (figura
5) es una poliamida que tiene grupos carboxilos laterales libres. En la tabla 3 se muestran
las asignaciones de las sefales caracteristicas de ambos espectros.

Tabla 3. Asignacion de las sefiales caracteristicas de los espectros de IR del y-PGA crudo :
(a) Polimero obtenido en el laboratorio; (b) Polimero proporcionado por el CIQA.

Bandas de absorcion (a) (b)

Grupos: -CHz- (cadena alifatica)

V Est C-H 3065 cm™, 2918 cm"’ 3065 cm, 2918 cm™

Grupo: carboxilo

V Est O-H banda ancha: 3500-2500 cm™" | banda ancha 3500-2500 cm™"

V Est C=0 1713 cm™’ 1713 cm™

Grupo: amida

V Est C=0 1639 cm™’ 1631 cm™"
V Est N-H 3270 cm™ 3270 cm™
O Torsién N-H 1541cm™’ 1533 cm™!
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Fig. 21. Espectros de IR del y-PGA crudo: (@) Polimero obtenido en el laboratorio; (b)
Polimero proporcionado por el CIQA.

Teniendo en cuenta las senales identificadas en los espectros de IR, se puede corroborar
la obtencién del y-PGA, debido a que estan presentes las senales caracteristicas

correspondientes a los grupos funcionales amida y carboxilo libre.52:81-84
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En la figura 22 se muestra el espectro de IR del y-PGA dializado. En la tabla 4 se presenta

las asignaciones de las sefiales caracteristicas que aparecen en el espectro.
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Fig. 22. Espectro de IR del y-PGA purificado por dialisis.

Tabla 4. Asignacion de las sefiales caracteristicas de los espectros de IR: (a) y-PGA crudo;

(b) Y-PGA puro .

Bandas de absorcion

(a)

(b)

Grupos: -CHz- (cadena alifatica)
V EstC-H 3065 cm™, 2918 cm"” 3067 cm™, 2919 cm™"
Grupo: carboxilo
V Est O-H banda ancha: 3500-2500 cm™' | banda ancha 3500-2500 cm""’
V EstC=0 1713 cm™’ 1721cm™
Grupo: amida

V Est C=0 1631 cm™’ 1633 cm"’

V EstN-H 3270 cm’ 3263 cm™

8 Torsion N-H 1533 cm’ 1536 cm"’

De acuerdo con los espectros obtenidos para el y-PGA crudo ¥ €l y-PGA puro, Se observa la
presencia de las sefales caracteristicas, por lo tanto, se puede corroborar que no hubo
ningun cambio en la estructura quimica del polimero durante el proceso de dialisis.
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4.3. Analisis térmico del y-PGA.

4.3.1. Analisis Termogravimétrico (TGA).

En la figura 23 se observa el termograma correspondiente al analisis termogravimétrico y
su derivada realizados al y-PGA. Segun los resultados obtenidos, se puede apreciar una
primera caida en la curva a los 44.8 °C correspondiente a una pérdida de masa del 2.0%,
asociada a la pérdida de agua, puesto que este es un polimero de naturaleza hidrofilica,
su alta afinidad por el agua se debe fundamentalmente a la presencia de los grupos
carboxilos libres. En el termograma se identifica que la descomposicion térmica del y-PGA
comienza a los 260.3 °C con una pérdida de masa de 18.1 %. También aparecen los pasos
sucesivos de descomposicidén del polimero a las respectivas temperaturas y el porciento
de pérdida de masa que representan: 290.2 °C (26.2 %), 355.9 °C (45.1 %), y 646.1 °C
(74.3 %).

Portilla y colaboradores &5, realizaron un estudio de la descomposicién térmica del y-PGA
y algunos derivados. De los resultados obtenidos plantearon que, en un primer paso, el y-
PGA se despolimeriza por encima de 200 °C, segun un mecanismo de descompresion al
final de la cadena, generando el acido piroglutamico. Este mecanismo es producto de una
reaccion de ciclodepolimerizacion que conlleva a la liberacion de la y-lactama y la
disminucién gradual de la longitud de la cadena del polimero, como se muestra en la figura
24. El en segundo paso la descomposicién tiene lugar por encima de los 300 °C, en este
caso los investigadores basados en estudios anteriores asumen que esta etapa se deba a

la descarboxilacién de fragmentos de la cadena.
——-PGA
— y-PGA derivada

T
o
o

100

80

604 44.8°C(2.0%)

Porcentaje en peso (%)
T
N
o
Derivada Porcentaje en peso (%.min'1)

40 646.1°C (74.3%) L 25
260.3°C (18.1%) --3.0
20
. 355.9°C (45.1%) --3.5
290.2°C (26.2%)
0 T T T T T T T T T T -4.0
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (OC)

Fig. 23. Termograma de TGA del y-PGA.
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Fig. 24. Esquema del mecanismo de descomposicion térmica del y-PGA.

4.3.2. Analisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del analisis térmico por DSC realizado al
y-PGA. Segun las transiciones térmicas observadas por DSC, la temperatura de transicion
vitrea (Tg) del polimero es de 75.0 °C y su temperatura de fusion (Tr) de 240.7 °C. Mientras
que a los 260.5 °C comienza la degradacion térmica del polimero. La temperatura de
descomposicion obtenida del analisis por DSC coincide con el valor reportado del analisis
por TGA.

Tabla 5. Resultados del analisis por DSC del y-PGA.

Transiciones térmicas Temperatura (°C)
Tg (transicion vitrea) 75.0
Tt (fusidn) 240.7
T4 (descomposicion) 260.5

Pereira y colaboradores %, realizaron un analisis térmico del y-PGA mediante las técnicas de
TGA y DSC, donde reportan valores muy cercanos a los obtenidos en nuestro estudio. Segun
los termogramas obtenidos por estos investigadores reportan del analisis por DSC dos picos
endotérmicos correspondientes a transiciones de fase a las temperaturas de 74.1 y 240° C.
Teniendo en cuenta el analisis por TGA plantean que la descomposicién térmica del polimero
tiene lugar a partir de los 253 °C con una pérdida de masa del 19%.

4.4.Sintesis de hidrogeles de y-PGA y Urea.

Se logré sintetizar hidrogeles de y-PGA y Urea, mediante reticulacion quimica por
formacion de enlaces amida, donde se empled el EDC como activador de los grupos
carboxilos libres del polimero. En la figura 25 se representa la reaccién quimica de
entrecruzamiento.

e) P\EH ’ —
/ _C.. c-N~c-N—
HO EDC, H,N™~ NH, 1 C
- O
C=0 O0=C C=0
> =
y-PGA Hidrogel
Fig. 25. Reaccién quimica de entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas de y-PGA
con Urea.
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La obtencion de los hidrogeles fue posible luego de realizar una gran variedad de
experimentos, hasta lograr las condiciones de sintesis, variando parametros tales como:
cantidades de cada uno de los reactivos, volumen de disolvente, tiempo y velocidad de
agitacion, temperatura, condiciones de lavado, entre otros. En la seccion 3.2.2., se
describe el procedimiento donde se alcanzaron las mejores condiciones de sintesis,
puesto que los hidrogeles obtenidos de este modo presentaban la mejor consistencia y
estabilidad. De nuestras observaciones comprendimos que al utilizar menores cantidades
de entrecruzante y activador; al disolver el polimero en un mayor volumen de agua; asi
como no dejar en reposo la reaccion por el tiempo especificado, provocaba la eventual
disolucién del hidrogel. Otro aspecto fundamental a tener en cuenta es el proceso de
lavado, donde llegamos a la conclusion de que era necesario lavar los hidrogeles
primeramente con Etanol y luego con agua, debido a que el solvente organico que le
confiere estabilidad a los mismos. En la figura 26 se muestran imagenes de los hidrogeles
sintetizados.

Fig. 26. Imagenes de los hidrogeles de y-PGA y Urea.

4.5. Caracterizacion de los hidrogeles por Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

El Poli (4cido-y-glutamico) es una poliamida que tiene grupos carboxilos libres, a través del
cual se pueden realizar modificaciones quimicas. Por otra parte, el entrecruzamiento que
tiene lugar entre las cadenas poliméricas se lleva a cabo a través de reacciones de
amidacion. Por lo tanto, en el polimero y en los hidrogeles formados, van a estar presentes
los mismos grupos funcionales, por ende, deben observarse en ambos espectros de IR la
presencia de las sefales caracteristicas, y una posible variacion de las intensidades de
absorcion en dependencia de la existencia de una mayor o menor proporcién de un tipo
de enlace especifico en el polimero o los hidrogeles. En la figura 27 se muestra el espectro
de infrarrojo del hidrogel sintetizado en comparacion con el espectro del polimero.

36



——-PGA

— Hidrogel
100 -
80
S
ko]
e
© 60 -
£
"
cC
S %
= 404 &
l)Est C=0
S5
20 - @ V_~Torsion N-H
3
&
I ! I ! I ! I ! 1
4000 3000 2000 1000 0

Numero de onda (cm'1)

Fig. 27. Espectros de IR del y-PGA y el Hidrogel.

Analizando los espectros del polimero y el hidrogel en la figura 27, se puede observar en
ambos casos la aparicion de las mismas sefales, sin embargo, entre ellas se observan
variaciones.

Con respecto al grupo funcional carboxilo, la banda ancha localizada entre los 2500-3500
cm™', correspondiente a la vibracion de estiramiento O-H, se observa mas estrecha en el
espectro del hidrogel con respecto al del polimero. La sefal que se encuentraen 1721 cm-
', correspondiente a la vibracidon de estiramiento del enlace C=0, es mas pequefia en el
espectro del hidrogel en relaciéon con el del polimero. Este comportamiento puede
explicarse teniendo en cuenta que en polimero existe una mayor proporcion de grupos
carboxilos libre con respecto al hidrogel, donde una gran parte de estos grupos esta
comprometida en el entrecruzamiento formando enlaces amida.

Con relacion al grupo amida, las senales correspondientes a la vibracion de estiramiento
N-H en 3263 cm™, a la vibracion de estiramiento C=0 en 1633 cm™'y a la vibracién de
torsion N-H en 1536 cm', se observan que aumentan en el espectro del hidrogel con
respecto al del polimero. Estos resultados son un indicativo de que ocurrié favorablemente
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la reaccién de entrecruzamiento, pues una vez que se forma el hidrogel debe aumentar la
proporcion de enlaces amida, con respecto a los ya existentes en las cadenas poliméricas,
debido a los nuevos enlaces que se forman producto a la reaccion de amidaciéon que dar
lugar a la reticulacion del material.

4.6. Caracterizacion de los hidrogeles por Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Se realiz6é la caracterizacion de los hidrogeles mediante un analisis por microscopia
electronica de barrido (SEM). En la figura 28 se observan las micrografias de la superficie
de los hidrogeles obtenidos con una magnificacion de 75 X y 350 X. Segun las imagenes
obtenidas se puede apreciar la morfologia de los hidrogeles, corroborandose que se trata
de un material con estructura porosa, con potencial capacidad de almacenar solvente en
su interior.

(a) (b)

! 100um ! 350X 20KV SEI

(c)

Fig. 28. Imagenes de SEM de los Hidrogeles: a) y b) Magnificacién 75 X; ¢) Magnificacion 350 X.
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4.7. Andlisis térmico de los hidrogeles de y-PGA.
4.7.1. Caracterizacion de los hidrogeles por Termogravimetria (TGA).

En las figuras 29, 30 y 31, se presentan los termogramas correspondientes al analisis por
TGA y su derivada de la Urea, EDC y el hidrogel respectivamente. El termograma
correspondiente al y-PGA se puede apreciar en la figura 23. En la figura 32 se muestran
las curvas termogravimétricas del hidrogel y de cada uno de los componentes individuales.
En la tabla 6 se resumen los porcentajes de pérdida de masa y las temperaturas
correspondientes para el y-PGA, Urea, EDC e Hidrogel.

—— Urea
Urea derivada

T T T T T T T T T T T T T T T T T Py
100 =
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S 20+ --12
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184.8°C (39.9%) L 16 O
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (OC)
Fig. 29. Termograma de TGA de la Urea.
——EDC
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Fig. 30. Termograma de TGA del EDC.
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Fig. 31. Termograma de TGA del Hidrogel.
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Fig. 32. Curvas termogravimétricas del y-PGA, Urea, EDC e Hidrogel.



Tabla 6. Resultados del analisis por TGA del y-PGA, Urea, EDC e Hidrogel.

Pérdida de agua Pérdida por degradacién térmica
Temperatura ("C) (Porciento en masa (%)) Temperatura ("C) (Porciento en masa (%))
y-PGA 44.8°C (2.0%) 260.3°C (18.1%); 290.2 "C (26.2%);
355.9 “C (45.1%); 646.1°C (74.3%)
Urea 102.9 °C (0.1%) 184.8°C (39.9%); 247.7°C (82.6%);
299.4°C (93.6%)
EDC 113.6 °C (4.3%) 182.9°C (11.5%); 204.0 "C (15.7%);

271.9°C (33.3%); 337.2 °'C (74.8%);
647.2 °C (96.7%)

Hidrogel 71.4°C (3.4%) 219.6 'C (14.7%); 296.5 C (39.7%)

Los resultados obtenidos del analisis termogravimétrico mostrados en la tabla 6, reflejan
las temperaturas de descomposicion térmica del y-PGA, Urea, EDC e Hidrogel, las cuales
inician a 260.3, 184.8, 182.9 y 219.6 ‘C respectivamente. Como se puede apreciar el
hidrogel se descompone a una menor temperatura con respecto al polimero y a una
temperatura mayor con respecto al entrecruzante (Urea). El hidrogel presentd una
estabilidad térmica intermedia en relacion con el polimero y el entrecruzante, lo cual
constituye un indicio de que hubo una modificacion quimica respecto a cada uno de los
componentes individuales.

4.7.2. Caracterizacion de los hidrogeles por Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC).
En la tabla 7 se muestran los resultados arrojados del termograma correspondiente al
analisis por DSC del Hidrogel de y-PGA. El hidrogel presenta una Ty de 144.5°C y su
descomposicion inicia a una temperatura de 220.8°C, valor muy cercano al obtenido en el
analisis de TGA.
Tabla 7. Resultados del analisis por DSC del hidrogel de y-PGA.

Transiciones térmicas Temperatura (°C)
Tg (transicion vitrea) 144.5
Tt (fusion) -
T4 (descomposicion) 220.8

El valor de Tq4 del hidrogel es mayor en relacion con la del polimero. Este comportamiento
puede explicarse por la presencia de entrecruzamientos quimicos, pues las cadenas del
polimero van a estar unidas por enlaces covalentes fuertes y se va a requerir mayor
temperatura, o sea, mas energia para que ocurra la transicion de un estado vitreo a un estado
mas flexible. En este caso no aparece una sefal definida que justifique la existencia de una
temperatura de fusioén, lo cual corroboraria y ayudaria a complementar la informacion
obtenida en nuestros resultados, acerca de la formacién de un hidrogel reticulado
tridimensionalmente mediante entrecruzamiento quimico entre el y-PGA y la Urea. Pues en
este caso, donde se ha demostrado la formacion del hidrogel, las cadenas del polimero estan
unidas quimicamente por el entrecruzante mediante enlaces covalentes muy fuertes,
imposibilitando que estas se puedan separar y desplazar libremente bajo la aplicacién de
temperatura. En cambio, lo que ocurre es que al aplicar una temperatura elevada se va a
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llevar a cabo la descomposicion del hidrogel cuando la temperatura que se aplique supere la
estabilidad térmica del mismo, la cual es dependiente a su vez de la estabilidad térmica de
sus componentes.

Rodriguez y colaboradores?®, sintetizaron redes interpenetradas de polimeros (IPNs)
compuestas de hidrogeles de poliacrilamida y poli (acido-y-glutamico). Para la formacion de
las IPNs, sintetizaron previamente un hidrogel quimico de y-PGA 'y 1,5-dibromepentano como
entrecruzante. En dicha investigacion realizaron el analisis térmico tanto de las IPNs como
de los hidrogeles individuales. Para el caso de los hidrogeles de y-PGA reportaron una Ty de
144°C a partir del analisis por DSC. Segun los resultados que obtuvieron mediante el analisis
por TGA plantearon que la degradacion térmica de las muestras, incluyendo el hidrogel de
y-PGA, se inicio entre 250 y 260 °C.

4.8. Estudio de la cinética de hinchamiento de los Hidrogeles de y-PGA y Urea.

El estudio de la cinética de hinchamiento se realiz6 teniendo en cuenta dos factores: el
efecto de la temperatura y del pH, debido a la importancia de ambos factores dentro del
cuerpo humano.?® En cada uno de los casos se determind la razon de hinchamiento (RH)
hasta alcanzar el equilibrio y se evalué el comportamiento de los hidrogeles con relaciéon
al tiempo de contacto en el medio, asi como, respecto a las diferentes condiciones de pH
y temperatura.

En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos del estudio de hinchamiento en agua
desionizada con respecto al efecto de la temperatura. Se puede observar que la razén de
hinchamiento va aumentando mientras mayor es el tiempo de contacto en el medio, hasta
alcanzar la condicion de equilibrio en un tiempo promedio de 60 min para ambos casos.
Se evidencia que, al aumentar la temperatura del medio, aumenta ligeramente la razén de
hinchamiento, alcanzando un valor promedio de RH=35.91 a 25°C y RH=38.47 a 37°C,
con una deviacion estandar de 1.23 y 1.52 respectivamente.
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Fig. 33. Graficos de hinchamiento del hidrogel de y-PGA en agua desionizada a
25y 37°C.
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El efecto de la temperatura sobre la cinética de hinchamiento de los hidrogeles se puede
explicar a partir de la formacion y disociacion de enlaces por puentes de hidrégeno entre
las cadenas poliméricas. Al aumentar la temperatura del medio de hinchamiento, se
produce la disociacion de los puentes de hidrogeno existentes entre los grupos hidrofilicos
presentes en las cadenas poliméricas, lo que provoca la separacion entre estas, facilitando
la difusion del agua hacia el interior de la matriz. Por otra parte, mediante la disociacion de
los puentes de hidrogeno se produce un mayor numero de sitios libres que interaccionan
con el agua, posibilitando que el hidrogel pueda aceptar una mayor cantidad de agua
dentro de la red polimérica, o que trae como consecuencia un incremento en el
hinchamiento del hidrogel.&°

Los hidrogeles de y-PGA y 1,5-dibromepentano como entrecruzante, sintetizados por
Rodriguez y colaboradores?®, mostraron un comportamiento de hinchamiento similar con
el efecto de la temperatura, alcanzando en agua desionizada una RH de 35,8 y 43,5 a 25
y 37 °C respectivamente.

En la figura 34 se exhiben los resultados arrojados del estudio de hinchamiento de los
hidrogeles con respecto al efecto del pH, para esto se utilizaron soluciones buffers con
diferentes valores de pH. El estudio se realizé a temperatura constante (25°C). Se observa
que la razén de hinchamiento va aumentando paulatinamente con respecto al tiempo de
contacto en el medio, hasta alcanzar el equilibrio en un tiempo promedio de 60 min para
las soluciones de pH=7.4 y 10.0, mientras que para la de pH=3.6, el equilibrio se alcanzé
alos 40 minutos. Se evidencia que, al aumentar el pH del medio de hinchamiento, aumenta
la RH, alcanzando valores promedios de RH=6.55 (pH=3.6), RH=13.41 (pH=7.4) y
RH=15.33 (pH=10.0), con una deviacion estandar de 0.22, 1.84 y 1.03 respectivamente.
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Fig. 34. Graficos de hinchamiento del hidrogel de y-PGA en soluciones buffers de
pH=3.6, 7.4y 10.0, a 25°C.
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En cuanto al efecto pH, el comportamiento de los hidrogeles se puede explicar por la
ionizacién de los grupos carboxilos laterales libres. El polimero tiene un pKa=4-4.8,2%84 por
lo tanto a ese valor de pH se van a encontrar ionizados el 50% de los grupos carboxilos, a
pH mayores aumenta el numero de grupos ionizados y con este aumenta la repulsiéon
electrostatica entre los grupos carboxilatos presentes en las cadenas poliméricas, lo que
conlleva a una mayor separacion de las cadenas, facilitando la difusion del agua al interior
de la red tridimensional. Por lo tanto, a pH basico de se van a presentar valores mayores
de RH. 29528087 En |a figura 35 se presenta un esquema que ejemplifica el comportamiento
de hinchamiento de hidrogeles por efecto del pH.
Co0™

COO

~003
HOOD COOH HO0D
HOOD COOH Hu:)c:n::n_,L coo™ coo™
~003
pH=3 pH=48vy7 pH =10

Fig. 35. Esquema del comportamiento de hinchamiento de hidrogeles por efecto del pH.87

Hua J. y colaboradores °?; Kunioka y colaboradores & sintetizaron hidrogeles de y-PGA y
e-Poli(lisina) [e-PL]. Esos investigadores realizaron el estudio de hinchamiento a diferentes
valores de pH a temperatura ambiente. El resultado de sus investigaciones arrojo
comportamientos muy parecidos de los hidrogeles, pues reportaron que se obtenian
mayores valores de hinchamiento mientras mas basico era el pH del medio. Rodriguez y
colaboradores 29, también reportan el mismo comportamiento en los hidrogeles de y-PGA.

A modo de evaluar la combinacion de ambos efectos (pH y temperatura) sobre el
comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles, se realiz6 el estudio a pH=7.4 a las
temperaturas de 25 y 37°C, como se muestra en la figura 36.
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Fig. 36. Graficos de hinchamiento del hidrogel de y-PGA en solucion buffer de pH=7.4 a
25y 37 °C.
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Teniendo en cuenta los resultados arrojados de los graficos de hinchamiento de los
hidrogeles en soluciones buffer a pH= 7.4 y temperaturas de 25y 37 °C, se observa que la
razon de hinchamiento va aumentando gradualmente con el incremento del tiempo de
contacto en el medio. A los 25°C el hidrogel alcanza el equilibrio en un tiempo promedio de
60 min con un valor de RH=13.41 y una desviacion estandar de 1.84; mientras que, a los
37°C, alcanza el equilibrio a los 40 minutos con un valor de RH=12.18 y una deviacién
estandar de 0.97.

En este caso, los valores obtenidos de las razones de hinchamiento para cada temperatura
resultaron ser muy cercanos, no se aprecia una gran diferencia entre ambos segun las
desviaciones estandar reportadas. Los resultados alcanzados evidenciaron que a pH=7.4,
el efecto del aumento de la temperatura de 25 a 37°C no provocé cambios significativos en
el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles. Lo que pudiera indicar que, bajo
estas condiciones, no existe una gran influencia de la disociacion de los puentes de
hidrogeno y que el factor principal que esta dominando el hinchamiento es el efecto de la
carga de los grupos carboxilos.

Se han reportado investigaciones,>>8-% donde se evidencia que el comportamiento de
hinchamiento de los hidrogeles de y-PGA en soluciones idnicas apenas se ve influenciado
por el efecto la temperatura en un intervalo de 15-60°C, sino que argumentan que este
comportamiento se encuentra predominantemente asociado con el efecto de las fuerzas
repulsivas entre los grupos -COO-.

Resulta importante destacar que el hinchamiento de los hidrogeles de y-PGA en agua
desionizada es considerablemente mayor respecto al hinchamiento en soluciones buffer.
La ausencia de cationes en agua desionizada permite una fuerte repulsion electrostatica
entre los grupos -COO-de las cadenas poliméricas, lo que permite altos valores de razén
hinchamiento. En cambio, en las soluciones buffer los iones presentes cargados
positivamente provocan que se debilite dicha repulsion, estableciéndose interacciones
electrostaticas de atraccidén entre los cationes en solucion y los grupos carboxilatos de la
red polimérica, lo que se conoce como el efecto de proteccion de los iones moviles. 8891

En la figura 37 se muestra un esquema que ejemplifica el efecto de proteccién de iones.
Este efecto de naturaleza electrostatica ocasiona que se produzca un mayor acercamiento
y compactacion entre las cadenas de la red polimérica, dificultando su movilidad y
flexibilidad para expandirse y almacenar un mayor volumen de la solucion de hinchamiento;
COmMo consecuencia se van a obtener razones de hinchamiento menores respecto a los
valores alcanzados cuando el medio de hinchamiento es agua desionizada. El efecto de
proteccion de iones se acentua mientras mayor es la valencia del catidén, asi como al
aumentar la concentracién de este. 528990

Ma* Ca? Fg®
Fig. 37. Representacion esquematica del efecto de proteccion de iones. 0
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n Fc

4.8.1. Mecanismo de hinchamiento de los Hidrogeles de y-PGA vy Urea.

En el estudio realizado para determinar el mecanismo de hinchamiento, nos apoyamos en
la ley de potencia representada en la Ec. 2. (F = k*t"), debido a que es comunmente usada
para describir la cinética de hinchamiento de los hidrogeles. A la ecuacidn mencionada se
le aplicéd In y se graficd In F vs In t, a partir de los valores de hinchamiento. De esta manera
se determinaron los valores de n, cuya interpretacion descrita en la seccion 2.5.4., se

resume en la tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion de los mecanismos de transporte de agua en el hinchamiento de los
hidrogeles.

Mecanismos de transporte Exponente difusional (n) | Velocidad de los procesos
Difusién Fickiana inferior n<0.5 V difusion << V relajacion
Difusion Fickiana (caso |) n=0.5 V difusion << V relajacion

Difusiéon andmala o no Fickiana 0.5<n< 1 V difusion = V relajacion
Difusion no Fickiana (caso Il) n=1 V difusion >> V relajacion

En la figura 38 se muestra la region lineal para las curvas de In F vs In t, a las cuales se les
realizo la regresion lineal para determinar el valor de la pendiente, que se corresponde con
el exponente difusional (n). En la tabla 9 se reportan los parametros cinéticos obtenidos
mediante el uso de la ecuacién de la ley de potencia y las definiciones de Crank y Karadag
et al. para F (Fcy Fk),”” a partir de los datos de hinchamiento de los hidrogeles a diferentes
condiciones de pH y temperatura.
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Fig. 38. Region lineal para las curvas de Ln F vs Ln t obtenidas de los datos de hinchamiento

de los hidrogeles; (a) Definicion de Crank (Fc), (b) Definicién de Karadag et al. (Fk).

46



Tabla 9. Parametros cinéticos del hinchamiento de los hidrogeles a diferentes condiciones
de pH y temperatura.

Condicion de Fc (ecuacion 3a) Fk (ecuacion 3b)
hinchamiento n k(min™) R R? n k (min™) R R?
pH=3.6; 0.22328 | 0.4474 | 0.99398 | 0.98199 | 0.26431 2.5273 0.9938 | 0.98147
T=25°C

pH=7.4; 0.4323 0.181 0.998 0.99401 | 0.50983 1.8153 0.99701 | 0.99106
T=25°C

pH=7 .4; 0.35721 | 0.2735 | 0.98646 | 0.95967 | 0.39819 2.8707 0.98734 | 0.96226
T=37°C

pH=10.0; 0.34606 | 0.2132 | 0.99176 | 0.97537 | 0.38657 2.7531 0.99254 | 0.97771
T=25°C

Agua 0.69466 | 0.0588 | 0.99957 | 0.99871 | 0.74056 1.7733 0.99981 | 0.99942
desionizada;

T=25°C

Agua 0.86532 | 0.0307 | 0.99474 | 0.98425 | 0.92895 0.9317 0.9958 | 0.98744
desionizada;

T=37°C

Para ambas definiciones de F (Fcy Fk), se obtuvieron valores de n menores y muy cercanos
a 0.5, para el caso del hinchamiento de los hidrogeles en las soluciones buffer (pH=3.6, 7.4
y 10.0), lo que indica la presencia de un mecanismo de transporte tipo Fickiano inferior y
Fickiano respectivamente. Esto quiere decir que la velocidad de difusién de la solucién
hacia el interior del hidrogel es mucho menor que la velocidad de relajacion viscoelastica
de las cadenas poliméricas.

En el caso del hinchamiento de los hidrogeles en agua desionizada a 25 y 37°C, se
obtuvieron valores de n entre 0.5y 1; lo que indica que el mecanismo de transporte de agua
es de tipo anémalo o no Fickiano. Esto significa que los procesos de difusion del agua y de
relajacion de las cadenas tienen lugar de manera simultanea, o sea, que ambos procesos
tienen una contribucion en el hinchamiento de los hidrogeles, de forma tal que el predominio
de un proceso sobre el otro esta relacionado con la desviacidn respecto al comportamiento
Fickiano. 7

Se han reportado investigaciones donde el mecanismo de transporte de los hidrogeles,
debido a diferentes factores, varia de un mecanismo tipo Fickiano a transporte anémalo o
no Fickiano. En estos casos, la variacion en la naturaleza de la difusion en hidrogeles hacia
mecanismos de difusion anémalo generalmente viene acompafiada con incrementos en el
grado de hinchamiento. 73929 En nuestro caso se sigue un comportamiento similar puesto
que los hidrogeles hinchados en las soluciones buffer presentan razones de hinchamiento
considerablemente menores respecto a los hidrogeles hinchados en agua desionizada
segun los resultados mencionados en la seccion 4.8.

La difusion de las moléculas de agua hacia el interior de un hidrogel depende de la
estructura de la red entrecruzada.®? Si las cadenas del polimero son muy flexibles, la
penetracion del disolvente es mas facil, sin embargo, si las cadenas del polimero no son
suficientemente moviles, la penetracion del disolvente en el hidrogel disminuye.’* Teniendo
en cuenta el analisis cinético a partir de los modelos matematicos utilizados, la velocidad
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de difusion de las soluciones buffer es menor respecto a la velocidad de difusién del agua
desionizada hacia el interior del hidrogel. Este comportamiento debe estar asociado con las
interacciones existentes entre la red polimérica y el medio de hinchamiento, lo que pudiera
explicarse a partir de la presencia de cationes en las soluciones buffer y consecuentemente
del efecto de proteccion de iones, efecto que no se presenta cuando el hidrogel es hinchado
en agua desionizada.

5. CONCLUSIONES

-Se logré la obtencion del y-PGA mediante fermentacion de la bacteria B. licheniformis
ATCC 9945a.

-Se sintetizaron hidrogeles y-PGA entrecruzados con Urea, cuya estructura quimica se
corroboré mediante espectroscopia de infrarrojo.

-Los hidrogeles mostraron una estructura porosa y presentaron una estabilidad térmica por
debajo de los 219°C.

-La razon de hinchamiento de los hidrogeles aumentd con el incremento del pH; sin
embargo, no mostré una sensibilidad apreciable a los cambios de temperatura estudiados.

-El hinchamiento de los hidrogeles en las soluciones buffer ocurre mediante mecanismos
tipo Fickiano inferior y Fickiano. Mientras que en agua desionizada predomina un
mecanismo anomalo.

-Se lograron sintetizar hidrogeles de y-PGA, los cuales presentaron adecuadas
caracteristicas fisicoquimicas, con potencial aplicaciéon en la liberacion controlada de
farmacos.

6. RECOMENDACIONES

-Estudiar las condiciones de fermentaciéon de la bacteria (composicion del medio de
cultivo, pH, agitacion, entre otros) para mejorar el rendimiento de produccién del polimero.

-Realizar el estudio microbioldgico a los hidrogeles de y-PGA (viabilidad celular).
-Evaluar las propiedades mecanicas de los hidrogeles de y-PGA.

-Definir una aplicacion especifica para el material (afectacion a tratar, farmaco a liberar,
via de administracion del sistema).

-Posible formacion de redes poliméricas interpenetradas (IPNs) para mejorar las
propiedades mecanicas y de hinchamiento de los hidrogeles de y-PGA y de esta manera
ampliar su potencial de aplicaciones.
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