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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio fue la sintesis de hidrogeles de poliacrilamida
e hidrogeles de poli(acrilamida-co-acido acrilico) ambos con entrecruzamiento con N,
N’- bismetilenacrilamida (MBAm) y derivado de quitosana (DCHI). Este ultimo fue
obtenido a partir del uso de clorhidrato de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida

como agente de acoplamiento para enlazar el acido acrilico a la quitosana.

Los hidrogeles fueron estudiados mediante técnicas de caracterizacion de microscopia
electrénica de barrido (SEM), calorimetria diferencial de barrido (DSC), ensayos mecanicos
de compresion, de reologia oscilatoria, asi como la velocidad de hinchamiento o absorcién
de agua. Ademas, se evaluo las diferencias entre el agente de entrecruzamiento MBAm y el
derivado de quitosana en una matriz de poliacrilamida, y sus efectos sobre las propiedades

finales de los hidrogeles.

Las micrografias SEM obtenidas de los cortes transversales de los hidrogeles liofilizados
permitieron observar las estructuras internas con poros interconectados, la forma y tamafio
que tienen dichos poros, y su dependencia en funcion del tipo de formulacién. La influencia
del tipo de microestructura de cada hidrogel se vio reflejada en su capacidad de hinchamiento
en agua. La capacidad de hinchamiento minima fue de 2300 % y la mas alta fue de 6800 %

de agua absorbida.

Los hidrogeles sometidos a ensayos de compresion, permitieron obtener curvas de
esfuerzo — deformacioén, de donde se determind los valores del médulo elastico, siendo
el valor minimo alcanzado de 0,068 MPa y el maximo de 0,23 MPa. Los ensayos de
reologia se pudo determinar el rango de viscoelasticidad lineal, el médulo elastico (G”)
y viscoso (G™), teniendo como comportamiento elastico predominante para todos los
hidrogeles (G" > G™"). Ademas, de los ensayos oscilatorios en funcién de la frecuencia,
se determiné la densidad de entrecruzamiento tedrico usando la teoria de elasticidad

del caucho.

Finalmente, se pudo concluir que, al aumentar la densidad de entrecruzamiento, las
propiedades mecanicas y reoldgicas de los hidrogeles también aumentan. Sin
embargo, la capacidad de hinchamiento en agua disminuye. Ademas, los hidrogeles
derivados de quitosana tuvieron mejores propiedades en comparacion a los hidrogeles

basados en poliacrilamida.



ABSTRACT

The main objective of this thesis was to synthesize crosslinked polyacrylamide
hydrogels and poly(acrylamide-co-acrylic acid) hydrogels, both with N,N"-methylene-
bisacrylamide (MBAmM) and chitosan derivative (DCHI). This DCHI was prepared by
using N-(3-(dimethylamino)propyl)-N'-ethylcarbodiimide as a coupling agent in order to

graft acrylic acid into the structure of chitosan.

The synthesized hydrogels were characterized using different techniques including
scanning electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC),
compression mechanical analysis, oscillatory rheology, as well as the degree of swelling
in water. Moreover, the effect on the final properties of the hydrogels due to the
crosslinking agent, MBAm and DCHI, and the interactions were evaluated.

SEM micrographs obtained from the cross sections of the lyophilized hydrogels
depicted the internal structures with interconnected micropores for all samples. Pore’s
shape and size depend on the specific formulation for each hydrogel. In addition, the
variability in the microstructure of the synthesized hydrogels had an effect on the

swelling properties. The minimum value was 2300 % and the maximum was 6800%.

The mechanical behaviour of hydrogels depicted elastic modulus between 0,068 and
0,23 MPa. Rheological studies showed hydrogels form stable viscoelastic solid gels and
display a predominant elastic behaviour (G">G""). Also, it was possible to determine the
linear viscoelastic regions for all hydrogels from stress sweep tests. Frequency sweep
tests showed that the storage modulus G* had a constant value for each type of
hydrogel. The theoretical crosslink density was calculated using the rubber elasticity

theory and the storage modulus from the frequency sweep tests.

Finally, with the increase of crosslinking density in the structure, there was an
improvement of the mechanical and rheological properties of the hydrogels. However,
the swelling properties decrease. Furthermore, chitosan derived hydrogels had better

properties compared to polyacrylamide-based hydrogels.
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1.

INTRODUCCION

Los hidrogeles son materiales poliméricos que tienen una gran capacidad de
absorcion de agua, esto se debe a los grupos funcionales hidrofilicos que poseen
las cadenas poliméricas conforman una estructura de red tridimensional (3D). Los
hidrogeles pueden experimentar cambios reversibles en su volumen en respuesta a
estimulos externos como cambio de pH, temperatura, luz, fuerza iénica, reacciones
gquimicas y campos eléctricos. Estas caracteristicas permiten que los hidrogeles sean
usados en el area de la agricultura como superabsorbentes (1-3), absorbentes de
colorantes (4), entre otros y en el area de aplicaciones biomédicas como inmovilizadores
de enzimas (5,6), sistemas de liberacion controlada de farmacos (7-9) y en
ingenieria de tejidos (10-13).

En ingenieria de tejidos, para poder reparar algunos de los tejidos como cartilagos,
tendones y ligamentos con el uso de hidrogeles, estos deben tener propiedades
como con una baja friccion superficial, bajo desgaste, alta resistencia mecénica, alta
tenacidad, gran capacidad de absorcién de agua, ser biocompatibles y no toxicos
(14,15).

Una alternativa para la sintesis de hidrogeles que tengan potenciales aplicaciones
biomédicas, es el uso de polimeros de arigen biolégico como el almidoén, celulosa y
quitosana debido a que presentan baja o nula toxicidad, son hidrofilicos,
biocompatibles y biodegradables (10,16-18). Se ha reportado en la literatura que la
quitosana puede actuar como una matriz extracelular artificial para la regeneracion
de tejidos. Ademas, se puede modificar su estructura con el fin de generar derivados
de quitosana que puedan presentar nuevas propiedades quimicas y ser Utiles para

la formacién de hidrogeles.

El presente trabajo busca caracterizar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas
de hidrogeles sintetizados a partir de derivados de quitosana. La evaluacion de las
propiedades de estos tipos de hidrogeles permitira obtener informacién sobre su uso

posible en aplicaciones biomédicas.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El grado de entrecruzamiento y el grado de hinchamiento en agua de los hidrogeles
influye en las propiedades mecanicas, generando asi materiales blandos o rigidos.
Es asi, que se busca el desarrollo de hidrogeles con propiedades mecanicas que
permitan obtener materiales elasticos y resistentes para su uso en aplicaciones
potenciales como en ingenieria biomédica. El fin de la presente tesis es la obtencion
de hidrogeles a partir de un derivado de quitosana y evaluar las propiedades
fisicoguimicas y mecanicas de dichos hidrogeles para su posterior evaluacion de

sus aplicaciones potenciales.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Sintetizar hidrogeles derivados de quitosana y caracterizar sus propiedades

fisicoquimicas y mecanicas.

3.2 Objetivos especificos:

i. Sintetizar hidrogeles a partir de acrilamida.

ii. Sintetizar derivados de quitosana mediante copolimerizacion de injerto y
caracterizarlos mediante espectroscopia infrarroja (FTIR).

iii. Sintetizar hidrogeles a partir de acrilamida con el derivado de quitosana
obtenido y evaluar sus propiedades fisicoquimicas.

iv. Estudiar las propiedades mecanicas y reoldgicas de los hidrogeles desarrollados.

13



4. MARCO TEORICO

4.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales que tienen la capacidad de absorber abundantes
cantidades de agua. Este alto grado de hidrofilicidad se debe a la presencia de
grupos funcionales que se encuentran distribuidos en toda su estructura tales como
amino (—NH,), carboxilo (-COOH), amida (—-NHCO), hidroxilo (-OH), entre otros (19).
Los hidrogeles se forman por el entrecruzamiento de mondmeros o cadenas poliméricas
a través de interacciones fisicas, idnicas o covalentes (20). En la figura 1, se muestra una
imagen representativa de la estructura interna de un hidrogel, en la cual se puede
observar los parametros importantes de la red que incluyen al tamafio de malla (¢), los
cuales se pueden ser llenados con un fluido, en muchos casos suelen ser agua, M,
representa el peso molecular de la cadena polimérica entre dos puntos de
entrecruzamiento. Finalmente se muestra las interacciones que pueden ocurrir en
los sitios de unibn de las cadenas poliméricas entrecruzadas como

entrecruzamiento, cadenas enredadas y uniones fisicas.

Entrecruzamiento
(Enlace covalente) ~

Uniones fisicas

Cadenas enredadas
(fisico)

Figura 1. Representacion de la estructura de un hidrogel
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En el caso de los polimeros usados para la formacion de hidrogeles, estos pueden
ser sintéticos, semi-sintéticos y naturales. Entre los polimeros naturales mas usados
para el desarrollo de hidrogeles se pueden mencionar al almidén, celulosa, alginato,
colageno, quitosana entre otros (10), los cuales han llamado la atencién debido a
sus propiedades biocompatibles, no téxicas y biodegradables que poseen a

diferencias de los polimeros sintéticos.

La clasificacion de los hidrogeles puede variar de acuerdo al método de sintesis, al
tipo de entrecruzamiento, al origen del polimero, entre otras caracteristicas (14,26)

como se resumen en la figura 2.

- Bioquimica
- Fisica
- Quimica
RESPUESTA
-~
VRN
ENTRECRUZAMIENTO -l I— PROPIEDADES
, l" /\ - /\_.II FiSICAS
- Fisico 7’ 2 &N - Convencionales
- Quimico - ¥ - Inteligentes
7=y r= )
DEGRADABILIDAD <\| -1 L _',’ PREPARACION
' - Copolimérica
- Biodegradables s @ P "y
) ¥ 4% - Homopolimérica
- No biodegradables P y :
’ ST - Redes interpenetradas
=N 2
ORIGEN CARGA IONICA
- Natural - Catidnica
- Sintético - Anidnica
- Hibrido - No idnica

Figura 2. Clasificacién de hidrogeles

En algunos casos, los hidrogeles pueden experimentar cambios reversibles en su
volumen en repuesta a estimulos externos como: cambios de pH, temperatura, luz,
fuerza ibnica, reacciones quimicas y campos eléctricos. Esto permiten que los
hidrogeles puedan ser considerados como materiales para diversas aplicaciones
como absorcién de colorantes, inmovilizadores de enzimas, superabsorbentes, en
sistemas de liberacion controlada de farmacos, en andamios (scaffolds) para

ingenieria de tejidos para el desarrollo de bio-6rganos artificiales como cartilagos,
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tendones, ligamentos, entre otros tejidos que cumplan alguna funcion en el cuerpo
humano (10,15,18,21,22).

4.1.1 Sintesis de hidrogeles
Los hidrogeles se obtienen mediante diferentes rutas de sintesis, dependiendo de
la estructura final que se requieren en la aplicacién final. Entre estas rutas se puede

mencionar via radiacion, entrecruzamiento fisico y via radicales libres.

La polimerizacion via radicales libres es un método comunmente usado para la
sintesis de hidrogeles basados en mondémeros que incluyen grupos acrilatos,
vinilicos y amidas (21). Asimismo, se aplica en la preparacion de hidrogeles basados
en polimeros naturales, los cuales tienen grupos funcionales o han sido modificados
para tener en su estructura grupos que podrian ser polimerizados radicalmente. Las
etapas involucradas en la sintesis de hidrogeles por este método son: iniciacion,
propagacion, transferencia de cadena y terminacion. Durante la iniciacion, se
generan los radicales utilizando temperatura (60 - 90 °C), luz en el rango visible o
ultravioleta, y mediante agentes redox. Los radicales formados reaccionan con los
mondmeros de manera que los convierten en sus formas activas. En la etapa de
propagacion, estos mondmeros activos reaccionan con los demas mondémeros que
se encuentran en la solucién, dando como resultado grandes cadenas poliméricas.
La terminacién de estas reacciones en cadena se puede dar por la transferencia de
cadena o a través de la combinacion de radicales formando una matriz polimérica
(21).

Las condiciones de polimerizacién mediante el uso de este método dependeran de
la solubilidad y reactividad del monémero utilizado, ademés, de la naturaleza del

iniciador utilizado.

Para la sintesis final del hidrogel por este método, durante la reaccion se agrega un
agente bi-funcional para lograr el entrecruzamiento in situ de las cadenas
poliméricas. Es preciso recalcar que para este tipo de sintesis es necesario
seleccionar el agente de entrecruzamiento apropiado. Podrian surgir

complicaciones durante la sintesis si se usa un agente de entrecruzamiento con una
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reactividad diferente a la del monémero. Esta diferencia podria generar la formacion
de un hidrogel con matriz heterogénea. Uno de los agentes de entrecruzamiento
mas utilizados es el N,N'-Metilen-bis-acrilamida (BIS), especialmente para la

sintesis de hidrogeles basados en monémeros de acrilamida (23).

4.1.2 Propiedades de los hidrogeles

Las propiedades de los hidrogeles estan relacionadas a la estructura interna y por
lo tanto a los grupos funcionales de las moléculas involucradas en el proceso de
sintesis, los cuales son cruciales para obtener hidrogeles con una variedad de
propiedades.

4.1.2.1 Expansion de su volumen e hinchamiento hasta el equilibrio

La cantidad absorbida de agua por un hidrogel es crucial en la determinacién
de sus propiedades fisicoquimicas. Como se ha mencionado, los hidrogeles
pueden absorber grandes cantidades de agua en su estructura. Esta capacidad
de hinchamiento en los hidrogeles es un proceso complejo que comprenden
una serie de etapas (24). En la primera etapa los grupos hidrofilicos mas polares
de la matriz del hidrogel son hidratados por las moléculas de agua, lo cual
resulta en la forma de uniones primarias de las dichas moléculas de agua o
conocidas como agua asociada. En la segunda etapa, las moléculas de agua
también interaccionan con la los grupos funcionales hidrofébicos expuestos a lo
largo de las cadenas poliméricas, lo cual es denominado uniones secundarias
0 agua no asociada. Las uniones primarias y secundarias son considerados
como la cantidad total de agua enlazada. En la siguiente etapa, se absorbe una
cantidad adicional de agua debido a la presién osmoética de la red hacia la
dilucién infinita. El agua absorbida en el estado de equilibrio se denomina agua
libre, la cual llena los espacios entre la red o las cadenas y el centro de los poros

mas grandes (25).

La cantidad de agua absorbida por un hidrogel depende de la temperatura y la
interaccion especifica entre las moléculas de agua y las cadenas poliméricas,
lo que puede explicarse por la teoria de Flory-Huggins. La energia libre de la
mezcla (AG,,) ente las cadenas poliméricas y las moléculas de agua se expresa

por la siguiente ecuacion:
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AG,, = kT[n,, In@,, +In(1-0,) + yn,(1—-0,)]

Dénde:
k = Constante de Boltzmann
T = Temperatura absoluta

xy = Parametro de interaccion aparente (moléculas de agua-cadenas
poliméricas) que depende de la estructura quimica del polimero y puede ser
calculado de manera experimental mediante la absorcién de agua hasta el

equilibrio de la red en presencia de una fase de vapor de agua.
n,, = Numero de moléculas
@,, = Volumen de agua

Cabe resaltar que las interacciones entre las moléculas de agua y las cadenas
poliméricas en un hidrogel se ven afectados por la estructura de los monémeros,
por el tipo y densidad de entrecruzamiento, la fuerza ionica y el pH del medio
acuoso (24,26).

4.1.2.2 Propiedades mecanicas

En aplicaciones donde se requiere el uso de hidrogeles para la reparacion o
reemplazo de tejidos, estos biomateriales deben cumplir con ciertas
caracteristicas: tener una baja friccion superficial, bajo desgaste, alta resistencia
mecanica, alta tenacidad, ademas de tener una gran capacidad de absorcién
de agua (27). J. Gong y Y.Katsuyama (14) desarrollaron hidrogeles a base de
un copolimero PAMPS poly(acido-2-acrilamida-2-metilpropanosulfénico) vy
reportaron las propiedades mecanicas. Los hidrogeles como se muestra en la
figura 3a, absorben agua y al someterse bajo compresion, su estructura no

soporta grandes cargas mecanicas como muestran en la figura 3b y 3c.
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Figura 3. Compresion mecéanica de hidrogeles basados en PAMPS (14).

El grado de entrecruzamiento de hidrogel influencia en las propiedades
mecanicas de los hidrogeles. En la sintesis de hidrogeles, el incremento del
agente de entrecruzamiento incrementa dicho grado generando una red
polimérica mas rigida y fragil. Por otro lado, el grado de hinchamiento en agua
de los hidrogeles brinda flexibilidad convirtiéndolos en materiales blandos, los
cuales no tienen buena resistencia a la compresion mecanica y se fracturan a

bajos niveles de carga como se muestra en la figura 3.

A partir de lo mencionado, surge la necesidad de generar nuevos estudios para
la sintesis de hidrogeles que puedan soportar grandes cargas de tension o
deformacion y asi poder ser considerados materiales con potenciales

aplicaciones biomédicas.

4.1.2.3 Reologia de hidrogeles:

Los hidrogeles destinados a ser usados en ingenieria de tejidos necesitan tener
la capacidad de imitar o replicar las propiedades viscoelasticas de los tejidos
estudiados (28). Cabe resaltar que las propiedades reoldgicas tienen un gran
efecto sobre la procesabilidad y las propiedades finales de un producto, es
decir, que dependiendo de la aplicacion final del producto, es importante
estudiar el flujo y el comportamiento de deformacién de los materiales y como

reaccionan en el ambiente final (29).
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La reologia estudia el flujo y deformacién de los materiales, y describe el
comportamiento de estos. Ademas, Las propiedades reoldgicas estan
relacionados con la estructura molecular de las cadenas poliméricas

entrecruzadas que conforman a la red tridimensional (28—30).

Para llevar a cabo estudios de reologia se requieren un reémetro (figura 4a) en
donde la deformacién de cizalla aplicada permite conocer las respuestas
elastica y viscosa de los materiales. La deformacién de cizalla es cuando se
aplican esfuerzos cortantes a la muestra, esta sufre una deformacion (y,) como
se muestra en la figura 4b. Dicha deformacion es igual a la proporcion de la
distancia del plano desplazado transversalmente (Al,) y el espesor ().

Ademas, esta relacion es igual a la tangente del angulo a como se muestra:

Figura 4. Deformacién por cizalla (a) y reémetro (AR-1000) TA
Instruments del ICTP-CSIC (b).

20



La escala de tiempo de estas pruebas se define por la frecuencia de oscilacion.
Se aplica una tension sinusoidal a la muestra en un rango de frecuencias y se
mide la deformacion y el angulo de las fases resultantes (29). Las propiedades
monitoreadas en funcién del tiempo que son criticas para el estudio de
hidrogeles son el modulo de almacenamiento (G*), el médulo de pérdida (G”) y
la tan(d).

El médulo de almacenamiento o médulo elastico, G°, es definido como la
relacion entre las amplitudes del esfuerzo de corte (ag,) y de la deformacion (y,)

gque se encuentran en fase, y se calcula de la siguiente funcién coseno:

0y cos(d
o _ O0Cos(d)
Yo

Dénde § es el angulo de fase (figura 5) entre el esfuerzo de corte y la

deformacion como se muestra a continuacion;

Esfuerzo _
de corte Deformacion

Figura 5. Angulo de fase 6.

De manera similar, se define el modulo viscoso o médulo de pérdida G que es
la relacion entre las amplitudes del esfuerzo de corte y de la deformacion que

se encuentran en fase, y se calcula de la siguiente funcién seno:

_ 0 sin(6)
Yo

s
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Estas funciones descritas presentan un sentido fisico. El modulo G’ esta
relacionado con la mediciéon de la energia de deformacién almacenada en la
muestra durante el proceso de cizalla. Esta energia esta completamente
disponible después que la carga aplicada es removida y actda como la fuerza
gue compensa parcial o totalmente la deformacion anterior. Si la muestra en
estudio permanece sin cambios en los valores de los médulos Gy G después
de que se retira la carga, y muestra un comportamiento de deformacion
reversible (reversible stress softening), se denomina que es un material de

almacenamiento de energia (29).

Por otro lado, el valor del médulo G es una medicion de la energia de
deformacién utilizada en la muestra durante el proceso de cizalla y se pierde
después de que se retira la carga, es decir es la energia disipada del sistema.
Esta energia se usa durante el proceso de cambios que ocurre en la estructura
interna de la muestra estudiada o se desperdicia en el ambiente circundante en
forma de calor. Si la muestra se encuentra en una forma modificada después
del ciclo de carga, entonces se evidencia un comportamiento de deformacion
irreversible y se considera como un material que pierde energia. Esta relacién
con la energia de disipacion es una medida del caracter viscoso del material
(29).

La relacion entre los médulos G’y G nos da informacién del factor de pérdida

o la tangente de desfase tan(6):

s

G
tan(d) = I

El desfase que ocurre entre el esfuerzo y la deformacion es representado por &
(ver figura 5.), el cual es un parametro que indica la relacion entre la energia

disipada y almacenada por el material y de la viscoelasticidad del mismo.

Los valores de tan(§) estan en un rango de 0 < tan(6) < o debido a que los

valores de 0 < § < 90°. De esta manera se pueden dar los siguientes casos:

e § = 0: Si en un material el esfuerzo y la deformacion estan en fase, tendra

comportamiento elastico.
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e § =~ 90° Si en un material el esfuerzo y la deformacion estan en desfase

tendra comportamiento viscoso.

e 0<6<90° Si el material presenta un desfase entre estos valores,

entonces su comportamiento sera viscoelastico.

4.1.5 Aplicaciones en Ingenieria de tejidos

Cada afio, existen millones de pacientes que sufren dafios en 6rganos o tejidos que
son causados por accidentes o diversas enfermedades. Por ejemplo, una vez
dafiado el cartilago articular, este no tiene la suficiente capacidad de regenerarse o
de curarse espontdneamente debido a su naturaleza avascular (31). Aunque el
reemplazo o trasplante de dichos 6rganos o tejidos puede ser una opcion, este se

ve limitado por la escasez de donantes (15).

El término de “Ingenieria de tejidos” fue definido originalmente en 1988 como “La
aplicacion de los principios y métodos de la ingenieria y ciencias de la vida
empleados para la compresion fundamental de la relacion estructura-funciéon en
tejidos normales y patologicos de mamiferos y el desarrollo de sustitutos biol6gicos
para la reparacion o regeneracion de la funcion de tejido u érgano” (32). En otras
palabras, el campo de ingenieria de tejidos implica la mejora o el reemplazo de
o6rganos o tejidos especificos usando materiales de ingenieria y estrategias

sintéticas.

En el campo de ingenieria de tejidos, los hidrogeles pueden ser utilizados como
materiales de relleno, sistemas de suministro de sustancias bioactivas o como
estructuras tridimensionales que actian como soporte de las células y presentan
estimulos para asegurar el desarrollo de un tejido requerido. En este sentido, los
hidrogeles utilizados en las aplicaciones mencionadas son llamados biomateriales.
Dichos biomateriales son definidos como materiales destinados a interactuar con
sistemas bioldgicos para evaluar, tratar o reemplazar cualquier tejido, 6érgano o

funcion del cuerpo (Sociedad Europea de Biomateriales).
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Los biomateriales que son empleados en ingenieria de tejidos necesitan cumplir con

ciertos requerimientos:

Biocompatibilidad: Este criterio es crucial para cualquier material que sera
empleado no solo en aplicaciones de ingenieria de tejidos, si ho en cualquier
aplicacion biomédica. La biocompatibilidad se puede definir como la habilidad
de un material para interactuar con 6rganos del cuerpo sin generar ningun
efecto dafino hacia los tejidos con los cuales se encuentra en contacto.
Biodegradabilidad: Uno de los objetivos en ingenieria de tejidos es permitir
gue las propias células del cuerpo, con el tiempo, reemplacen eventualmente
el biomaterial implantado. Debido a esto el biomaterial debe ser biodegradable
para permitir que las células en contacto produzcan su propia matriz
extracelular. Ademdas, es necesario que los subproductos de dicha
degradacion no sean toxicos y puedan ser eliminados del cuerpo sin interferir
con algun otro érgano.

Propiedades mecanicas: Idealmente, los biomateriales deben tener
propiedades mecdénicas similares al sitio anatémico en el cual se van a
implantar y ser lo suficientemente consistentes en su estructura para soportar
el manejo quirargico durante la implantacién. Uno de los desafios actuales en
este campo es la sintesis de biomateriales con propiedades mecanicas

adecuadas para la reparacion de huesos, tejidos u érganos dafiados (10).

Diversos autores reportan el uso de polisacaridos como alginato, celulosa, almidéon,

gelatina, colageno, quitina, quitosana, entre otros, para la obtencion de hidrogeles

con potenciales aplicaciones en ingenieria de tejidos (10,15,18). Dentro de los

polisacaridos mencionados, se destaca el uso de la quitosana, por sus propiedades

de biocompatibilidad, biodegradacién y su alta actividad antimicrobiana que seran

mencionadas a detalle en la siguiente seccion.
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4.2 Quitosana

La alternativa que presenta el uso de polimeros naturales, especialmente
polisacaridos, frente a polimeros sintéticos para el desarrollo de hidrogeles se debe
a su abundancia, bajo costo, biodegradabilidad y otras caracteristicas que han
impulsado el procesamiento de polisacaridos como el almidén, carragenina, pectina,

goma arabica, quitina, quitosana, entre otros.

4.2.1 Obtencién de la quitosana

La quitosana es un copolimero natural que proviene de la desacetilacion de la
quitina, la cual se obtiene del exoesqueleto de crustaceos e insectos, entre otros
artropodos. La fuente mas comdn de extraccion de quitina es a partir de los
caparazones de crustaceos como cangrejos y langostinos (33).

Materia prima
(Caparazones)

| ‘,

Desmineralizacion Desacetilacion

Quitina

Deproteinizacion Quitosana
\ 4 A\ 4
Despigmentacion Purificacién
Lavado y Secado Quftqsana
purificada
\ 4

Quitina

Figura 6. Proceso de obtencion de quitosana (33,34).
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La figura 6 presenta de manera general los pasos para la extraccion de la quitosana.
Los caparazones contienen proteinas, pigmentos, lipidos y materiales inorganicos
como carbonato de calcio. Debido a esto se debe realizar una serie de pasos para
poder extraer la quitina y a partir de ella obtener la quitosana (33,34). Las
variaciones que ocurren durante todo el proceso de obtencién de la quitosana desde
el origen de la materia prima hasta el tiempo y método de desacetilacion empleado,

seran relevantes en sus propiedades finales.

4.2.2 Composicién y estructura quimica

Estructuralmente, como se muestra en la figura 7, la quitosana es un polisacéarido
lineal que consiste en unidades de D-glucosamina (GIcN) y N-acetil-glucosamina
(Gllc-NAc) unidas a través de B (1—4) enlaces glucosidicos (35). Sus propiedades
fisicas y quimicas dependen de dos principales parametros: peso molecular y el grado de
desacetilacion (DDA) (36). EI DDA es la proporcion de grupos aminas (—NH>) libres
en sus dos unidades de repeticion (37), es decir, indica la proporcion que existe
entre las dos unidades estructurales GIcN y Glc-NAc de la quitosana. La quitina tiene
un valor de DDA menor o igual al 10 % (38).

OH OH
0 (@)
.0
- O O
HO W
NH, NH
02\
CH,4
GLcN Glc-NAc

Figura 7. Estructura quimica del polisacarido quitosanay sus unidades

estructurales: D-glucosamina (GIcN) y N-acetil-glucosamina (Gllc-=NAc).

Diversos autores han reportado el uso de la quitosana en sistemas de liberacién
controlada de farmacos, en el desarrollo de biomateriales para ingenieria de tejidos,
empaques de alimentos, entre otras aplicaciones debido a la biocompatibilidad,
biodegradabilidad, las propiedades antimicrobianas y a la no toxicidad que presenta
(31,39,40). Se ha reportado el uso de la quitosana para desarrollar diferentes

materiales como perlas, membranas, esponjas, fibras, films, geles (38). Ademas, la
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quitosana tiene una estructura parecida a los glicosaminoglicanos, los cuales forman
parte de la matriz extracelular de los tejidos naturales. La quitosana es considerada
uno de los biopolimeros mas prometedores para ser usados en la elaboracion de
hidrogeles, los cuales pueden actuar como una matriz extracelular artificial para la
regeneracion de tejidos (36). Sin embargo, su especial solubilidad (soluble en
soluciones &cidas diluidas) y su alta viscosidad, condicionan su uso sin antes
modificar su estructura (41,42). Basados en las caracteristicas que presenta la
quitosana, varios autores han propuesto diferentes alternativas de modificacién que
incluyen su combinacién con otros polimeros como poliacrilamida, polietilenglicol,
polivinilalcohol (42—-44). Asi como también modificar sus grupos funcionales
hidroxilo y amina que posee en su estructura, ya que son convenientes para su
modificacion con monoémeros vinilicos hidrofilicos, carboxilicos, entre otros (45). De
esta manera facilitan la formacion de derivados de quitosana y asi la obtencion de
una variedad de compuestos, los cuales son convenientes para su uso en la

elaboracion de hidrogeles (45).

4.2.3 Derivados de quitosana

Existe un gran interés en la modificacion quimica de la quitosana a fin de
incrementar su solubilidad para ampliar su uso en diferentes aplicaciones (46). Entre
las diferentes técnicas de modificacion quimica de la quitosana se encuentran (47—
49): acilacion, hidroxilacién, sulfonacién, fosforilacion y la copolimerizacién de injerto
o graft copolymerization (por su término en inglés), siendo esta Ultima técnica la mas
usada para la obtencién de derivados de quitosana mediante la formacién de un
enlace covalente entre una molécula, el injerto, y la estructura de la quitosana (47).
La quitosana tiene dos grupos reactivos que pueden ser involucrados en una
moadificacion por injerto. Primero, estan los grupos amino (—NH,) de las unidades
desacetiladas (GIcN-Ver figura 2). Los otros son los grupos hidroxilos (—OH) que se
encuentran ubicados en los carbonos C; y C de las unidades acetiladas y desacetiladas

respectivamente (Ver figura 7).

A partir de las modificaciones por injerto que se pueden realizar en la estructura de

la quitosana, se incrementa su solubilidad, su capacidad de adsorcion y su efecto
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bacteriostatico (47). Ademds, es posible mantener otras propiedades como

mucoadesividad, biocompatibilidad y biodegradabilidad.

4.2.4 Propiedades y usos

La quitosana presenta propiedades como biocompatibilidad, biodegradabilidad
(ademés sus productos de degradacion no son toxicos), se obtiene de fuentes
renovables, naturaleza adhesiva, posee propiedades antifingicas vy
antimicrobianas, entre otros (31,39,50). Todo este conjunto de caracteristicas hacen
que los biomateriales basados en quitosana tengan aplicaciones potenciales en la
formulacion de plasticos biodegradables, recubrimientos para preservar alimentos,
en tratamiento de aguas, desechos contaminados y en hasta aplicaciones
biomédicas que incluyen la formulacién de micro y nanoparticulas, vendajes para

heridas en la piel y quemaduras de tercer grado (50-52).

4.2.5 Hidrogeles basados en quitosana

Con el propésito sintetizar hidrogeles que puedan ser usados en aplicaciones
biomédicas, diversos autores proponen la combinacion de las propiedades de
polimeros naturales (biocompatibilidad, no toxicidad y citocompatibilidad) con las de
polimeros sintéticos (alta resistencia mecénica) para la formacion de hidrogeles
(15,21,53). En este contexto, se ha reportado la elaboracion de hidrogeles en base a
quitosana con polimeros sintéticos como poli(alcohol vinilico) (13,54,55), polietileno (56)
y poliacrilamida (42,57,58). Bocourt et al. (59) propusieron que la relacién de
absorbancias Aiess/Aios2 puede utilizarse para conocer la composicion relativa de
hidrogeles interpenetrados de quitosana y poliacrilamida. Asimismo, reportan que
este tipo de hidrogeles se hinchan rapidamente y que la cinética de hinchamiento
esta controlada por la relajacion de las cadenas poliméricas. Stela et al.(4,60)
estudiaron la influencia del pH de la reaccion, proporcién de entrecruzador y la masa
molar de la quitosana sobre la morfologia de hidrogeles interpenetrados teniendo
como matriz a poliacrilamida y cadenas poliméricas de quitosana atrapadas en dicha
matriz. Xu et al. (57) evaluaron la citotoxicidad y la hemdlisis de hidrogeles a base
de quitosana y poliacrilamida. Este tipo de hidrogeles puede absorber células de
glébulos rojos en su estructura, lo que muestra una baja toxicidad contra células
HelLa, ademéas de hemocompatibilidad y biocompatibilidad. Ademés, Markarand et
al. (61) evaluaron la capacidad de este tipo de hidrogeles para la liberacion

controlada de antibidticos.
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Otro importante pardmetro de estudio que influye en las propiedades mecanicas de
los hidrogeles es el tamafio de poro, que puede ser caracterizado usando la técnica
de microscopia electrénica de barrido (SEM). En el caso del desarrollo de hidrogeles
con superporos (> 100 um), estos tienen la ventaja de tener un rapido hinchamiento
debido al tamafio de sus poros interconectados, sin embargo, la mayor desventaja
es su baja resistencia mecanica (62). Algunos estudios han propuesto estrategias a
base de quitosana con poliacrilamida (62) y poli (acido acrilico-co-acrilamida) (62—
64) para mejorar las propiedades mecanicas y evaluar la capacidad de carga de

diferentes farmacos .

Por otro lado, Bocourt et al. (65) estudiaron la estabilidad térmica, la capacidad de
hinchamiento y el efecto del pH en hidrogeles basados en poli (acrilamida-co-acido
itacOnico) y quitosana. Su estudio determind que este tipo de hidrogeles son
sensibles al pH y que podrian tener aplicaciones en biomedicina como en la
liberacion de proteinas. Lejardi et al. (55) elaboraron hidrogeles en base a quitosana-
poli(alcohol vinilico)-g-acido glicdlico a temperaturas fisiologicas. Los resultados
obtenidos mostraron materiales con propiedades elasticas mejoradas que pueden
ser empleados en aplicaciones biomédicas. Finalmente, Zhou et al. (13) evaluaron
las propiedades mecanicas de hidrogeles en base a anhidrido maleico-quitosana y
poli(alcohol vinilico). Estos materiales exhibieron valores de mddulos de
compresibilidad de 0,285 MPa, que son cercanos a los de un tejido natural como es
el de un tejido de cartilago bovino (0,35 MPa), lo que indica que este tipo de
materiales tiene una potencial aplicacion en el desarrollo de scaffolds para la

reparacion de cartilagos.

Se encuentra en la literatura que se han sintetizado de diferentes formas hidrogeles
basados en quitosana, acrilamida, acido acrilico y entre otros compuestos. Sin
embargo, la falta de entendimiento de las propiedades reolégicas de hidrogeles
basados en derivados de quitosana y nuevas propuestas de sintesis o
modificaciones que permitan encontrar un equilibrio entre la capacidad de
hinchamiento y la resistencia mecéanica de dichos materiales sigue siendo un tema

de estudio, el cual se abarca en la presente tesis.
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4.3 Acrilamida

La acrilamida es uno mondémero muy utilizado en la sintesis de hidrogeles (64,66—
69). Su estructura quimica se muestra en la figura 8a, en la cual se muestra que
tiene grupos funcionales como carboxilo y metileno. Este Ultimo es el mas reactivo
para realizar polimerizaciones mediante iniciacion via radicales libres o radiacion y
dar como resultado a la poliacrilamida (70,71). Para obtener esta ultima, PAAm,
puede utilizarse N, N'- bismetilenacrilamida (MBAmM) como agente entrecruzante

(ver figura 8b).

Figura 8. Estructura quimica de la acrilamida (a) y MBAm (b).

4.3.1 Poliacrilamida

La sintesis de poliacrilamida (PAAmM) puede ocurrir en presencia de un agente
entrecruzante o sin agente. En los dos casos, el mecanismo de sintesis de PAAmM
se da via radicales libres y se lleva a cabo en tres etapas (iniciacion, propagacion y
terminacion), las cuales se muestran en la figura 9 (59,71,72) y se detallan a

continuacion:

Iniciacion: en esta etapa se generan los radicales libres a partir de las cantidades
iniciales de persulfato de sodio y calor. El rango de temperatura mas adecuada
para este paso es 60-70 °C, debido a que temperaturas mas bajas la reaccion
es mas lenta y a temperaturas mas altas la reaccién es muy violenta. Una vez
activados los iniciadores, estos reaccionan con las moléculas de acrilamida para

generar mas radicales.

Propagacion: Una vez que se forman los radicales libres a partir del persulfato
de sodio y las moléculas de acrilamida (AA), estos reaccionan con las demas
unidades presentes de AA para empezar a formar cadenas lineales basadas en
uniones repetitivas de dichas moléculas (73,74) como se muestra en la figura
10. En el caso que la reaccion contenga moléculas de agente entrecruzante,

este se une con las moléculas de acrilamida de manera que puede ser un

30



conector entre moléculas de AA y cadenas lineales de AA como se muestra en

la figura 11.

Terminacién: Es la etapa final del proceso de polimerizacién para la formacién
de hidrogeles de poliacrilamida. Se puede dar por diferentes vias: por

combinacién o disproporcion o transferencia de cadena.
Es asi que dependiendo de la presencia del agente entrecruzante, como por ejemplo

usando MBAm (ver figura 9), en la sintesis de poliacrilamida, se obtendra diferentes

estructuras como se presentan en las figuras 9 y 10.
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La poliacrilamida es uno de los polimeros sintéticos mas usados para el desarrollo
de hidrogeles para aplicaciones biomédicas debido a su naturaleza bio-inerte,

hidrofilica, su afinidad por las proteinas y otra biomoléculas (4).

Los estudios presentados por Karadag et al. (75), y Saraydin et al. (76), demostraron
que los hidrogeles desarrollados partir de poliacrilamida son biocompatible al no
presentarse infecciones con los tejidos involucrados en los estudios in vitro. Al estar
polimerizada, la poliacrilamida conserva su propiedades hidrofilicas y la capacidad
de aumentar su volumen (59) en presencia de una solucién acuosa. por lo que es
ampliamente utilizada para la formacién de hidrogeles en la presencia de otros
polimeros sintéticos o naturales. Bodugoz et al. (66), estudiaron las aplicaciones
potenciales de hidrogeles basados en polivinil alcohol y poliacrilamida como
cartilagos articulares sintéticos. Sus resultados reportados muestran que este tipo
de hidrogeles tienen buena resistencia a la deformacién en el tiempo (creep
deformation), lo cual nos indica que puede prevenir la inestabilidad mecéanica en la

unién con el cartilago.

4.4 Acido acrilico

La estructura del acido acrilico se muestra en la figura 11, donde se aprecia que
tiene dos grupos funcionales, carboxilico y vinilico. Este Gltimo grupo es utilizado
para que las moléculas sean injertadas en cadenas poliméricas como la de la

quitosana.

N\

OH

Figura 11. Estructura quimica del acido acrilico.

Ademas, este mondmero hidrofilico es ampliamente usado para sintetizar hidrogeles
superabsorbentes debido al grupo carboxilico ionizable que posee, el cual es
sensible al pH. Ademas, es usado en la sintesis de copolimeros mediante
polimerizacién de injerto (77), lo cual permite obtener una gran variedad de
polimeros que pueden ser usados en la formulacion de nuevos hidrogeles con

propiedades Unicas.
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4.5 Agentes de acoplamiento

Cuando los grupos carboxilicos y amino se encuentran ionizados, estos poseen
cargas contrarias por lo que pueden interactuar electrostaticamente. Sin embargo,
cuando se requiere gque estos dos grupos reaccionen para unirse mediante un
enlace covalente, es necesario activar los grupos carboxilicos (78). Para dicha
activacion se puede formar un grupo reactivo NHS-éster con una carbodiimida
mediante una reaccion de dos etapas (78,79). La primera etapa involucra la reaccién
del grupo é&cido y la carbodiimida para formar un compuesto intermediario O-
acilurea, el cual es inestable y altamente reactivo (figura 12). El segundo paso se da
entre este compuesto y un grupo amino que se encuentre cercano, los cuales

reaccionan para formar un compuesto conjugado estable.

R2
| 1
HN NR
0 \C//
o e
@)
R OH O\C/
Carbodiimida |
Acido carboxilico
R
O-acilurea

Figura 12. Formacion del compuesto intermediario O-acilurea (IEA).

Para estos casos, una carbodiimida muy utilizada es el clorhidrato de 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida o denominada EDAC. Su estructura se muestra en

la siguiente figura 13.

CH,

N \/\/N:C:N \/CH3
HsC

Figura 13. Estructura quimica del EDAC

El EDAC al considerarse como un conector covalente, se ha utilizado para injertar
diferentes moléculas con la quitosana como acido cafeico y evaluar sus propiedades
antioxidantes (80), microsporinas para aplicaciones en proteccion UV (79),

aprotinina para el desarrollo de inhibidores de proteasas (81), acido tioglicolico para
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mejorar las propiedades de mucoadhesion de la quitosana (82,83), poli(acido latico-
co-acido glicdlico) para aplicaciones en sistemas mucoadhesivos de liberacion

controlada (84), entre otros.

En el caso de injertar acido acrilico en la estructura de la quitosana, como se
propone en este trabajo, el mecanismo de reaccidn propuesto seria el que se
muestra en la figura 14. Inicialmente, el grupo carboxilo del acido acrilico es activado
por el EDAC formando un producto intermediario éster O-acilurea, el cual reacciona
luego con los grupos amino de la quitosana. Posteriormente, la quitosana queda
unida covalentemente al acido acrilico mediante la formacion de enlaces amida. En
la figura 14, se puede observar el derivado de quitosana formado, en el cual hay 3
tipos de unidades de glucosamina. La primera contiene el grupo acrilato, que fue
resultado de injertar grupos de &cido acrilico. La segunda unidad seria la que
contiene grupos aminos libres que no reaccionaron en la polimerizacion por injerto.
Por dltimo, y en menor porcentaje estaria presentes las unidades de N-acetil-

glucosamina.

En el caso de la formacion de hidrogeles derivados de quitosana y poliacrilamida,
las unidades de glucosaminas presentes en el derivado de quitosana que
interaccionan con la matriz de PAAm, son los que contienen al grupo metileno en el
acrilato. De esta manera, si en la formulacion de los hidrogeles no se incluye agente
de entrecruzamiento, sera el derivado de quitosana el cual actie como

entrecruzador uniéndose a la matriz de poliacrilamida (figura 15).
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5. HIPOTESIS

Es posible obtener hidrogeles de derivados de quitosana con propiedades

fisicoquimicas y mecanicas adecuadas para su uso en aplicaciones biomédicas.

6. METODOLOGIA

6.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se utilizaron sin purificacion

previa, a menos que se indique lo contrario.

Quitosana:
o DDA =99.85%

o Peso molecular de la cadena mas abundante (My)= 84 kDa

Sigma-Aldrich:
o N,N'-Metilenbisacrilamida 99%
o Acrilamida 99%

o Hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDAC) 99%

Merck:
o Acido acético glacial (HAc) para analisis
o Acetato de sodio trihidratado (NaOAc+*3H;0) para andlisis
o Amoniaco (NHs) 25%

J-Baker:
o Metanol (CH3;OH) 99,93%

Otros:

o Acido acrilico para sintesis

o Persulfato de sodio para sintesis
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6.2 Materiales y Equipos

o Filtros de papel Whatman 4 con tamafio de poro entre 20 y 25 um y diametro
de 90 mm

o Membrana de dialisis (Spectra/Por, Spectrum Laboratories, Inc.) con
didmetro de 29 mm y 12-14 kD como rango de peso molecular del soluto.

o Moldes de silicona

o Liofilizador Labconco modelo 4.5 a 102mbar y -44 °C

6.3 Procedimiento

6.3.1 Sintesis de hidrogeles de poliacrilamida

Los hidrogeles de poliacrilamida se prepararon mediante polimerizacién por
radicales libres. Se disolvi6 62 mmol de acrilamida y 0,032 mmol de N, N'-
bismetilenacrilamida en 40 mL de buffer de pH = 4,5 (NaOAc/HOACc) a temperatura
ambiente y con agitacion constante. A esta solucion, se le agregé 400 pL de
persulfato de sodio 0,2 M, el cual se prepar6 a partir de 0,1 mmol en 0,5 mL. Una
vez que se afiadio el persulfato, se procedié a verter el contenido en un molde de
silicona, el cual fue sellado con dos piezas de vidrio en paralelo (ver figura 16). Una
vez que se sell6 el molde con ayuda de 4 pinzas, se introdujo en un bafio maria que
se encontraba en un rango de 60 — 70 °C por 3 h. La polimerizacion en este tipo de
moldes permitié obtener hidrogeles de dimensiones 2,4 cm de diametro y 0,55 cm

de altura.

Figura 16. Molde de silicona para la obtencion de hidrogeles
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Después de las 3 h, los hidrogeles fueron desmoldados y lavados con agua destilada
durante 2 dias para remover impurezas. Luego se colocaron en la estufa a 50 °C

hasta peso constante y se almacenaron en un desecador a temperatura ambiente.

6.3.2 Sintesis de derivados de quitosana

Para la modificacion de la quitosana con acido acrilico, se adapt6 el procedimiento
reportado por Fernandez et al. (46). Primero, se prepar6 una solucion al 1% w/v de
quitosana en 25 mL de agua con 1,2 mL (17 mmol) de acido acrilico con agitacion
constante por 12 horas a 25 °C. A esta solucion se le agregé 0,21 g (1,1 mmol) de
EDAC y se mantuvo con agitacion constante en un bafio maria a 25 °C a oscuras
por 4 horas. Luego, se dializ6é en agua destilada por 48 h, cambiando regularmente
la solucion de dialisis. Finalmente, el derivado de quitosana se recuperd por

liofilizacion.

6.3.3 Sintesis de hidrogeles con derivados de quitosana y poliacrilamida

Esta sintesis se llevo a cabo en 2 pasos. Primero, se preparé una solucién al 1%
w/v de quitosana en 25 mL de buffer de pH = 4,5 (NaOAc/HOAC) con agitacién
constante por 12 horas a 25 °C. Posteriormente, se agreg6 1,2 mL (17 mmol) de &cido
acrilicoy 0,21 g (1,1 mmol) de EDAC mediante agitacion constante en un bafio maria
a 25 °C a oscuras por 4 horas. Luego, se agregé 62 mmol de acrilamida y 0,032 mmol
de MBAm previamente disueltos en 15 mL del buffer pH = 4,5. Finalmente, a esta
solucion, se le agregé 400 pL de persulfato de sodio 0,2 M. Una vez que se afiadié
el persulfato, se procedi6 a verter el contenido en un molde de silicona (ver figura
16) se introdujo en un bafio maria a 60 - 70 °C por 3 h. Las concentraciones de los

reactantes utilizados para la sintesis de los hidrogeles se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicién de hidrogeles

Hidrogel AAM MBAmM AA EDAC CHI
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol)

G1 62 0,032 - ; -
G2 62 0,062 - ; -
G3 62 0,124 - ; -
G4 62 0,032 0,291 - -
G5 62 0,032 0,291 0.1 -
G6 62 0,032 0,291 01 0,4
G7 62 - 0,291 0.1 0.4

Segun lo reportado en la Tabla 1, todos los siete tipos de hidrogeles G1 — G7 fueron

lavados en agua destilada, y dependiendo del tipo de caracterizacion, los hidrogeles

fueron liofilizados o secados a temperatura ambiente y finalmente almacenados en

un desecador.
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6.4 Caracterizacion

6.4.1 Espectroscopia FT-IR

Espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR): El equipo empleado fue un espectrofotometro
infrarrojo (FTIR) Perkin Elmer Spectrum One con accesorio de atenuacion total de
reflactancia (ATR) universal. Los ensayos fueron realizados a una resoluciéon de 4 cm

y en un rango de numero de onda desde 4000 cm™ hasta 550 cm™,

6.4.2 Analisis morfol4gico

Se empled un microscopio electronico de barrido o Scanning electron microscopy
(SEM) Philips XL 30 para el analisis morfoldgico de los hidrogeles liofilizados. El
equipo conté con un filamento de tungsteno y trabajé en modo de alto vacio. Las
muestras se metalizaron en un equipo Sputter Coater Polaron SC7640 con blanco
de oro-paladio (80/20) y oro.

6.4.3 Grado de hinchamiento o absorcién de agua

En un vaso de precipitados, se sumergié una porcion de hidrogel seco previamente
pesada (Hs) en 60 mL de agua destilada a temperatura ambiente. El grado de
hinchamiento de los hidrogeles se determind mediante gravimetria, midiendo la
cantidad de agua absorbida y el tiempo de inmersién. Es decir, a determinado
tiempo se saco el hidrogel que se encontraba sumergido, se seco la superficie con

papel filtro, se pesé y se volvié a sumergir.

El grado de hinchamiento (Hy, o apsorbido) © de absorcion de agua de cada hidrogel

fue calculado utilizando la siguiente relacion:

Donde:
H = es el grado de absorcion de agua (g H,0/g de hidrogel seco)
Hp= peso del hidrogel hinchado

Hg= peso del hidrogel seco
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6.4.4 Analisis térmico

Se utilizé un calorimetro diferencial de barrido o por sus siglas en inglés Differential
scanning calorimetry (DSC) de la marca Perkim ElImer modelo 4000. Las muestras
secas obtenidas por liofilizacion fueron pesadas (~10 mg) y ensayadas en un rango
de temperaturas desde 30 hasta 400 °C con una velocidad de 10 °C/min y bajo

atmaosfera inerte de nitrégeno.

6.4.5 Caracterizacion mecanica

Para los ensayos de compresion, se utilizé el equipo de microensayos mecanicos
con el lector de fuerza MARK-10 Serie 4L. Las muestras fueron preparadas en
moldes de silicona como se muestra en la figura 13. Las muestras analizadas
previamente fueron hinchadas hasta equilibrio (hasta obtener un peso constante en
la absorcién de agua). Luego, fueron cortadas con un troquel de didmetro de 24 mm.
La altura promedio de los hidrogeles fue de 5-1 mm.

6.4.6 Caracterizacion reologica

Redmetro AR 1000 de la marca TA Instruments (TA Instruments, New Castle, DE)
con platos paralelos de 20 mm de diametro y un sistema Peltier para el control de la
temperatura. Las muestras se ensayaron bajo deformacién y frecuencia. El barrido
de deformacion (y) se llevd acabo de 0,1 hasta 1000 Pa y el barrido de frecuencia
desde 0,1 hasta 40 Hz con un esfuerzo constante de 10 Pa. Las muestras
ensayadas fueron hinchadas hasta el equilibrio (hasta obtener un peso constante

en la absorcion de agua).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Formacion de los hidrogeles

La tabla 1 presenta los 7 tipos de hidrogeles que se sintetizaron en el presente
estudio. Las diferentes proporciones permitieron la comparacion de sus propiedades
en funcion a la composicion de cada hidrogel. Cabe resaltar que para todas las
composiciones de hidrogeles se agregaron 400 pL de persulfato de sodio 0,2 M

como iniciador de la polimerizacion.

En el caso de la obtencion del derivado de quitosana (DCHI) haciendo uso de un
agente de acoplamiento EDAC para injertar moléculas de acido acrilico (AA) en la
estructura de la quitosana. Para la caracterizacion del CHI y DCHI, estos fueron
convertidos en peliculas delgadas y posteriormente fueron lavadas durante 10
minutos con una solucion de metanol 99,93 % y amoniaco 25 % en relacién 30:1 en
v/v respectivamente. La apariencia representativa de las peliculas secas tanto para

CHI y DCHI se muestra en la figura 17.

Figura 17. Pelicula delgada representativa para CHI y DCHI.

En el caso de la obtencion de los hidrogeles G1 — G7, como ya se mencion0, estos
se obtienen con el uso de un molde de silicona (ver figura 16), en el cual se inyectan
las soluciones preparadas segun cada composicion definida en la tabla 1. Una vez
en los moldes, estas son puestas en un bafio maria y después de 3 h los hidrogeles

son desmoldados. A modo de ejemplo, se muestra el aspecto final de los hidrogeles
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G1 enlafigura 18. Los demas hidrogeles G2 — G7 que se han sintetizados, tuvieron
el mismo aspecto fisico cuando se forman después de las 3 h, sin embargo, las

composiciones varian a lo largo de G1 — G7.

Figura 18. Hidrogeles G1 formados después de 3 h de reaccién.

A partir de las tres primeras formulaciones que se mencionan en la tabla N°1, se
estudi6 el efecto del contenido del agente entrecruzante MBAm en hidrogeles de
poliacrilamida. De esta manera se pudo comparar las propiedades finales de los

hidrogeles, al variar en funcién el contenido del agente entrecruzante.

Los hidrogeles G4 y G5 fueron formulados de manera que permitieron estudiar el
efecto del &cido acrilico y del agente de acoplamiento EDAC sobre las propiedades
de dichos hidrogeles. En el caso de los hidrogeles derivados de quitosana y
acrilamida G6 y G7, se comparo tanto el efecto de la polimerizacion por injerto de la

quitosana y de la ausencia del agente de entrecruzamiento.

7.2 Caracteristicas fisicas de los hidrogeles secos

Después de que los hidrogeles son desmoldados, estos son lavados y secados en
una estufa a 50 °C. La figura 19 muestran imagenes representativas de los
hidrogeles producidos luego del proceso de secado en estufa para el hidrogel G1.
Se aprecia que los hidrogeles secos conservan la forma inicial del molde en el cual
fueron sintetizados (figura 19a.). Los promedios de los espesores y de los diametros

de los hidrogeles son de 2 mmy de 11 mm respectivamente (figura 19b.).

Una vez secos los hidrogeles, estos fueron almacenados para ser utilizados en el

estudio de absorcion de agua (seccion 7.6).
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Figura 19. Hidrogeles G1 secados en estufa a 50 °C.

Por otro lado, los hidrogeles también fueron liofilizados. En la figura 20, se muestra
el hidrogel G4 liofilizado, y al igual que los demas hidrogeles tuvieron un aspecto
parecido. Este tipo de secado permitié conservar su morfologia interna y asi poder
caracterizar a los hidrogeles mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
Estos resultados son mostrados en la seccion 7.5.

Figura 20. Muestra representativa de los hidrogeles liofilizados

7.3 Mecanismo propuesto de sintesis de hidrogeles con derivados de
quitosana y poliacrilamida

La sintesis de estos tipos de hidrogeles se llevd a cabo en dos pasos, los cuales
consistieron en la obtencion del derivado de quitosana (ver seccion 4.5, figura 14) y

la polimerizacion posterior en presencia de acrilamida.

En este segundo paso, se procede a la polimerizacion de la acrilamida en presencia
del DCHI. Dicha polimerizacion se llevé a cabo en presencia de un agente de
entrecruzamiento MBAm para el caso del hidrogel G6 y sin MBAm para G7.
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El mecanismo propuesto para estos tipos de hidrogeles basados en derivados de
gquitosana se encuentra en la seccién 4.5, figura 15. En la cual, se puede apreciar
gque algunas de las unidades formadas de acrilatos en la estructura de la quitosana
reaccionaran formando uniones con la matriz de la poliacrilamida. Sin embargo,

también habra grupos aminas libres provenientes de la estructura de la quitosana

7.4 Caracterizacion por IR

La estructura de la quitosana pura (CHI) y el derivado de quitosana (DCHI)
mostrados en las figuras 7 y 21 respectivamente, fueron caracterizados por
transmision (FT-IR) (figura 22), lo cual permitid determinar si se llegd a dar la
reacciéon para la formacion del derivado de quitosana y acido acrilico con el uso del
EDAC como agente de acoplamiento. En la figura 22 se muestran los espectros de
CHI y DCHI, en la cual se puede apreciar que para el CHI aparecen las sefiales
caracteristicas alrededor de 3430, 2868, 1586, 1075, 1150 y 902 cm™. La banda
ancha en 3430 cm™ agrupa las vibraciones de estiramiento de los grupos —OH y las
vibraciones N — H intramolecular de los grupos amina de la quitosana (37,85). La region
de 2910 - 2686 cm™ corresponde a vibraciones simétricas y asimétricas de los grupos —
CH, -CH2y —CHs.

OH OH

NH,

Figura 21. Estructura del derivado de quitosana (DCHI).

La banda a 1150 cm™ es asignada a las vibraciones de estiramiento asimétrico del
enlace C—O-C (86). Las sefiales por debajo de los 1100 cm™ son atribuidas a la

estructura basica de la quitosana (87), es decir, que estas sefiales son la huella
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digital del anillo D-glicosidico y corresponden a vibraciones de estiramiento y

deformacién de los enlaces covalentes del anillo de glucopiranosa (85).

La quitosana usada en el presente estudio tiene como grado de desacetilacion 99,85% (88),
por lo que los grupos aminos deberian ser mayoritarios en comparacién a los grupos N — acetilos
presentes en su estructura. Esto se comprueba con el pico intenso que aparece en 1586
cm™en el espectro del CHI (89). Esta sefial esta asociada a las vibraciones del grupo
—NH: y la intensidad, el desplazamiento o desaparicion de dicha sefial seria indicativo
que si se dio la reaccion por injerto entre el acido acrilico y los grupos aminas de la
quitosana.

Al comparar el espectro del DCHI con el CHI se distinguen las mismas bandas
caracteristicas de la quitosana en ambos casos. Sin embargo, se puede apreciar el
desplazamiento del pico 1586 cm™ del espectro de CHI a 1581 cm™ en el espectro
de DCHI, asi como la disminucién en la intensidad de dicho pico. Adicionalmente se
puede observar la aparicion de dos nuevos picos a 1651 y 1720 cm, los cuales
estan atribuidos a las vibraciones de los grupos amidas primarias —-N-C=0 y
carboxilicos C=0 (79,89) gue se han generado después de la unién covalente entre el
acido acrilico y los grupos aminas de la quitosana. Por lo expuesto, se confirma a través
de la espectroscopia FTIR (figura 22) que se llega a obtener el derivado de quitosana

mediante el mecanismo polimerizacién de injerto propuesto.
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Figura 22. Espectro FT-IR de peliculas de quitosana (CHI) y derivado de quitosana (DCHI).
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7.5 Andlisis morfologico

La microestructura de los hidrogeles sintetizados fue estudiada mediante la técnica
de microscopia electrénica de barrido (SEM). Previamente, los hidrogeles fueron
hinchados hasta llegar al estado de equilibrio de absorcion de agua y liofilizados
para la caracterizacién morfolégica. Posteriormente se hicieron cortes transversales

a los hidrogeles secos y fueron recubiertos con una aleacién Au/Pd (80/20).

Las micrografias SEM representativas de los cortes transversales de G1, G2 y G3
se muestran en la figura 23 y se encuentran a 1000x aumentos. Es posible observar
las diferencias estructurales que existen entre los hidrogeles de PAAM G1, G2y G3.
Estos hidrogeles difieren en el contenido del agente entrecruzante MBAm para la
sintesis de hidrogeles de poliacrilamida. Aunque todos los hidrogeles presentan
estructuras internas con poros interconectados, las micrografias SEM muestran que
la forma y distribucién de los tamafios de poro son diferentes. En el caso de los
promedios de los tamafios de poro para G1, el cual segun su formulacion tiene el
menor contenido de agente entrecruzante, se encuentra en un rango de 6,82 um
hasta 9,81um, siendo este hidrogel el que presenta mayor uniformidad en su
morfologia en comparacion con G2 y G3. En el caso del hidrogel G2, los tamafios
de los poros estan en un promedio de 6,37 um y para el G3, el cual tiene la mayor
cantidad de agente entrecruzante utilizado en su formulacion, el promedio es de
5,28 pm.

Las diferencias encontradas entre los hidrogeles G1, G2 y G3 pueden ser atribuidas
a la diferencia en la densidad de entrecruzamiento en estos geles, lo cual se debe
a la variacion en la concentracion del entrecruzante utilizado. Ademas, se puede
observar en la figura 23 zonas colapsadas entre los poros, las cuales son indicadas
con flechas rojas. Estas zonas colapsadas son partes en las cuales se encuentra
contraido la morfologia y es méas evidente en la morfologia del hidrogel G3, el cual
tiene un promedio menor de 5,28 um para el tamafio de poro, ademas de tener la

forma de los poros diferentes a G1y G2.
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Figura 23. Micrografia SEM de la seccion transversal de los hidrogeles G1, G2y
G3. Las flechas rojas indican zonas colapsadas de poros.
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En otras investigaciones, se han reportado resultados similares al estudiar el efecto
del contenido de agente entrecruzante en las propiedades fisicoquimicas de
hidrogeles basados en derivados de poliacrilamida (63,71,90). La estructura interna
en este tipo de sistemas depende del porcentaje del agente entrecruzante, de

manera que influencia directamente en la densidad de entrecruzamiento del gel.

Por otro lado, las micrografias SEM mostradas en la figura 24 corresponden a los
hidrogeles G4 y G5. Las imagenes mostradas a una magnificacion de 500X
muestran diferencias en la morfologia interna. Estos hidrogeles sintetizados estan
basados en acrilamida y &cido acrilico. Como se mostr6é en la tabla 1, el G4 no
incluye en su sintesis al agente de acoplamiento EDAC a diferencia del G5 que si
lo incluye. Aunque esta es la Unica diferencia en su composicién, se observa

grandes diferencias en la morfologia.

En las micrografias mostradas se observa la influencia del uso del agente de
acoplamiento EDAC en la forma y tamafio de los poros de la estructura interna del
hidrogel G5. Si bien el EDAC no se queda en la estructura final de las cadenas
poliméricas, este podria actuar como un conector covalente entre los grupos del
acido acrilico y la acrilamida (80,82). Es asi, que el tamafio de poro promedio para
el G4 es 23,6 um, ademas de tener poros mas grandes con una apariencia mas
homogénea y regular que los observados en la micrografia de G5 con promedio de

tamafio de poros de 10,5 um.

Por otro lado, también se puede estudiar el efecto de la presencia del acido acrilico
(AA) entre las estructuras internas de G1 y G4. Mientras que el hidrogel G1 presenta
s6lo en su composicion poliacrilamida entrecruzada, G4 tiene en su formulacion AA
y AAm en una relacion de 200:1. La cantidad de AA presente en la sintesis de G4
ejerce un gran cambio en el tamafio de los poros en comparacion a G1. Esto se
podria explicar por la repulsion electrostatica que ejercen los grupos carboxilato
(introducidos por el AA) pues ellos generan cargas negativas en las cadenas

presentes en el hidrogel.
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Figura 24. Micrografia SEM de la seccion transversal de los hidrogeles
G4y Gb5. Las flechas rojas indican zonas de poros colapsados.

Las morfologias de los hidrogeles basados en derivados de quitosana G6 y G7
también muestran diferencias, las cuales pueden observarse en la micrografia de la
figura 25. La diferencia en la composicion de estos hidrogeles radica en el contenido
del agente entrecruzante MBAm. Mientras que G6 hay entrecruzamientos por
MBAmM y por DCHI, G7 s6lo por DCHI.

La diferencia en las composiciones de G6 y G7 genera variaciones en las formas y

tamafios de los poros. El promedio de poro para G6 y G7 es de 8,1 umy 9,5 um
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respectivamente. Asimismo, la forma de los poros de G6 es mas heterogénea que

las mostradas en G7.
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Figura 25. Micrografia SEM de la seccién transversal de los hidrogeles
G6y G7.

Por otro lado, se puede hacer una comparacion entre los hidrogeles G5 y G6 los
cuales, segun la formulaciéon descrita en la tabla 1, difieren en el contenido de
derivado de quitosana (DCHI) utilizado. Mientras que G5 no esta formulada con
DCHI, G6 si contiene DCHI y se puede observar las diferencias que genera el
contenido de DCHI en los tamarfos de poros de estos hidrogeles en las figuras 24 y
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25, tanto como en el tamafio de poro como en la forma de estos. Siendo el tamafio

de poro G5 mayor al de G6.

En todas las micrografias mostradas en las figuras 23-25 se pudo observar
estructuras con poros interconectados que se encuentra presentes en todos los
hidrogeles sintetizados. Los promedios del tamafio de poros para los hidrogeles
sintetizados se presentan en la tabla 2 en funcion de las distintas composiciones de
los hidrogeles sintetizados.

Tabla 2. Tamafio promedio de poros de los hidrogeles obtenidos por

micrografia SEM.

Hidrogel Tamafio de poro (um)
G1 6,82+ 1,23
G2 6,37 + 1,07
G3 5,28 + 1,89
G4 23,6 + 2,23
G5 10,5+1,74
G6 8,1+1,67
G7 9,5+0,44

La formulacion para cada tipo de hidrogel influye no solo en sus caracteristicas
morfol6gicas, sino también en las propiedades finales de dichos materiales, los

cuales se detallan en las siguientes secciones.
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7.6 Grado de hinchamiento o absorcion de agua (Hy, o apsorbido)

Una de las propiedades resaltantes de los hidrogeles es su capacidad para
hincharse cuando entran en contacto con agua. La figura 26, muestra la

comparacion representativa del hidrogel seco en estufa a 50 °C y luego de ser
hinchado en agua hasta el equilibrio. El valor de Hy, ¢ apsorpido ¥ l8s dimensiones

finales que adquirieron los hidrogeles dependieron de la composicién estructural de

cada muestra.

Figura 26. Comparacion del hidrogel G6 seco e hinchado en agua.

Se investigo la dependencia del grado de absorcion de agua (Hy, ¢ apsorbido) de 10s

hidrogeles sintetizados G1 — G7 y también su dependencia en el tiempo. Se realizd

una réplica de 3 muestras por hidrogel y calculé el promedio para el valor de H.

La figura 27 muestra la evolucion del grado de absorcion de los hidrogeles G1, G2
y G3. Estos hidrogeles fueron sintetizados variando las cantidades de
entrecruzador. Debajo de las 50 horas, se puede observar que la pendiente del
grado se absorcion de los hidrogeles G1, G2 y G3 son similares. Posteriormente, se
puede observar la influencia de la concentracion del MBAm en la capacidad de
absorcion de agua. Mientras aumenta el contenido de entrecruzante utilizado, el

valor de Hy, o apsorbido €N €l €stado de equilibrio o en el punto de maxima absorcion

de agua, disminuye. Esto se puede explicar debido a la cantidad de puntos de
entrecruzamiento en la red polimérica. Al tener mayor concentracion de
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entrecruzador, aumenta la densidad de entrecruzamiento (que es el niumero de
puntos de entrecruzamiento por unidad de volumen), lo que genera que la red
polimérica esté mas interconectada y que el valor del grado de hinchamiento de
agua en el equilibrio sea menor Hes = 2400 % en comparacién con los valores de
He2 = 2800 % y He1 = 3600 %. Estos resultados tienen concordancia con los datos
obtenidos a partir de las micrografias SEM presentadas en la anterior seccion. De
las micrografias presentadas se sabe que los valores de tamafio de poro disminuyen

cuando aumenta la cantidad de agente entrecruzante utilizado en la sintesis.
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Figura 27. Grado de hinchamiento de los hidrogeles G1, G2y G3.

Por otro lado, en el caso de los hidrogeles G4 y G5 (figura 28) los valores de H en
el estado de equilibrio son Hgs= 6800 y Hes= 5500 respectivamente. Estos

hidrogeles son los que tienen los valores de Hy, g 4p50rbido Mas altos en comparacion
a los demés que se han sintetizado en el presente estudio. Esta caracteristica puede
ser relacionada con la capacidad de hinchamiento de un hidrogel que contiene acido

acrilico y acrilamida. Es posible que ocurra una sinergia entre los grupos que

contiene un hidrogel sintetizado a partir de estos monémeros da como resultado
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valores mas altos para la capacidad de hinchamiento en agua de dichos hidrogeles.

Sin embargo, a pesar que tienen valores altos de Hy, entre G4y G5 existe

20 absorbido»

diferencia en este valor. Esto es debid a que el G5 fue sintetizado con el agente de
conjugacion EDAC, el cual indujo a la formacién de nuevos enlaces entre los grupos
funcionales de la acrilamida y el acido acrilico. A diferencia que, en el G4, contiene
s6lo al agente entrecruzante MBAmM, el cual va a generar puntos de

entrecruzamiento entre moléculas iguales de AAm o AAy entre ellas.
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Figura 28. Grado de hinchamiento de los hidrogeles G4y G5.

Por dltimo, los valores de HHZOabsorbido de la figura 29 muestran las mediciones

para los hidrogeles derivados de quitosana. Los valores de H para los hidrogeles
G6 y G7 fueron Hge=2300 y Hs7= 3700 respectivamente. En la composicion del G6
se encuentra el agente de entrecruzamiento MBA y el DCHI, los cuales inducirian
mas puntos de entrecruzamiento en la estructura del hidrogel a diferencia que en el

G7, el cual se ha formado s6lo hay puntos de entrecruzamiento entre el derivado de

59



quitosana y la matriz de poliacrilamida, por lo que este material podria contener

menos puntos de entrecruzamiento.
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Figura 29. Grado de hinchamiento de los hidrogeles G6y G7.

La Tabla 3 resume los valores calculados para HH20 absorbido €N €l equilibrio y el

contenido de agua en el equilibrio de los hidrogeles G1 — G7.
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Tabla 3 Capacidad de hinchamiento de hidrogeles

Hidrogel HHZO absorbido%
Gl 3600
G2 2800
G3 2400
G4 6800
G5 5500
G6 2300
G7 3700

7.7 Anélisis térmico

El estudio de las transiciones térmicas y la influencia de la composicion sobre la
estabilidad térmica de los hidrogeles fue analizado mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC). Se debe tener especial cuidado con este tipo de materiales que
pueden absorben agua, ya que podrian generar errobneos resultados en los
termogramas por efecto de la humedad (91). Para ello se realizan dos ciclos de
calentamiento y uno de enfriamiento, teniendo en consideracién que el primer ciclo
de calentamiento sea por muy debajo de la temperatura de descomposicion del
material ensayado. De esta manera en el primer calentamiento se elimina cualquier

contenido de humedad en la muestra ensayada.

Los termogramas representativos obtenidos por DSC de los hidrogeles G1-G7 se
muestran en las figuras 30 — 32, los cuales son los correspondientes al segundo

ciclo de calentamiento a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. En el caso
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de las figuras 30 — 32, se indica el proceso endotérmico con la flecha
correspondiente hacia valores que van aumentando en el eje Y. Esta direccién nos
indica que todos los picos que aparecen hacia arriba son procesos endotérmicos en
los cuales la muestra absorbe calor. Por el contrario, si durante el barrido de
temperatura aparece un pico con orientacion hacia abajo, estos corresponderian a

procesos exotérmicos.

En la figura 30 se muestra las propiedades térmicas de los hidrogeles G1, G2 y G3. Se
puede detectar la temperatura de transicion vitrea (Tg) de la poliacrilamida alrededor de
97 °C para este tipo de hidrogeles, lo cual también est& acorde con lo reportado por
otros autores (92,93). A pesar que este tipo de transicion es afectado por la densidad
de entrecruzamiento, no se llega a distinguir diferencias en el valor de T4 de los
hidrogeles G1, G2y G3. Por otro lado, a partir de los 200° C se observa la aparicion de
2 picos endotérmicos. La primera temperatura se puede atribuir al proceso de fusion del
polimero (62,94,95) y la pérdida de amoniaco de las cadenas de poliacrilamida. El

segundo pico a partir de los 260 °C se relaciona con la descomposicion del material.

40

23

=
E
S
IS
o
()
© A
.% 15 o
m £
10 5 Gl
-§ —G2
5 w —G3
0
30 80 130 180 230 280 330 380

Temperatura (°C)

Figura 30. Termograma de los hidrogeles G1, G2y G3
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En el caso de los hidrogeles G4 y G5 que, ademas de poliacrilamida contienen acido
acrilico en su composicién, se observa que el perfil de los termogramas
representativos (figura 31). varia respecto a los de G1, G2y G3. Se puede notar que
aun aparece el Ty correspondiente a la poliacrilamida, pero se detecta que esta
aparece a temperaturas cercanas a 90°C. Esta disminucién podria estar atribuida a
que los hidrogeles de poliacrilamida y acido acrilico forman cadenas mas flexibles,
por lo que no necesitan tanta energia para su movimiento. Otra diferencia es que
solo aparece un solo pico endotérmico alrededor de 280°C, el cual se atribuye a la

descomposicion de este tipo de hidrogeles.
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Figura 31. Termograma de los hidrogeles G4y G5

Por dltimo, los termogramas representativos de la figura 32 corresponden a los
hidrogeles con derivado de quitosana G6 y G7. Se puede observar un pico
endotérmico alrededor de 250°C para G6 que se podria atribuir a la temperatura de
fusion del hidrogel, mientras que a partir de 270 °C aparece un pico exotérmico que

esta relacionado con la temperatura de descomposicion de la quitosana (65).
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7.8 Caracterizacion mecanica

Los ensayos de compresién permiten conocer propiedades mecdanicas de los
hidrogeles como el mdédulo elastico por compresion y la deformacion () que sufre

el material al someterse a una fuerza variable.

Para realizar el ensayo de compresion se cortaron los hidrogeles con un troquel
cilindrico, de manera que se pudo conocer el area transversal de las muestras a
partir de las dimensiones medidas de espesor y altura. Posteriormente, las muestras
fueron colocadas en el medio de dos superficies metélicas (ver figura 33a). Dos
situaciones ocurrieron con las muestras ensayadas. La primera es donde ocurre la
fractura del material al no soportar la carga a la cual esta sometida (figura 33b); y la
segunda situacion es la preservacion de su integridad cuando se retira la carga
(figura 33c).

ImjalR[Kk]-11]0]

Figura 33. Ensayo de compresion mecénica que representa el
montaje del hidrogel entre mordazas (a), hidrogel fracturado (b) e
hidrogel elastico (c).
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Los hidrogeles sintetizados G1 - G7 fueron sometidos a ensayos de compresion, en
un estado de hinchamiento en el estado de equilibrio, es decir, en su maxima
capacidad de hinchamiento de agua. Las figuras 34 — 36 muestran las curvas
representativas (de un promedio de 3 pruebas) de los resultados de esfuerzo vs

deformacién de los ensayos de compresion.

En la figura 34 se puede observar el efecto del contenido del agente entrecruzante
en los hidrogeles G1, G2 y G3. Estos hidrogeles se formularon con diferentes
cantidades de agente entrecruzante MBAmM como se detalla en la tabla 1. Los
valores de mdadulo elastico por compresion se calcularon de las pendientes de las
curvas en un rango de deformaciones de 0,4 — 0,6. Los valores de mddulo elastico
para G1, G2 y G3 son 0,135, 0,132 y 0,1574 MPa y de deformacion unitaria (¢) de
75, 80 y 87 %, respectivamente. Los valores del modulo elastico aumentan con el
contenido de MBAm en las estructuras de los hidrogeles. Este comportamiento

también ha sido reportado (96,97)
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Figura 34. Curvas de deformacion vs esfuerzo en ensayos de compresion

de los hidrogeles G1, G2y G3
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De la misma manera, se muestra la curva esfuerzo-deformacién para los hidrogeles
de poliacrilamida que incorporan &cido acrilico G4 y G5 (figura 35). Se puede
observar que G5 presenta una mayor resistencia a la compresion que G4, siendo
los valores del moédulo elastico 0,068 y 0,122 MPa y de ¢ 60 y 80 9%,

respectivamente.

Se sabe que la capacidad de hinchamiento para el hidrogel G4 es mayor que la de
G5 (Hes= 6800% > Hgs= 5500%), lo cual también esta relacionado con los tamafios
de poros que presenta en su estructura interna. Estos resultados reportados en
secciones previas estan relacionados a la resistencia a la compresion de los
hidrogeles G4 y G5. Es decir, que G4 y G5 al tener tamafios de poros mas grandes
en comparacion con los demas hidrogeles, tienen mas agua, lo que genera que su
estructura interna sea mas blanda por mayor contenido de agua que tiene. Esto se
ve reflejado en el bajo valor del moédulo elastico (figura 35) y que durante el ensayo
se formaron grietas que hicieron variar al valor de la resistencia a la compresion
coémo se indica con puntos dentro de los circulos rojos (figura 35) y que al final del
ensayo el hidrogel sufra una la fractura (figura 33b) y pérdida de sus propiedades

iniciales para ambos hidrogeles G4 y G5.
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Figura 35. Curvas de deformacion vs esfuerzo en ensayos de compresion
de los hidrogeles G4y G5
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En el caso de los hidrogeles derivados de quitosana G6 y G7, se puede observar en
la figura 36 un comportamiento similar a los hidrogeles G1, G2 y G3. Los hidrogeles
G6 y G7 tuvieron un modulo elastico de 0,23y 0,17 MPa y de € de 60 y 82 % para

G6 y G7, respectivamente.

Como se puede observar, al comparar los valores del médulo elastico entre G6 y
G7, resulta que G6 tiene el valor mas alto, es decir, que es el hidrogel que tiene
mayor rigidez. Lo que significa que la estructura interna de G6 basada en el derivado
de quitosana en una matriz de poliacrilamida en presencia de una gente
entrecruzante forman una red que permite disipar la energia y resistir valores mas
altos en comparacion también con los calculados para los demas hidrogeles,
ademas de poder conservar su estructura sin llegar a la fractura. En cambio, los
hidrogeles G4 y G5 se fracturaron bajo compresion posiblemente por tener AA sin
ser injertado en CHI, pero G6 y G7 no, a pesar que también tienen AA pero si
estaban injertados en las cadenas de la CHI. Esto se podria atribuir a que el EDAC
elimina la posibilidad de que el AA forme cargas negativas y reduce la repulsion de
estos grupos. Mientras que en G7 y G6, estas cargas se vuelven puntos de

entrecruzamiento con la quitosana.
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Figura 36. Curvas de deformacion vs esfuerzo en ensayos de compresion
de los hidrogeles G6y G7
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En la tabla 4 se muestran los valores de moédulo elastico obtenidos por
compresion para los hidrogeles G1 — G7 sintetizados. De los cuales, G4 y G5

son los Unicos geles que se fracturaron durante el ensayo de compresién.

Tabla 4. Propiedades mecanicas de los hidrogeles G1 — G7 obtenidos por

ensayo de compresion.

Hidrogel E (MPa) e (%)
Gl 0,135 75
G2 0,132 80
G3 0,157 87
G4 0,068 60
G5 0,122 80
G6 0,23 60
G7 0,17 82

7.9 Caracterizacion reologica

Para el estudio reoldgico de los hidrogeles sintetizados, estos fueron hinchados
hasta llegar a su estado de equilibrio. Las muestras ensayadas tuvieron una forma
cilindrica de 20 mm de diametro y un espesor entre 10 y 50 mm. La figura 37 muestra
el montaje de los hidrogeles en el equipo rebmetro, en el cual se realizaron dos tipos
de ensayos oscilatorios para estudiar las propiedades reoldgicas de los hidrogeles:

barridos de torque (M) o deformacion (y) y barridos de frecuencia angular.
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Figura 37. Ensayo de reologia de hidrogeles

Las figuras 38 — 40 muestran los resultados de los mdodulos elastico (G') y de
viscosidad (G™") de los hidrogeles G1 — G7 en funcién a la deformacion aplicada, a
una frecuencia de 1 Hz a 25 °C. Este primer ensayo es importante para la
caracterizacion reoldgica de los hidrogeles, ya que permite conocer el rango de
viscoelasticidad lineal (LVR), la deformacién critica de (y.) y, posteriormente, usar

estos datos para los ensayos oscilatorios de frecuencia.

Por otro lado para todas las muestras se cumple las tres caracteristicas primordiales que

definen a un hidrogel desde el punto de la reologia (29):

e Elmddulo eléstico G™ es superior al modulo viscoso G™.
e Presentar un valor de G’ finito a frecuencias bajas.
e El modulo G° presenta una region lineal en un rango de frecuencias

aplicadas.

Se observa en la figura 38 las diferentes respuestas de los médulos G" y G™” de los
hidrogeles G1, G2 y G3, donde predominante el comportamiento elastico (G > G™")
en todos los casos. Ademas, se puede identificar el rango de viscoelasticidad lineal

(LVR) en la grafica para los estos tipos de hidrogeles. Para esto, se determina
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visualmente el punto del mddulo elastico previo a su caida en funcion a la

deformacién de cizalla aplicada.

Los hidrogeles G1, G2 y G3 difieren en el contenido del agente entrecruzante
MBAm, lo que genera una diferencia en la densidad de entrecruzamiento a nivel
estructural. Los resultados muestran que esta diferencia influye en los valores de
G’ y en los valores de la deformacion critica por cizalla (y,), la cual se determina al
como el valor de deformaciéon maxima a la cual el valor de G permanece constante
enla LVR. Para G1, G2 y G3 los valores de y, son 25, 32 y 39 % respectivamente.
Laidentificacion de la LVR en las muestras ensayadas esta relacionada con la forma
estable y estructurada que poseen estos hidrogeles. Ademas, durante todo este
rango de deformaciones, el modulo G” no exhibe cambios, es asi que, cuando se
realizan los ensayos oscilatorios de deformacion por debajo de los valores de y,, la
estructura de los hidrogeles se mantiene intacta y la respuesta del material tiene un
comportamiento de una estructura solida ya que predomina el médulo G” sobre el
G”.
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Figura 38. Evolucién de G’y G en funcién al barrido de deformacion

aplicado para los hidrogeles G1, G2y G3.
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En caso se hubiera observado una ausencia del LVR, esto seria indicativo de un
proceso incompleto de puntos de entrecruzamiento en los hidrogeles por lo que

generaria una estructura inestable (98).

Para el caso de los hidrogeles G4 y G5, se muestra los resultados de los ensayos
de barridos de deformacion en la figura 39. De manera similar, la respuesta elastica
de estos materiales predomina (G” > G”), asi como la LVR también esta presente
en un intervalo de deformacién aplicado y tienen como valores de y, 32y 37 % para
G4 y G5, respectivamente. Esto indica que los hidrogeles basados en acrilamida y
acido acrilico también tienen una estructura estable en un rango de deformaciones
por cizalla. Los valores de los médulos G, G empiezan a decaer o ascender a
partir del limite establecido por y., ya que la estructura del material ya no es estable
para estos valores de deformacion por cizalla.
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Figura 39. Evolucién de Gy G en funcion al barrido de deformacion

aplicado para los hidrogeles G4 y G5.
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Por otro lado, la figura 40 muestra el comportamiento de los hidrogeles G6 y G7 en
funcién del barrido de deformaciéon. Como se ha estado analizando, la amplitud del
LVR en las graficas obtenidas y los valores de G” que se encuentran dentro de la
LVR pueden ser usados como un indicativo de la estabilidad estructural de los

hidrogeles sintetizados.

Asi como en los resultados de los hidrogeles G1 — G5, se observa en la figura 42
gue los hidrogeles G6 y G7 tienen una respuesta elastica predominante G* > G™,
es decir, que el comportamiento de dichos hidrogeles también es parecido al de un

sélido. Ademas, se alcanzan valores de y. 50y 79 % para G6 y G7, respectivamente.

A pesar que los hidrogeles G6 y G7 son basados en derivados de quitosana (DCHI),
tienen diferentes composiciones. Mientras G6 fue sintetizado con el agente
entrecruzador MBAm y DCHI, G7 no contiene moles de MBAmM y so6lo DCHI. Es
decir, que el derivado de quitosana en el hidrogel G7 actia Unico agente
entrecruzante. El hidrogel G7 posee una LVR en un rango de deformaciones que
van desde 0.1 hasta un valor critico de y, 79. Las interacciones gue se forman entre
el derivado de quitosana y la poliacrilamida generan una estructura estable, asi

como una magnitud de médulo G” estable dentro del LVR.
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Figura 40. Evolucién de Gy G en funcion al barrido de deformacion

aplicado para los hidrogeles G6y G7.

En todos los casos evaluados de los hidrogeles G1 — G7 en funcion de la

deformacion por cizalla, se llega a observar que al seguir incrementando los valores

de deformacion aplicada, los valores de los médulos G" y G van oscilando con una

mayor amplitud fuera del LVR. Es decir, que el comportamiento elastico (G") es

afectado por la deformacion y los valores decaen. Por el contrario, va predominando

la respuesta donde el hidrogel es mas parecido a un fluido y el valor del médulo

viscoso G”” va aumentando en magnitud. Esta situacién ocurre fuera del LVR, y es

asociado a ciertos cambios que ocurren a nivel estructural de la red polimérica que

incluyen el rompimiento de enlaces intermoleculares débiles (98) que puedan estar

presentes debido a las interacciones entre las cadenas poliméricas y las moléculas

de agua en las diferentes composiciones de los hidrogeles G1 — G7.
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Los promedios de los valores de la deformacion critica por cizalla de todos los
hidrogeles G1 — G7 se encuentran resumidos en la tabla 5. Se puede observar que
los dos tipos de hidrogeles derivados de quitosana tienen los valores mas altos de
Y., de manera que este tipo de composiciones son los mas estables
estructuralmente. Se debe resaltar que en el caso del hidrogel G7, este presenta el

valor mas alto de y.= 79.

Tabla 5. Valores de deformacién critica por cizalla de los hidrogeles (y.).

Hidrogel Y (%)
Gl 25
G2 32
G3 39
G4 32
G5 37
G6 50
G7 79

A partir de los valores del LVR de los hidrogeles G1 — G7, se utiliza un valor
determinado (y = 10) que se encuentre dentro de LVR para mantenerlo constante

en los ensayos oscilatorios de frecuencia angular.

Las figuras 41 y 42 muestran los ensayos oscilatorios de los hidrogeles G1 — G7 en
funcion a la frecuencia angular aplicada a una deformacién de 10 % y 25 °C. En todos
los casos, se muestra el comportamiento viscoelastico de los hidrogeles, es decir
gue tienen una zona elastica y otra viscosa, siendo el modulo elastico predominante
frente al modulo viscoso (G” > G™) para todos los hidrogeles formulados. Ademas,
el médulo G fue independiente de la frecuencia angular aplicada, lo cual indica que

estos hidrogeles son geles quimicos.
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La dependencia de los modulos elastico (G”) y viscoso (G™") de los hidrogeles de
poliacrilamida (G1 — G3) en funcion de la frecuencia angular aplicada se muestra en
la figura 41. Los valores de G” obtenidos de la figura 41 para los hidrogeles G1, G2
y G3 son 536, 1011 y 1290 Pa, respectivamente, mientras que los valores para G™
son 21, 19y 14 Pa, respetivamente. En los tres casos, el G° se mantiene constante
frente al barrido de la frecuencia aplicada, sin embargo, la magnitud varia en funcién
del tipo de hidrogel ensayado. La variacion del modulo G” entre los hidrogeles G1,
G2 y G3 pueden ser atribuido a la diferencia en la densidad de entrecruzamiento en
estos geles. Asi como este factor tuvo influencia en las propiedades morfolégicas,
térmicas y mecanicas reportadas en las anteriores secciones, se observa en las

figuras 41 — 42 que también tiene influencia en las propiedades reoldgicas.

En el caso de G1, que contiene la menor cantidad de agente entrecruzante genera
una menor densidad de entrecruzamiento y a su vez una capacidad de hinchamiento
mayor. Estas caracteristicas generan que la estructura del hidrogel sea mas blanda
y los valores de G” sean mas bajos que los obtenidos para G2 y G3. A medida que
la cantidad usada de MBAmM aumenta genera una estructura mas rigida, como en el
caso de G2, y es posible observar en la figura 39 que el valor de G" aumenta a 1011
Pa.
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La misma tendencia la sigue el hidrogel G3, el cual tiene mayor cantidad de MBAm,
y la rigidez de la red polimérica se relaciona con la densidad de entrecruzamiento,
por lo que este tipo de hidrogel basado en poliacrilamida tiene el valor mas alto de

G” en comparacion con los valores de G1y G2.

La figura 42 muestra la variacion del médulo G" y G™” en funcién de la frecuencia
angular aplicada en ensayos reol6gicos oscilatorios para los hidrogeles G4, G5, G6
y G7. Los hidrogeles G4 y G5 basados en acrilamida y &cido acrilico difieren en su
sintesis respecto al contenido del agente de acoplamiento EDAC, el cual si es
incluido en la composicion del hidrogel G5. Los valores promedio de G para G4 y
G5 obtenidos de la figura 42 son 485 y 895 Pa, respectivamente. Siendo el valor de
G’ de G4 menor alos reportados para G1, G2y G3. Por otro lado, el valor del médulo
G’ de G5 es mayor a G1, pero menor a las magnitudes observadas para los G de
G2y G3.

Estas diferencias en la respuesta de los hidrogeles frente a la frecuencia angular
aplicada podrian relacionarse con el efecto que ejerce la capacidad de
hinchamiento. Es asi que, siendo el Hs4 de mayor valor (Hss = 6800) entre todos los
hidrogeles, también posee el valor de G" mas bajo 485 Pa, ya que resulta tener una

estructura blanda.

Las propiedades reoldgicas de los hidrogeles basados en derivados de quitosana
(DCHI) G6 y G7 se muestra en la figura 44. Se puede observar que el médulo G" y
G en funcion de la frecuencia angular aplicada es diferente en los dos casos,

siendo el valor de G” promedio de 1676 y 2243 Pa para G6 y G7, respectivamente.

La diferencia entre la composicion de los hidrogeles G6 y G7 radica en el contenido
del agente entrecruzante MBAmM. G6 fue sintetizado con MBA y DCHI, mientras que
G7 no contiene moles de MBA vy sélo hay interacciones de DCHI con la matriz de

poliacrilamida.

El resumen de las propiedades reolégicas de los hidrogeles G1 — G7 se muestran
en la tabla 4. Se observa que para G7, los valores de ambos mdédulos son los mas

altos. 78
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Cabe resaltar que los parametros viscoelasticos obtenidos de las graficas estan
relacionados con la energia almacenada y disipada durante los ensayos. Es asi que
el modulo elastico G° mide la elasticidad del material y es un indicativo de la
capacidad del material ensayado para almacenar energia, mientras que el médulo
viscoso G™~ esta relacionado con la capacidad del material para disipar energia, la
cual se pierde en forma de calor. El valor obtenido por la tan(8) que es la relacion
entre los moddulos G/G’, representa la energia disipada en relacion a la

almacenada.

Tabla 6. Propiedades viscoelasticas de los hidrogeles G1 — G7.

Hidrogel G’ (Pa) G” (Pa) tan(6)
Gl 536 21 0,039
G2 1011 19 0,019
G3 1313 14 0,011
G4 485 28 0,058
G5 895 30 0,033
G6 1696 20 0,012
G7 2243 36 0,016

Los parametros tedricos de la red de los hidrogeles pueden ser calculados a partir
de los valores obtenidos del moédulo de almacenamiento G™ de los ensayos de
frecuencia oscilatoria. Cordier et al. (99) indic6 que la teoria de elasticidad del
caucho puede ser usada para caracterizar las redes que estan entrecruzadas de
forma covalente o por interacciones fisicas como enmafiaramiento o puentes de
hidrégeno (100). Es asi que la energia inducida de un ensayo oscilatorio es
almacenada elasticamente por el segmento de la cadena polimérica que esta entre
dos puntos de entrecruzamiento, por lo que la densidad de enlaces entrecruzados
(v), se puede calcular directamente utilizando el modelo de Flory y Erman (101) que

predice que, G” viene dada por:

G, = VkBT
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Donde:
kg= Constante de Boltzman
T= Temperatura a la cual se midi6 G’

v= densidad tedrica de enlaces entrecruzados

De esta manera, se calculd teoréticamente la densidad de entrecruzamiento de los
hidrogeles G1 — G7, en la cual los valores se resumen en la siguiente tabla 7. Los
hidrogeles de PAAmM G1 — G3 corresponden a los que varian el contenido de MBAm
en su formulacién, y su efecto se ve reflejado en las propiedades mecénicas,
reoldgicas y de hinchamiento. Los hidrogeles G4 y G5 son los hidrogeles que se
fracturan bajo compresion y tienen una mayor capacidad de hinchamiento en agua.
El hidrogel G6, posee dos tipos de entrecruzamiento generados por la adicién de
MBAmM y los que se generan por la matriz del DCHI. Por ultimo, el hidrogel G7
presenta so6lo entrecruzamientos generado por el DCHI.

Si se relaciona los valores teéricos con las cantidades y el tipo de agente de
entrecruzamiento que hay en las estructuras de los hidrogeles, se ha podido concluir
que afecta a sus propiedades y que a mayor densidad de entrecruzamiento,
aumentan la propiedades mecéanicas, el médulo elastico y disminuye la capacidad

de hinchamiento en agua.

Tabla 7. Densidad de entrecruzamiento tedrico de los hidrogeles G1 - G7.

Hidrogel v (x10%3m3)
Gl 1,303
G2 2,457
G3 3,191
G4 1,179
G5 2,175
G6 4,122
G7 5,452
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se logré obtener derivados de quitosana con acido acrilico
mediante el uso de un agente de acoplamiento. Ademas, se caracterizaron las
propiedades fisicoquimicas y mecanicas de los siete tipos de hidrogeles formulados
basados en acrilamida, &cido acrilico y el derivado de quitosana que, al ser secados
en estufa a 50 °C o hinchados en agua, conservan la forma inicial del molde en el
cual fueron sintetizados. Ademas, la formulacion determina las caracteristicas
morfoldgicas, capacidad de hinchamiento y las propiedades mecénicas finales de
los hidrogeles.

Las morfologias internas de todos los hidrogeles G1 — G7 fueron observadas a
través de micrografias obtenidas por SEM, las cuales confirmaron estructuras 3D
con poros interconectados en todos los hidrogeles sintetizados. El hidrogel que tuvo
el menor valor promedio de tamafio de poro fue G3 con 5,28 um, mientras que G4
tuvo 23,6 um de promedio, siendo estos los tamafios de poros mas grandes en
comparacion con las deméas muestras. G1, G4, G6 y G7 presentaron morfologias
de poros mas uniformes que en comparacion con G2, G3 y G5, en las cuales se

identificaron zonas con poros colapsados.

El efecto en la morfologia debido a las diferentes compaosiciones de los hidrogeles
se vio reflejada en la capacidad de hinchamiento en agua (H). Es asi que para
hidrogeles sélo de poliacrilamida, el que obtuvo mayor capacidad de absorcién en
su estructura es el de menor densidad de entrecruzamiento Es asi que Hg1 > Hgz >
Hes debido a que la cantidad de agente entrecruzante MBAm es mayor para la

formulaciéon de G3.

La fractura mecanica de los hidrogeles al ser comprimidos esta relacionada con la
pérdida de las propiedades de un material. De los siete tipos de hidrogeles
sintetizados, se observé que G4 y G5 se fracturaron al ser comprimidos. Esta baja
capacidad de resistencia a la compresion puede estar relacionada con el alto
contenido de agua de estos hidrogeles, los cual los convierte en materiales mas

blandos que pueden fallar a valores bajos de la carga aplicada.
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El efecto de los derivados de quitosana en la formulacién de los hidrogeles se vio
reflejada en el aumento del médulo elastico, es decir, que la adicion de DCHI mejora
las propiedades mecénicas. Por otro lado, de las propiedades reolégicas medidas
en funcion de los médulos G y G™, varian dependiendo de la composicion de cada
hidrogel. Siendo los hidrogeles G6 y G7 con derivado de quitosana los que

presentaron mayor valor del moédulo elastico G”.

Las propiedades reoldgicas de los hidrogeles se analizaron en funcion de los
mddulos eléstico G” y viscoso G™*, dando un comportamiento elastico predominante
para todos los hidrogeles (G > G™"). Ademas, todos los hidrogeles mostraron un
rango viscoeldstico lineal (LVR), el cual esta relacionado con la estabilidad de las
estructuras en un rango de deformacién por cizalla. Siendo el hidrogel G7, el que
presenta el valor més alto de y.= 79 %. Lo cual indicaria que existe un efecto sobre
la estabilidad estructural del hidrogel cuando el derivado de quitosana actda como

entrecruzador de la matriz de poliacrilamida.

De los ensayos de reologia oscilatorios en funciéon a la frecuencia aplicada, se
concluyd que todos los hidrogeles muestran caracteristicas de geles quimicos.
Ademas, a partir de estos ensayos se calculé la densidad de entrecruzamiento
tedrico de los hidrogeles haciendo uso de la teoria de elasticidad del caucho. De
esta manera se pudo corroborar la alta densidad de entrecruzamiento de los
hidrogeles derivados de quitosana G6 y G7 comparados con los hidrogeles de
PAAM.

Es posible concluir que se puede modular las propiedades mecanicas no solo con
la variacién del nimero de moles usados de agente de entrecruzador, sino también
con el tipo de agente, asi, por ejemplo, utilizar un polimero como la quitosana
produce un efecto importante en las propiedades del hidrogel. Para futuras
aplicaciones en ingenieria de tejidos, que requieren materiales que soporten cargan
y su estructura no se destruya, los hidrogeles derivados de quitosana serian una

opcién a tomar en cuenta.
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9. RECOMENDACIONES

e Se propone investigar mas a fondo el efecto del contenido de agente
entrecruzante para la sintesis de hidrogeles con derivados de quitosana.
Mayor nimero de moles podria ser investigado, de esta manera se podria

seguir mejorando las propiedades mecénicas de dichos hidrogeles.

e También es recomendable investigar ele efecto del agente de acoplamiento,
el cual permite injertar moléculas como el acido acrilico en la estructura de
la quitosana, y de este modo generar puntos de entrecruzamiento con otra

matriz como el PAAmM.

o ElI médulo elastico de compresion se debe calcular como la pendiente de la

zona lineal de la gréafica de esfuerzo — deformacion de los hidrogeles.

e Para los ensayos reoldgicos, se recomienda usar geometrias con base
moleteado para evitar el desliz de los hidrogeles y esto genere datos

erroneos.

e En la presente tesis se ha conocido las propiedades de hinchamiento,
térmicas, mecanicas y reoldgicas de los hidrogeles. Por lo que se
recomienda seguir investigando para poder usar dichas formulaciones de los
hidrogeles derivados de quitosana en potenciales aplicaciones en el campo

biomédico.
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11. ANEXOS

Se estudi6 la morfologia de los hidrogeles a un tiempo determinado de absorcién de
agua y cuando estaban hinchados en el estado de equilibrio (peso constante) con
el fin de conocer las diferencias entre los tamafios de los poros. Esta diferencia se
puede apreciar en las Figuras 43 y 44, las cuales fueron adquiridas con los mismos

aumentos (1000x) a fin de comparacion.
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Figura 43. Micrografia SEM representativa del hidrogel hinchado en el
tiempo (t=5h).
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Figura 44. Micrografia SEM representativa de hidrogel hinchado hasta el

equilibrio.
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