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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La quitina se encuentra ampliamente distribuidaleematuraleza, tanto en el reino
animal como en el vegetal. De hecho es el seguntimgro natural mas abundante,
s6lo superado por la celulosa, por lo que congituyimportante recurso renovable. Se
argumenta que la quitina natural posee un gradacdglacion, DA, de 0,66, es decir,
gue una de cada tres de sus unidades se encudesasetiladas. Queda definido asi el
DA como la fraccion del total de unidades glucasidique estan acetiladas. A veces la
composicidn se reporta en términos del grado daceééitacion, DD (DD = 1 — DA). En
ocasiones estos valores se dan en tanto por ciento.
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Figura 1.2 Representacion esquematica de las cadenas ddulasae(b) quitina totalmente
acetilada y (c) quitosano totalmente desacetila@aimilitud estructural entre ellas resulta evigen

El quitosano es un polisacéarido lineal que se obtgor desacetilacion extensiva de la
quitina y esta compuesto por dos tipos de unidaelstsucturales (N-acetil-D-
glucosamina y la D-glucosamina) distribuidas de enaraleatoria a lo largo de la
cadena. Estas unidades se encuentran unidas sénpee enlaces del tipf(1—4)
glicosidicos. En la Figura 1.2 se muestra la esiracde una quitosano totalmente
desacetilada. Sin embargo, resulta muy dificil det#lar totalmente la quitina, y lo que
usualmente se conoce como quitosano es una faieilipitinas con diferente grado de
desacetilacion, generalmente superior a 0,45.

En este proyecto se estudia los distintos métagogelificacion de hidrogeles de
quitosano para adaptarlos como soporte de célulagspectos relacionados con la
ingenieria de tejidos del cartilago. Deben serbéstaa corto plazo pero biodegradables
a largo plazo en un medio fisiolégico. Ademas, deber facilmente manipulables y
presentar ciertas caracteristicas fisicas en eliomédioldgico que permitan o
favorezcan la aplicacion de estos en la ingendeitejidos, con la particularidad de que
sus hidrogeles son un buen sustrato alimenticionycensumidos rapidamente durante
el desarrollo de las células cultivadas.
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En la formacion del hidrogel de quitosano se eatudistintas fases: disolucion de
quitosano en un medio acido, neutralizacion catirdos agentes basicos (Amoniaco,
NaOH vy glicerofosfato), lavado para alcanzar mdtro (condicion para el cultivo) y

endurecimiento tanto térmico como quimico. Todo eh condiciones para obtener
geles estériles.

El quitosano utilizado en este PFC se encuentrastado solido por lo tanto se debe
disolver para poder gelificarlo después. Se atibm dos acidos: uno fuerte (HCIl) y
otro débil (acido acético), como era de esperadidalucion fue mas rapida en el caso
del HCI. En ambos casos se calentd suavementatdwna tiempo corto para facilitar
su disolucion. Se pudo constatar visualmente gaedebradacion de las cadenas de
quitosano es mas acentuada en el caso de la dsokan HCI.

La neutralizacion en el caso de N NaOH fue a temperatura ambiente, en estos
casos la gelificacion fue en el momento de neaanaly luego se lavd para obtener los
geles a pH neutro. En cambio la neutralizacion ghicerofosfato no produjo su
gelificacién ya que debia ser calentado para qlicgea. Segun varios articulos [1] la
temperatura de gelificacion es 37-39°C aunque sdegyabservar que en este proyecto
la temperatura de gelificacion no era menor de @0e%to es debido a que nuestro
quitosano tenia un grado de desacetilacion enfre 8%, y en la bibliografia utilizaba
quitosano de grado de desacetilacion del 95%. &astar el pH neutro de los geles
neutralizados con glicerofosfato se utilizo un pkhme un bafio de hielo para impedir
que gelificara. Al formar tampdn el glicerofosfdes una base débil) en la disolucién,
el trabajo de ajustar el pH era lento y pesado.

El lavado sdlo se llevo a cabo con los geles nkzddios con amoniaco y sosa caustica,
Los geles formados tenian un pH basico, se corsedgdnzar el pH neutro cambiando
el agua destilada de lavado cada vez que se lsatlato se comprobaba con un papel
tornasol y cuando alcanzaba un pH muy basico (J&éd4olvia a cambiar el agua de
lavado.

El endurecimiento surgio debido a la necesidadidenar geles con mayor resistencia
mecanica (rigidez), se estudio dos métodos: umaidéry otro quimico. El tratamiento
térmico consistié en introducir el gel ya neutratia en un bafio con agua destilada a
100°C durante 1 o 2 horas, sin conseguir aumeigaifisativamente sus propiedades
mecanicas. El tratamiento quimico se llevo a caborebafno de sosa al 20% durante 30
minutos a 1 hora. Este tratamiento resulté efeqiss@ endurecer considerablemente su
rigidez como se muestra en el desarrollo del pitoyec

La esterilizacion se consiguio lavando los gelesardiciones estériles, ya que antes al
tener un pH tan basico, no permitia que se defmaokualquier contaminante
bioldgico (gérmenes, suciedad...).

Una vez disueltos, neutralizados, lavados y emitiws (en los casos que se endurecio)
los geles estaban preparados para caracterizadosmedio de un ensayo de
compresion en una maquina Instron. Para ello da gatlformado se obtuvo como
minimo 6 muestras, de las que se calcul6 el pranash su error tipico y desviacion
estandar de los médulos de tension.
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Con los resultados obtenidos de la maquina Insteodeterminaba el modulo inicial
ademas de otros datos relevantes por medio deatamiento matematico. En nuestro
PFC el valor buscado de maddulo inicial era déd NMega pascales, a lo largo del
proyecto se determind que daban un valor inferlorequerido, incluso cuando se
endurecia por medios térmicos (calentando a 100P&hte 1-2 horas) o quimicos (bafio
de NaOH al 20% durante 1 hora).

Por dltimo se hizo un experimento tentativo de ivoltde células en el que se

depositaron para estudiar su desarrollo. El redoltae que se desarrollaron menos del
10% de las células depositadas, aunque el pH heageo.

OBJETIVOS

El objetivo de este PFC es estudiar los procesageliiicacion de los hidrogeles de
quitosano y su aplicacion en la ingenieria de ésjidPara que puedan aplicarse deben
cumplir una serie de requisitos como de un pH giRg resistencia a la tensién (rigidez)
de 400 kilo pascales (0,4 Mega pascales) en el lmoahicial. Estos hidrogeles
biocompatibles, deberan de ser estables a corzo pkero biodegradables a largo plazo
en un medio fisioldgico.

Estudiamos distintas concentraciones de quitosaddeyentes neutralizantes, en un
esfuerzo para encontrar las condiciones mas idoseda preparacion de hidrogeles.
Ademas se intenta conocer como afecta a su caracién mecanica, consistencia y
degradacion, asi como el efecto del almacenamiento.

En definitiva un principio de estudio para la fatuaplicacion del quitosano en la
ingenieria de cartilago.

ANTECEDENTES

2.- METODOS DE OBTENCION DE OQUITINA Y
QUITOSANO

2.1.- OBTENCION DE QUITINA

La quitina comercial se extrae a partir de desed®scrustaceos de la industria
pesquera, siendo las principales fuentes los camaea de cangrejo, camaron,
langostino y langosta. Las técnicas de extracogontadas son muy variadas, pues
dependen en gran medida de las caracteristicasfderite, ya que como se aprecia en
la Tabla 1.1, la composicién del material de partidria notablemente de una especie a
otra. La mayor parte de las técnicas desarrolldeéasansan en procesos quimicos de
hidrdlisis de la proteina y la remocién de la matémorganica. Algunos incluyen un
paso de decoloracion de la quitina extraida, mégliana extraccion con solvente o la

8
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oxidacion de los pigmentos remanentes. Estos me&totliizan generalmente grandes
cantidades de agua y energia, y con frecuencidud@n a desechos corrosivos. En la
actualidad se investigan tratamientos enzimationsocuna alternativa prometedora. A
tal efecto se han reportado procesos que utilizdracos enzimaticos o enzimas
aisladas y fermentaciones microbioldgicas, pero sitina eficiencia de los métodos
quimicos, fundamentalmente en lo que respectabni@nacion del material inorganico

[4].

Tabla 1.1 Composicion quimica de algunas fuentes de materimap para la obtencion de
quitina/quitosano [2].

Composicion Quimica (%)

Origen
Humedad Proteinas Cenizas Lipidos Quitina
Caparazones de jaiba ¥
cangrejo
. Callinectes sapidus 46.8 7 38.5 0.4 7.3
e Paralithodes
camischaticits 50 11 23 0.5 155
. Chionectes opilio = 10.3 57.9 1.35 26.65
Camaron (langostino)
. Penaeus spp.
Cabeza 77.04 12.9 5.2 2.06 2.8
Cascara 65 221 9.2 0.5 6.2
Krill
. Euphasia supeirba - 41 23 11.6 24
Langosta
o [inmuparus trigonus 135 17.0 54.7 === —e
o Panulirus argus® 11.8 11.0-14.0 55.0 - 10.6
Pluma de calamar
e  Dosidicus gigans
(calamar gigzante) 60 2416 0.4 0.26 18.9
e [oligo spp.
(calamar comiin) 50 32.75 025 --- 17 [3]

En general los procesos de obtencion de quitineeakizan mediante los siguientes
pasos consecutivos: acondicionamiento de la mapeiiaa, extraccion de la proteina
(desproteinizacion), eliminacion de las impurezagrganicas (desmineralizacion), y
decoloraciéon de la quitina obtenida. A continuacénbrindara una breve informacion
sobre cada uno de estos procesos. Una descrip@éndatallada de los procesos de
obtencion de quitina y de quitosano se puede eraragrt la bibliografia [5-7].

] _&3—? ® @ Q@ )
a) Reduceitn de tamanio

b) Desproteinizacion (MaOH diluido)
¢} Desmineralizacion (HC1 diluido)

Cuitina
a) Desasacetilacion (NaCQH concentrado o enzimaitica

b} Lavado con agua

Hojuelas de guitosano

ah Disolucion con acidos

by Filtracion

o) Deshidratacion
Meolienda

Quitosano en polvo Sales de quitosano

Foto 1.1.- Fases en la obtencion de quitigaitosano.
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2.1.1.- Acondicionamiento de la materia prima

Consiste en el lavado con agua de los caparazopescesar y separacion de la masa
que pueda quedar adherida a los mismos. Posteriterse procede a su molienda hasta
el tamafio de particulas adecuado para la extracqiée generalmente es de varios
milimetros.

2.1.2.- Desproteinizacion

El procedimiento mas comunmente utilizado para résimizar consiste en tratar los
caparazones de los crustaceos con una soluciosadilaida de NaOH a temperatura
mas bien alta (65-100°C), con el fin de disolvepiateina. El tiempo de tratamiento
suele variar entre media hora a 72 horas. En ouesice prefiere realizar dos
tratamientos consecutivos por tiempos cortos. Hegytgner en cuenta que tratamientos
por largo tiempo o a temperaturas muy altas pupderocar ruptura de las cadenas y la
desacetilacion parcial del polimero. También seutdizado otros agentes para extraer
la proteina, entre los cuales se mencionan losesitas: NaCO;, NaHCQ, KOH,
Ko.COs, Ca(OH), N&SG;, NaHSQ, NasPO, y N&S [5].

Los procesos de desproteinizacion usando extrartpsnaticos o enzimas aisladas y
fermentaciones microbiol6gicas se han probado etativo éxito, pero la alternativa
del tratamiento enzimatico/microbiologico, adema&s adnsumir largo tiempo, suele
dejar de 1-7% de proteina residual [8].

2.1.3.- Desmineralizacion

El principal componente inorganico de los caparagate los crustaceos es el CaCO
el cual se suele eliminar empleando solucionesidditu de HCI (hasta 10%) a
temperatura ambiente, aunque también se han dblinros acidos (HN§) CHOOH,
HNO;, H,SQO,, y CH;COOH). La concentracion del acido y el tiempo deamiento
dependen de la fuente, pero deben evitarse |laarientos a temperaturas mas altas,
gue provocan la degradacién del polimero [5]. @tamiento alternativo para disminuir
la degradacion consiste en el empleo del agenten@efmnte EDTA (acido
etilendiaminotetracético) [9].

2.1.4.- Decoloracion

La coloracion de los caparazones de crustaceosebe tlndamentalmente a la
presencia de pigmentos tales como la astaxanditantaxaxtina, el astaceno, la luteina
y el B-caroteno. Los tratamientos anteriores generalmemtson capaces de eliminar
estos pigmentos, los que suelen extraerse a tetmaerambiente con acetona,
cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o mezsdasolventes [6]. También se han
empleado agentes oxidantes tradicionales, como@] @.5-3%) y el NaClO (0.32%),
aungque debe tenerse presente que éstos suelem kamogrupos aminos libres e
introducir modificaciones en el polimero. En caparees fuertemente coloreados, como
el de la langosta comun, se ha reportado la utibraexitosa de tratamientos con
mezclas de acetona y NaOCI a temperatura ambitde |

10
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2.2.- OBTENCION DE QUITOSANO

La desacetilacion de la quitina se lleva a cabohpnolisis de los grupos acetamida en
medio fuertemente alcalino, a altas temperaturasetalmente la reaccion se realiza en
fase heterogénea empleando soluciones concentded&aOH o KOH (40-50%) a
temperaturas superiores a 100°C, preferiblementgne@sfera inerte o en presencia de
sustancias reductoras como el NaRHel tiofenol para evitar la despolimerizacion del
polimero. Las condiciones especificas de la reacd&penderan de diversos factores,
tales como el material de partida, el tratamiemevip, y el grado de desacetilacion
deseado. No obstante, con un solo tratamiento imd¢akel maximo grado de
desacetilacion alcanzado no suele sobrepasar dal 83%0. Tratamientos prolongados
suelen provocar la degradacion del polimero siduttgise en un aumento sensible del
grado de desacetilacion [11, 12].

Al igual que la celulosa, la quitina es un polimgsemicristalino, de manera que cuando
la desacetilacion se realiza en fase heterogénearekrccion tiene lugar
fundamentalmente en las regiones amorfas. La @aam condiciones homogéneas
permite una modificacion mas uniforme del polimgree realiza sobrélcali quitina

La misma se obtiene sometiendo una suspensionnalaé quitina a tratamientos de
congelacion-descongelacion hasta producir una igmlacuosa de quitina en hidréxido
de sodio [13]. La desacetilacion homogénea se kewabo a concentraciones de alcali
méas moderadas (alrededor del 30%), a 25-40°C gqoptis de 12 a 24 horas [14].

Se ha podido demostrar que mientras que los guoibssabtenidos en el proceso
heterogéneo presentan polidispersion en cuantoadbgle acetilacion de sus cadenas,
las obtenidas por via homogénea tienen todos laaat®mposicion [15].

En la actualidad se exploran otros métodos masdoses para desacetilar la quitina
con el uso de radiacién con microondas [16] o d&mnientos termo-mecanicos [17],
entre otros.

2.2.1.- Obtencion quitosano de langosta comun

Ya hemos mencionado antes que las plantas procasat®langosta comuRgnulirus
argus generan una gran cantidad de residuos, fundahrentee el cefalotdrax, que
constituye una fuente potencial de quitina y quaitms Por esta razon diversos
investigadores se han dedicado, desde hace m&saf®8, al desarrollo de métodos de
obtencion y caracterizacion de estos polimerosegtadiar su aplicacion en diversas
esferas.

El método para la obtencion de quitina que es oljet esta invencion consiste en
utilizar los caparazones de langostas limpios, dosliy secos, tratarlos con etanol
varias veces hasta lograr la eliminacion total ate digmentos, someter el material a
sucesivas extracciones con hidroxido de sodio ala3%una temperatura entre 80 y
120°C vy tratarlo con acido clorhidrico 1N en fifith.s6lido obtenido en la fase anterior
se somete a purificacion utilizando permanganatpalasio al 2% durante un tiempo
de 10-12 horas y regenerando el material con ltisulé sodio en medio &cido diluido

o utilizando una corriente de cloro producido peaccion entre permanganato de
potasio y acido clorhidrico. Por ultimo, se realigaa purificacion final del producto

mediante disolucion en acido clorhidrico concerdragbrecipitacion sobre agua fria, se

11
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filtra al vacio, se lava y se seca. De esta masei@btiene una quitina de color blanco
hueso con un bajo contenido de ceniza8.2%) que se utiliza actualmente en diversas
aplicaciones farmacéuticas y cosméticas.

En la Tabla 2.1 se muestra la influencia de distinparametros del proceso de
obtencion de quitosano a partir de quitina por medrios tratamientos alcalinos [11].

De la tabla se desprenden dos conclusiones impestaa) que existe un compromiso
entre el grado de acetilacion y el peso molecuelds, es decir, mientras mayor es la
desacetilacion alcanzada, menor es el peso motegulegestras C a F), y b) que dos
tratamientos consecutivos por corto tiempo sonepitdés si se desea obtener una
muestra mas desacetilada, con menor afectaciépedel molecular (muestras A y B).

Como era de esperar, al disminuir la concentracdi®@rNaOH se obtienen mayores
grados de acetilacion para un mismo tiempo dartrignto (comparar la serie D-F con

la serie G-1).

Tabla 2.1 Caracteristicas de las muestras de quitosano [11].

. Tiempo de Grado de 1 C1nd
Muestta y idrelisis nin)  Acefilacién (%6)” W 4L-8 My 10

A 15+ 15 338 0.69 117
B 10 +10 38 1.05 2.05
C 90 42 0.51 0.79
D 20 15.6 1.45 3.32
E 15 14.2 1.69 4.0

F 5 28.4 1.65 3.98
G 20 218 1.53 3.54
H 15 275 1.61 3.8

I 5 51.1

Tabla 2.2 Caracteristicas de las muestras de quitosano dagepor hidrolisis de la quitina con
NaOH al 50% durante 120 minutos [13].

Mucstra Temperatura Grado dc ) 4
%cr; Acetilacién (%) ") 9L/8 M, -10
J 60 289 1.62 40
K 80 17.1 1.38 3.
L 100 3.7 1.26 2.7
M 120 5.7 0.73 1.3
N 110 3.8 0.73 1.3

El efecto de la temperatura de hidrélisis sobre@ngarametros se reporta en la Tabla
2.2, donde se aprecia que la temperatura desempegapel analogo al del tiempo. Es
decir, para un mismo tiempo de tratamiento, al axtanda temperatura disminuye el
grado de acetilacion, pero también lo hace el pgslecular. Este compromiso, a tener
en cuenta en el disefio de cualquier proceso de@btede quitosano por hidrélisis
alcalina, ha sido reportado también posteriormpateadiversos investigadores [12].

Tabla 2.3Condiciones de reaccion en la obtencion de quitigaitosano [16].

Etapa Proceso™ 7 Conc. (.‘on('.v ) Relacion Temp. (°C) Tiempo
NaOH (%) HCI(N) solido:liquido (min)
1 Acondicionamiento Lavado y molida del cefalotérax a particulas de 0.5 a 2cm’
2 Desproteinizacion 0.5-2.0 1:3-1:10 40 -100°C 30 -60
3 Descarbonatacion - 1.0-2.0 1:5 Ambiente 30-120
4 Tratamiento Basico 05-20 1:5-1:10 70-100 30-60
5 Desacetilacion 45 - 50 1:6-1:10 80 -90 30-120

*El tratamiento basico se realiza sélo si el producto final es la quitina.

12
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Posteriormente se desarrollé un procedimiento camdncillo y flexible en el cual se
utiliza el desecho de langosta en su conjunto yd@uebtenerse simultaneamente
proteina con buenas caracteristicas y propiedatesohales para el consumo humano,
y quitina 0 quitosano segun se requiera, siendiblgoecuperar ademas CaGCO, y

un extracto alcohdlico con propiedades tensoactizhsétodo es ademas ajustable a
las caracteristicas de la materia prima iniciaby tequerimientos del polimero final,
tales como grado de acetilacién y peso molecularléETabla 2.3 se muestran las
condiciones generales reportadas en la bibliogfafippara obtener quitina o quitosano
a partir de cefaolotérax de langosta fresco y hiomed

Desaretilacidn
ety | Quitano
Exo-ssqueleto 1] Desproteinacion Quitin
| L A -
de crustdceos ) Descaleificacidn
3 Cuitosano
Desacetilacidn
parcial

Foto 1.2.- Esquema de la obtencién de quitosanaitargp a partir de esqueleto de
crustaceos (como el camaron o la gamba).

3.- CARACTERIZACION DE LA QUITINA Y
QUITOSANO

Tanto la composicion de las cadenas de estos poneemo sus dimensiones suelen
variar en dependencia del material de partida yladeigurosidad del método de

obtencion, por lo que la determinacion del gradaahilacion y su masa molecular son
dos parametros de obligatorio conocimiento paraatarizar una muestra de estos
polisacéaridos, ya que ambas tienen una gran incigeen sus propiedades. Otras
caracteristicas, tales como la polidispersidad udenasa molecular, el contenido de
humedad, su solubilidad y el por ciento de cengmas también interesantes. Para las
aplicaciones en la alimentacion, la medicina y fia, el contenido de metales
pesados, endotoxinas y proteinas, entre otrogrssel objeto de determinacion.

3.1.- DETERI\/IINACION DEL GRADO DE ACETILACION
IDESACETILACION.

Se han desarrollado numerosos métodos para detergligrado de N-acetilacion de

estos polimeros basados en diversas técnicas, lastrgue se pueden mencionar la
espectroscopia infrarroja [12], espectroscopia RtNproton [19], la potenciometria

[7] y la espectroscopia UV primera derivada [20,20fras técnicas alternativas
incluyen el analisis elemental [5], el analisisnti@mo [22] y la cromatografia de

permeacion de gel [23]. Estas técnicas se encuehiem descritas en las referencias
sefaladas, ademas de estar revisadas en divénrass[h, 21].
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4.- PROPIEDADES DEL QUITOSANO

Las propiedades de la quitina y el quitosano degemiincipalmente de la fuente de
obtencion y el método de preparacién y estos potisnelifieren entre si por su
distribucion, masa molecular y grado de acetilacion

4.1 GRADO DE ACETILACION.

Quimicamente, la quitina y el quitosano son potighaminas que son distinguidas
solamente por el grado de la acetilacion de lopagamino. Las quitinas tipicas tienen
generalmente grado de acetilacion entre 70-95%cquesponde a un contenido de
acetilo de un 15-20.7% mientras que los quitosdieoen comunmente un grado de
acetilacion entre 15-25% que corresponde 3.2 ¥bdel contenido de acetilo. El grado
de acetilacion es probablemente el parametro mperiamte de estos polisacéaridos y
determina grandemente sus caracteristicas funemydisioldgicas.

Los factores que afectan el grado del desacédftiiaoicluyen: concentracion del
alcali, tratamiento previo, tamafo de particuléa gensidad de la quitina. Los ultimos
dos factores afectan el indice de penetracionldali &n la region amorfa y en cierto
grado también en las regiones cristalinas del mbnnecesitadas para que la hidrélisis
ocurra. En la practica, el nivel maximo de destmmén que se puede alcanzar en un
solo tratamiento alcalino es cerca de 75-85%.

El grado de acetilacibn es muy importante pararadst un producto soluble,
aunque también influye la distribucion de los gaupoetilo.

4.2 PESO MOLECULAR Y VISCOSIDAD.

Otros parametros importantes son el peso molegularviscosidad asociada.
Como el quitosano es obtenido de la quitina poracEdacion alcalina, el peso
molecular tiene un promedio mas bajo al extendgeseralmente entre 1xtBx10
Da. El quitosano exhibe una amplia gama de visadss en los medios acidos diluidos
gue dependen principalmente de su peso molecukarviscosidad relativa de los
quitosanos de alta viscosidad es comparable cuisdasidad de las gomas guar o del
tragacanto.

El quitosano es un producto altamente viscosdairailas gomas naturales. La
viscosidad puede variar de 10 a 5000cp. En soludébido a su comportamiento
polielectrolitico, en dependencia de la fuerzadardel medio, se comporta de manera
diferente, lo cual influye notablemente en la vesdad de la disolucion. Debido a la
alta viscosidad del quitosano en sistemas de pHb plede emplearse como espesante,
estabilizante o agente de dispersion.[26,27].

La quitina microcristalina producida por hidrdgigiontrolada de acido puede ser
conveniente para el uso como estabilizante y egpgesa alimentos. La viscosidad y la
estabilidad de la emulsiéon de la quitina microafia es de 10 a 20 veces mayor que la
de la celulosa cristalina lo que lo hace conveprigmara los usos en mayonesa,
mantequilla de cacahuete y otros alimentos tipolsiom
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4.3. SOLUBILIDAD.

Como en la quitina, el grado de cristalinidad ye$tructura molecular son los
factores dominantes de la solubilidad subyacerde,fuerza mecanica, y otras
caracteristicas funcionales del quitosano.

La solubilidad y la viscosidad del quitosano dejgn del grado de
desacetilacion y degradacion del polimero, perdi@mpuede verse incrementada por
la adicion de formaldehido, cloruros de acilo, dridbs de acidos o sales de metales
alcalinos. Esto es debido al entrecruzamiento deras que da lugar a un polimero de
mayor peso molecular; estas soluciones acuosdsarges no pueden ser dispersadas ni
disueltas por adicién de agua.

Mientras que la quitina es insoluble en los sdk®rcomunes, el quitosano es
soluble en acidos minerales y organicos diluiddgjutosano no es soluble a pH > 6.0
y funciona solamente en sistemas &cidos, siendopuopiedad relevante para su
aplicacion en alimentos. Debido a la alta densdiadtargas positivas el quitosano se
comporta en soluciones &cidas acuosas como unacuteléolicationica. Este
comportamiento no es tipico para la quitina debida alto grado de acetilacion.

El quitosano es insoluble en$0, y de solubilidad limitada endRO,. Ademas
es soluble en mezclas de alcohol y agua.

4.4. BIODEGRADABILIDAD.

Como un polimero de interés en sistemas alimestida biodegradacion de la
quitina y el quitosano es una propiedad importpara ser considerada porque muchas
de las aplicaciones en alimentos se relacionastdieindirectamente con la capacidad
de las enzimas para despolimerizarse. Solamenteioldegradabilidad no es una
caracteristica relevante de estos biopolimerosyitama no toxicidad de la degradacién
de los productos, es lo mas significante paraphsaziones biomédicas y alimenticias.

El quitosano es bioabsorbible y biodegradable.eyha demostrado que es

lentamente degradado principalmente por las enzquagsinasas Yy lisozimas; con las
primeras, la biodegradacion sucede hasta en uny&%sta en un 35% con lisozimas.
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5.- APLICACIONES DEL QUITOSANO
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Por sus naturalezas catidnica en soluciones aaigasle confiere propiedades unicas
relativas a otros polisacaridos, la industria détagano y algunos de sus derivados se
han estimulado internacionalmente, encontrandosamplio universo de aplicaciones.

5.1.- APLICACIONES BIOMEDICAS.

Este biomaterial ha sido ensayado para multiplésaamones biomédicas, facilitando el
proceso de cicatrizacion en heridas, lesiones pemqduras y la recuperacion de
lesiones cutaneas cronicas; sus efectos han sidciadss con la activacion de
macrofagos, estimulacion de fibroblastos activaciitogénica y facilitacion de

adhesion intercelular. Es esta aplicacion la quesedesarrollar en este proyecto.
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PARTE EXPERIMENTAL

6.- PROCESO DE OBTENCION DE HIDROGELES
DE QUITOSANO

6.1.- INTRODUCCION.

En este proyecto se pretende obtener hidrogelegittssano aptos para ser empleados
como soporte de células en aspectos relacionadodacingenieria de tejidos del
cartilago. Estos hidrogeles biocompatibles, debdeser estables a corto plazo pero
biodegradables a largo plazo en un medio fisiomgRor este motivo empleamos
quitosano como matriz polimérica de los hidrogeledemas, deben ser facilmente
manipulables y presentar ciertas caracteristicsisai en el medio fisiolégico que
permitan o favorezcan la aplicacion de estos endanieria de tejidoObviamente,
existen varias matrices poliméricas muy comunese quesentan todas estas
caracteristicas, como por ejemplo, colageno o agar®in embargo, a diferencia del
guitosano, sus hidrogeles son un buen sustratoemfiolo y son consumidos
rapidamente durante el desarrollo de las célulbivadas.

Durante el desarrollo de este proyecto fin de car(@FC) estudiaremos distintas

concentraciones de quitosano y diferentes proagsagelificacion, en un esfuerzo por

optimizar las condiciones para la preparacion @badi hidrogeles. Por consiguiente,

estudiamos distintas concentraciones de quitosahi@rentes procesos de gelificacion,

en un esfuerzo por encontrar las condiciones niaseds para la preparacion de dichos
hidrogeles.

El proceso utilizado en el PFC para la obtencidéeste tipo de hidrogeles, consiste en
neutralizar disoluciones acuosas acidas de quibodariferentes concentraciones. Esta
neutralizacion produce la gelificacion de estasldiones acuosas, pues el quitosano
no es soluble en agua a pHs neutros o basicos.

Por consiguiente, en este PFC se estudian prinogudé:

1°.- el efecto de diferentes concentraciones dwospno y 2°.- el efecto de distintos
agentes neutralizantes en la preparacion de hig®gm®mn unas caracteristicas que
permitan aplicaciones futuras en aspectos relagdamaon la ingenieria de tejidos del
cartilago.

Para optimizar el rango de concentraciones de gantque conduce a la obtencion de
los hidrogeles mas adecuados se procedié de lesigumanera: En primer lugar se

emplearon concentraciones de quitosano muy dikes€it 2, 3, 4 y 5%) para establecer
un rango de concentraciones mas estrecho (1 — 28%)dgspués se estudio mas
detenidamente, empleando concentraciones mas Emi(d, 1.25, 1.50, 1.75 y 2%)

hasta encontrar un estrecho rango éptimo para fenolbn de hidrogeles con las

caracteristicas deseadas.
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Cada una de las disoluciones de diferente con@édrale quitosano fue neutralizada
con tres agentes neutralizantes distintos, paexrdatar no solo un estrecho rango de
concentraciones Optimo sino también el agente al&dante mas adecuado.

Segun el agente neutralizante empleado, la formadéb hidrogel se produce bien a
temperatura ambiente o a temperaturas mas elevadas.

Para la obtencion deidrogeles a temperatura ambienteempleamos como agentes
neutralizantes:

1.- disoluciones de NaOH 0.1 — 1 M que producerralgida gelificacion de las
disoluciones de quitosano a pHs > 7.

2.- amoniaco gaseoso en muy bajas concentraciomespopduce una gelificacion
mucho mas lenta pero también mas homogénea quel ease anterior 1. Los
subproductos de estas dos neutralizaciones 1 y@&se de NaOH y NIDH y
pequeiias cantidades de NaCl y/S8H respectivamente, se eliminan eficazmente en el
proceso de lavado de los hidrogeles.

Cuando se utiliza glicerofosfato disddico como agereutralizante, la formacion del
hidrogel no se produce a temperatura ambientecahzhr pH neutro o fisiologico, sino
que es necesario calentar la disolucion acuosaatieatla para que se produzca su
gelificacion. Un ejemplo ideal, seria conseguir ollisiones neutralizadas que
gelificasen simplemente al calentarlas hasta lgpéeatura corporal humana de 37°C.
Afortunadamente, los subproductos de la neutramacprincipalmente cantidades
apreciables de acido glicerofosforico, no altelignicativamente el medio fisiologico
y por tanto no afectan al cultivo de células, ya& dos hidrogeles obtenidos con
glicerofosfato no se someten a ningun procesow@ltao purificacion.

6.2.- PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE QUITOSANO.

El quitosano es el derivado principal de la quitipae puede ser obtenido mediante un
proceso quimico sencillo de desacetilacion. Baje #mino se agrupa una familia de

co-polimeros que se diferencian principalmente legrado de desacetilaciéon y en el

peso molecular.

En este PFC emplearemos siempre quitosanos de pesesulares medios y con
grados de desacetilacion > 75%.

La quitina esta compuesto por amino azlcares uradtye si por enlaces glicosidicos
B(1—4) formando una cadena lineal de unidades de N-2eamino-2-desoxi-D-
glucosa algunas de las cuales se encuentran destaet

El quitosano es un polisacéarido lineal que se obtgor desacetilacion extensiva de la
quitina y estd compuesto por dos tipos de unidadisacturales distribuidas de manera
aleatoria a lo largo de la cadena, la N-acetil-legbamina y la D-glucosamina, las
cuales se encuentran unidas entre si por enlacBpalf(1—4) glicosidicos.
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La desacetilacion de la quitina para producir cgaita se produce mante la hidrélisis
del enlace amida de sus grupos acetan

=0
CHy
1] o0&l 0H
0 0, -~
Ho HO! “Ho
e
Quitzsano

El quitosano nas soluble en agua a pHs neutros o b4, pero sique se disuelve
pHs &cidos,debido a que sus grupos amir—NH,) forman las sales de amor
correspondientes (-Nf. A concentracionesnoderadas (< 6%), resulta facilme
soluble en &cidos acuosos diluidos, tales comacacgticido clorhidrico dildos.

Normalmente, en este PFdisolvemos el quitosano (1 - 5% acido acéticacuoso al
0.5% o en &cido clorhidrico 0.1 Es importante evitar concentraciones mayore
acido pues durante la realizacion de este PFC msdocomprobar experimentalmel
gue producen una degradacion significativa de daeras de quitosano (disminuc
de su peso molecular).

A pesar de utiliar en este PFC quitosanos de pesos molecularesosneds
disoluciones obtenidas presentan viscosidadesddsyaiendo particularmente alta
partir de concentraciones > 2Para concentraciones de quitosano de hasta ea
temperaturas moderadas 4 - 60°C la agitacion magnética resulta efi permitiendo
obtener disoluciones que se conservan totalmenteod@neas durante varias hore
5°C (tiempos o temperaturas de conservacion mas elevadaucen disminucions
significativas del peso moleculdel quitosano). Para las mayomcentracione(4-
5%) la agitacibn magnética puede resultar impo, incluso a temperaturas elevau
(60-80°C), por lo que en estos casos empleamos agitacion macDebido a las
viscosidades tan elevadas, la prepién de las disoluciones mas concentradas
puede resultar tediosa y suefien resultasompletamente homogéne

19



Universidad de Zaragoza Septiembre 2010

La siguiente fotografia muestra disoluciones regéparadas de quitosano (de peso
molecular medio) al 1% en acido acético del 0.5%ny acido clorhidrico 0.1M,
obtenidas con agitacion magnética a 40°C -60°C spuiss enfriadas a temperatura
ambiente 25°C.

Para acelerar el proceso de disolucion del quitbesnacido acético 0.5% o en acido
clorhidrico 0.1 M, empleamos temperaturas modera®€ - 60°C para obtener

disoluciones totalmente homogéneas en tiempos sal¢o5 — 15 minutos. En estas
condiciones, las cadenas de quitosano no se degaapdaciablemente, incluso si estas
disoluciones se guardan varias horas en frigoriice°C (< 24h). Condiciones mas
drasticas de disolucion (tiempos o temperaturasonegayo concentraciones de acido
mas elevadas) o el almacenamiento prolongado delisaduciones, conducen a la

degradacion de las cadenas quitosano. La dismimuw#osu peso molecular en estas
condiciones resulta muy evidente, debido a quaslaiducion de la viscosidad de las
disoluciones se aprecia facilmente a simple vista.

Como puede observarse en la siguiente fotografieudeo disoluciones de quitosano
del 1% al 1.75% en &cido clorhidrico 0.1 M a 2386, disoluciones preparadas en estas
condiciones moderadas, resultan incoloras y totaen&ransparentes y homogeéneas,
hasta concentraciones de quitosano del 2%.

A concentraciones > 2%, su opacidad y viscosidadeatan con la concentracion,
llegando a presentar un aspecto similar a un gatwfechoso, tal y como puede
observarse en la siguiente fotografia de una digmude quitosano al 4% en acido
clorhidrico 0.1M a 25°C.
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En esta misma fotografia puede observarse claremenoe la disolucion presenta
coloracion marrén claro. Esto es debido a que ibspno comercial lo empleamos tal
y como se recibe sin ser sometido a ningun prodesaurificacion. La purificacion de
guitosano puede resultar muy tediosa si el labocatm dispone de técnicas especiales
como liofilizacion.

Las disoluciones de quitosano de concentraciones distintas presentan diferencias
muy notables a simple vista. En particular, lasceotraciones extremas presentan un
aspecto poco idoneo para la obtencién de hidrogeledas caracteristicas requeridas,
bien por su baja viscosidad y excesiva diluciom¢emtraciones < 1%) o su elevada
viscosidad y falta de homogeneidad (concentracion2s3%). De hecho, las de < 1%
no gelifican o producen geles muy débiles que pierdacilmente su cohesion
resultando imposibles de manipular. Mientras qeel&a> 2-3% generan hidrogeles que
mecanicamente se parecen a elastdmeros resisteitesres a gomas de caucho
(como el caucho de una tetina de cuentagotas)

Por el contrario, en las disoluciones de quitosggooncentraciones parecidas (entre el
1y el 2%) aunque pueden apreciarse diferenciassdesidad, resultan muy similares y
practicamente todas generan hidrogeles casi idpuenscualquiera de los tres agentes
neutralizantes empleados en este PFC.

6.3.-NEUTRALIZACION DE LAS DISOLUCIONES DE
QUITOSANO.

La neutralizaciéon de las disoluciones acidas déogano se realiza con tres bases o
agentes neutralizantes acuosos, dos bases fubla€3 y NHOH (realmente se
emplea amoniaco gas que al disolverse en la disolacuosa genera NBH) y una

sal basica, glicerofosfato disoddico. Las dos prandrases se emplean en exceso, por lo
gue el hidrogel obtenido es fuertemente basicobe die someterse a un proceso de
lavado hasta que alcanza pH 7. En el caso dekglasfato, la sal basica se afiade hasta
conseguir que la disolucion de quitosano presedt&.fEn este caso, la gelificacion se
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produce al elevar la temperatura de la disoluceéutralizada y el hidrogel obtenido se
emplea como tal, sin proceso de lavado.

Con NaOH y NH, la neutralizacion se realiza a temperatura anidignen reposo
absoluto. Sin agitacién, la velocidad de neutralima viene determinada
principalmente, por la velocidad de difusion dédse en la disolucion de quitosano. A
medida que las capas exteriores de la disoluciGqudesano se neutralizan se produce
su gelificacion. La difusion de los iones basicdsaaés del hidrogel resulta mas lenta
que en la disolucion acuosa. . Por consiguientegldralizacion y gelificacion de las
capas internas de la disolucidon de quitosano pgadducirse mas lentamente que la
gelificacion de las capas externas. Sin embargomobke podido constatar
experimentalmente que ocurre justamente lo cooirdal y como se explica mas
adelante.

La lentitud del proceso resulta particularmentepi&, cuando se emplea pNHEsto es
debido, a que antes del lento proceso de difusida disolucion y gel de quitosano, las
moléculas de NEldeben de difundir desde la fase gaseosa a laudiénl acuosa a
través de la interfase. El proceso resulta muyleyd que se emplean como fuente de
NH3; pequefas cantidades (50 - 100 mL) de disolucideedsH,OH muy diluidas 0.1 —

1 M.

En el caso del glicerofosfato, la neutralizaciorlleea a cabo con agitacién vigorosa,
resultando relativamente rapida a bajas tempesa(@C), ya que temperaturas mas
elevadas favorecen la gelificacion.

6.3.1.- Neutralizacion con NaOH acuoso.

La neutralizacion con NaOH es evidente e inmed@ey Unicamente permite obtener
hidrogeles homogéneos de pequefio tamafio. Por gemplmuy conveniente para
gelificar pequefas gotas o hilos de disolucionuwgano.

Normalmente, se realiza a temperatura ambienieartdo disoluciones de NaOH 0.1 -
1M. La neutralizacién se realiza poniendo cuidadwsde en contacto la disolucién de
quitosano con la de NaOH. Como la densidad de awlisakiciones es similar, estas
tienden a mezclarse desordenadamente, produciaddmgéles poco uniformes y de

geometrias no deseadas. Unicamente, cuando se asmpégjueiios volimenes de
disolucién de quitosano como gotas, lentejas oshila gelificacion se produce

uniformemente, conservandose la geometria. Comesgésor de estos objetos es
pequefio, la gelificacion es uniforme e inmediata gliminacion del exceso de NaOH

de estos pequefios geles se produce también rapittame

En nuestro caso, introducimos la disolucion decgaibo en los pequefios pocillos de
unos 2-3 cm de didmetro de una placa petri de giokao (PS) y sumergimos esta
placa lenta y cuidadosamente en la disolucion d@HNELOOmL). En algunas ocasiones
la disolucion de quitosano queda adherida al P@gmeeciendo sumergida sin perder la
forma. En estas raras ocasiones la gelificaciopreduce uniformemente para obtener
geles cilindricos de 2-3 cm de diametro y unoschSde espesor. Pero generalmente,
en la mayor parte de los casos la disoluciéon deosamo tiende mezclarse con la de
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NaOH produciendo geles poco homogéneos y unifordifisiles de manipular sin que
se rompan en fragmentos poco Utiles para su caacien.

La siguiente figura muestra la gelificacion de disolucién de quitosano al 1% en HCI
0.1M contenida en los pocillos de una placa p&tP8 sumergida en una disolucion de
NaOH 1M a 25°C. Puede observarse que la mayor partes geles son muy poco
cilindricos y uniformes. Unicamente, el de la esquiinferior derecha resulto
suficientemente homogéneo, uniforme y manipulablaa para permitir su estudio y
caracterizacion.

6.3.2.- Neutralizacion con NH gaseoso.

Aunque muy lenta, la neutralizacion con gas amaeniasulta muy conveniente y
practica, pues es sencilla y permite obtener fésibm hidrogeles homogéneos y
resistentes con cualquier forma geométrica.

Se realiza colocando en un desecador cerrado adtis’@asos separados conteniendo;
el uno la disolucién de quitosano y el otro 50 © B de NHOH 0.1 - 1 M. Cuanto
menor es la concentracion de MMH mas lenta es la neutralizacién, pero mas
homogéneo resulta el hidrogel obtenido. Sin embday@elificacion/ neutralizacion
con NH,OH 0.1M resulta tan lenta que no parece muy pracBeneralmente, la mas
empleada en este PFC, es la que emplegONHLM.

El proceso de neutralizacion parece controlado laovelocidad de disolucion del
amoniaco en la disolucion de quitosano mas quéapalocidad de su difusion a través
del gel. En cualquier caso, la velocidad de nema@idn es muy pequefia y la
gelificacion total de la disolucion de quitosan@@e tardar varios dias.

El exceso de amoniaco se elimina lavando el ged ltbon abundante agua destilada. La

velocidad de lavado es también muy pequefia y pasigoiente, la completa
neutralizacion del hidrogel de quitosano puedeataddsde 12h a 3 o0 4 dias.
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La siguiente fotografia muestra una disolucién giogano al 4% en HCI 0.1M a 25°C,
antes de ser neutralizada-gelificada. Puede olyservgue no es completamente
transparente ni homogénea.

Las siguientes fotografias muestran la misma disoiu de la fotografia anterior
después de permanecer durante 72 y 96h a 25°Qy mtipiente cerrado conteniendo
un vaso con 100 mL NJDH 0.1M. Puede observarse que después de 72 h
aproximadamente el 40% de la disolucion ha getificanientras que después de 96h la
gelificacion es completa. Este resultado sugieelgwelocidad de disolucion del NH

en la disoluciéon de quitosano es mas lenta queifsisi@h a través del hidrogel.
Finalmente, el gel obtenido pudo desmoldearse, @at@ener un cilindro gomoso con
una apariencia y propiedades mecanicas similanes@on de caucho de una botella.

6.3.3.- Neutralizacion con glicerofosfato disadico.

Los tres agentes neutralizantes empleados en E€tes® afiaden a las disoluciones de
quitosano con gran exceso estequiométrico. Sin kgopal glicerofosfato disddico es
el Unico agente que se afiade en exceso hastaalgahneutro, mientras que los otros
dos (NaOH y NH) se afiaden en exceso alcanzando pH elevadosEstes debido a
qgue el glicerofosfato disddico es una sal de adigluil (acido glicerofosforico) y base
fuerte (NaOH) y por consiguiente, al disolversel@rdisolucion acida de quitosano
forma una disolucion tampon que regula el pH.
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Esto quiere decir, que es necesario afiadir gracatgglades de glicerofosfato disodico
para obtener pequefios incrementos de pH. En carsgay se suele afiadir en
pequefias porciones en estado sélido o en disokgiamuy concentradas, para no
incrementar excesivamente el volumen final de $aldcion neutralizada. Esto permite
emplear disoluciones diluidas de quitosano quepsap viscosas y muy homogéneas.

También, el glicerofosfato disédico es el Unico rdgeneutralizante que genera
disoluciones neutralizadas que gelifican al elestatemperatura y en particular a T >
25°C. Ademas, como la gelificacion es reversilile,deles se licuan al ser enfriados y
en particular en el frigorifico a 5 - 10°C.

Por consiguiente, la neutralizacion de las disolues de quitosano con glicerofosfato
disddico se realiza a bajas temperaturas (10°G3 @wtar los grandes aumentos de
viscosidad que se producen cuando la disoluciotraleada comienza a gelificar.

Normalmente, un vaso de precipitados contenienddidalucion de quitosano, un
agitador, un termémetro y la sonda de un pHmeg&ontsoduce en un bafo de hielo y
se le van afadiendo pequefias porciones de glistéatdodisédico manteniendo la T =
10°C y con agitacibn magnética. La neutralizaciégd a ser tediosa pues la adicion de
glicerofosfato disddico genera calor pero tan apanadifica el pH de la disolucion.
Desafortunadamente, justo cuando el pH de la digbilse aproxima a 7, la disolucion
tampdon formada es menos efectiva regulando el @rtgnces, puede resultar dificil
ajustar el pH =7.

La tabla siguiente muestra las cantidades de gfosfato disédico necesarias para
ajustar el pH de algunas de las disoluciones desano a 10°C.

Masa Concentracion
Glicerofosfato Disolucion Glicerofosfato
% De Quitosano  Disolucion 0,1 N (ml) Masa quitosano (mg) pH inicial Q) Glicerofosfato (ml) (g/ml) pH final
1% 50 ml 500 mg 1,9 659 7ml 0,928 6,78
2% 50 ml 1000 mg 2,07 4,259 5mil 0,85 6,9
2% 50 ml 1000 mg 2,13 709 9mil 0,777 7,05
2% 50 ml 1000 mg 2,05 559 6 ml 0,916 6,95
1,50% 50 ml 750 mg 1,56 709 10 ml 0,7 6,95
1,75% 50 ml 872,5 mg 1,83 509 6,25 ml 08 6,92

Una vez ajustado el pH entre 6.90 y 7.05 a 10°@jdalucion se vierte en pequefios

moldes (normalmente placas petri de vidrio) quéapan y se colocan en una estufa
para calentarlas a temperatura constante. La tetuparse aumenta en incrementos de
10°C y se mantiene constante durante 10 minutosauestro caso, las disoluciones

comienzan a perder su transparencia (indicandcegié gelificando) entre 50 — 60°C

pero los hidrogeles unicamente se pueden manipmaomperse a T > 60°C.

Puesto que la gelificacion es reversible, la coes@a mecanica de las disoluciones

gelificadas se pierde al disminuir su temperatawque su transparencia original solo
se recupera a la temperatura del frigorifico 46°C.
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La siguiente fotografia muestra placas petri destap a 60°C, que contienen
disoluciones de distintas concentraciones de cunms(1.5 — 2%) en HCI 0.1N,
neutralizadas con glicerofosfato disédico hastardiftes pHs (6.90 - 7,05). La tapa
correspondiente de cada placa aparece rotuladaélcét de quitosano y el pH) y
colocada justo inmediatamente debajo (segun elNgjeEn la parte superior de la
fotografia aparecen tres hidrogeles de quitosa8waé diferentes pHs (de izquierda a
derecha 6.9, 7.05 y 6.95) y abajo (de izquierdaradaha) dos de 1.5y 1.75% a pH de
6.95 y 6.90, respectivamente. Aunque no todas e#taas gelificaron de igual manera
(a la misma temperatura) las diferencias tamposoltegon muy significativas. Por el
contrario, la consistencia de los geles aumentaiderablemente con la concentracion
de quitosano aunque las pequefias diferencias deoppresentaron un efecto muy
significativo en dicha consistencia.

1m::t!\‘.h‘-l‘ﬁ'\ A

La siguiente fotografia muestra como a 73°C puechemipularse los geles del
experimento de la fotografia anterior. En particubara los de mayor concentraciéon de
quitosano (1.75 y 2%), puede observarse que suetlidree ha reducido ligeramente y
gue no presentan ninguna tendencia a rompersetahgsportados con una espatula.
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Paraddjicamente, las elevadas temperaturas nexegata que nuestros hidrogeles de
quitosano/glicerofosfato mantengan cierta consigten (ciertas caracteristicas
mecanicas) necesaria para la ingenieria de tefldbsartilago, hacen imposible dicho
cultivo. De acuerdo con la bibliografja], esto es debido en gran parte a emplear un
quitosano comercial no purificado con un grado elsadetilacion pequefio, heterogéneo
y poco preciso > 75%. De hecho, esta bibliograigiese el empleo de quitosanos con
grados de desacetilacion > 95%, para que los gelesspondientes sean aptos para el
cultivo celular a 37°C. Sin embargo, el peso mdércdel quitosano o su distribucion,
no presentan una influencia muy notable, siendgr&llo de desacetilacion el factor
determinante. Desafortunadamente, las técnicadgadesacetilacion y purificacion del
quitosano comercial no estan al alcance de nuledtovatorio.

6.4. —- ENDURECIMIENTO.

Independientemente del agente neutralizante empleadestros hidrogeles con

concentraciones de quitosano < 1.25% muestran amgsistencia mecénica. Incluso
los de elevadas concentraciones de quitosano (> @& aparentemente son muy
robustos mecanicamente, presentan resistencidgomferla necesaria para el cultivo

celular de cartilago. Para aumentar dicha resistes® sometieron a un proceso de
endurecimiento térmico y/o mediante un agente exuduior NaOH. El tratamiento

consiste en sumergirlos en agua destilada y/osaiudion de NaOH concentrado 20 —
40 %, durante diferentes tiempos (de 10 min a satias) y a distintas temperaturas (5
— 100°C). El resultado mas significativo de dicegperimentos fue que incluso a bajas
temperaturas 5-10°C en NaOH 20%, los geles se emdiamn notablemente que llegan a
convertirse en elastbmeros similares al caucho nomu

b .

=

La siguiente fotografia muestra un gel del 1% diéogano en HCI 0.1N neutralizado
con NH;, después de permanecer sumergido en NaOH 20%tewaatro dias a 25°C.
Puede observarse que muestra una perfecta forindriih con sus contornos bien
definidos y sin rotura alguna, a pesar de haberaesportado descuidadamente.
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La siguiente fotografia muestra el mismo gel diola anterior después de permanecer
en las mismas condiciones durante un mes en etffiigp a 5°C. Puede observarse que
su endurecimiento es tan notable que puede pre@seman unas pinzas sin ninguna
tendencia a romperse.

6.5.- LAVADO.

Unicamente son sometidos a proceso de lavado ldss gebtenidos mediante
neutralizacion de las disoluciones de quitosanobames fuertes NaOH y NEH.

Debido al empleo de un exceso de estas baseselles gresentan pHs muy elevados
(pH 14). El exceso de estas bases se retira laviasdgeles con agua destilada hasta
que alcanzan un pH = 7 en todo su volumen. Estoosgprueba aplastando entre

pedacitos de papel indicador de pH, pequefias smscide cualquier parte de la

geometria del hidrogel. Cuando independientemeatsudorigen, todas las secciones
muestran pH 7, los geles se conservan sumergidaguendestilada a este pH y en el
frigorifico a 5°C.

Aunque en estas condiciones, una degradacion um gigaoificativa solo se observa

después de unos dias, normalmente los geles sageteman dentro de las 24h después
de su lavado final. Ademas, la caracterizacion oe Hhidrogeles la realizamos

Unicamente, cuando alcanzan pH 7. Por consiguidetgzonocemos por completo el
efecto que causa el proceso de lavado en las peajge mecanicas de estos geles.

Una caracteristica del proceso de lavado es ldaudrton la que los geles alcanzan pH
neutro. Normalmente lo realizamos sumergiendo Iadesg enteros (una vez
desmoldados) en agua destilada (500 mL) con agitavagnética a 25°C. Para que el
agitador no dafie los geles, se aisla en el ceetroedipiente mediante una rejilla de
plastico que permite el libre flujo del agua destd. El agua se cambia periodicamente
hasta que permanece neutra (segun un proceso titism)nA partir de este momento,
se extraen pequefios fragmentos del gel y se cobgrsie pH presionandolos entre
pedacitos de papel indicador de pH. Como de alguaaera, la estructura del gel es
similar al de una esponja, se comportan como ttegl sentido de que sueltan el
liquido que retienen al ser presionados y de estaera podemos medir su pH (este
fendmeno no es reversible, ya que los entrecruzaosieentre las cadenas de quitosano
no son enlaces covalentes, como ocurriria en yr@gssimilar).
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La agitacion resulta el procedimiento mas pradgfiefectivo para acelerar el proceso de
lavado. Pues por supuesto, que el empleo de aglevaldo con pH < 7 no acelera el
proceso de lavado, sino que Unicamente conduce @esategracion del gel al
disolverse el quitosano en el medio acido.

La siguiente fotografia muestra varios hidrogelesjditosano (al 1.75% en AcOH del
0.5% y neutralizados con NHdurante el proceso de lavado. En el centro dedea
agitadora, el agitador queda separado de los gifedricos mediante el fondo de una
botella de PET perforada en forma de rejilla. Metlida agitacién se consigue que no
solo el agua este en continuo movimiento, sinoigcieso los geles giren alrededor del
fondo de la botella sin resultar dafiados.

En la fotografia siguiente se muestran los gelésxigerimento de lavado de la foto
anterior, una vez han alcanzado pH 7. Puede olyservgue la mayor parte presentan
formas y tamafos parecidos y por tanto, suelemzadeda neutralidad todos al mismo
tiempo. Tal y como muestra la foto, los geles remuse guardan a 5°C, sumergidos en
agua destilada durante un tiempo maximo de 24ke sascaracterizacion.
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6.6.- ESTERILIZACION .

Para el cultivo celular en y/o sobre los geles gragos, necesitamos que sean estériles.
Esto puede conseguirse; 1.- esterilizando los geles vez preparados o 2.-
preparandolos en condiciones estériles.

1.- Las formas mas comunes de esterilizacion deyddess, con calor o con radiaciéon
UV, no resultan convenientes. La esterilizacion cator causa una modificacion
radical de la estructura de los geles y la estadibn UV no resulta muy segura, debido
a la poca transparencia de los geles y a su eleyrador que en ocasiones es superior a
lo2cm.

2.- Por el contrario, preparar los geles en condes estériles resulta muy practico.
Esto es debido, a que durante la mayor parte dereceso de obtencién en el
laboratorio convencional, los geles y sus produdigartida se encuentran de manera
natural en condiciones estériles, pues presentaexpreimos = 1 o = 14.

Por consiguiente, es suficiente con realizar endictomes estériles, Unicamente la
ultima etapa del proceso de obtencion de los g€lbsiamente, esta Ultima etapa es
aquella en la que el gel alcanza pH 7.

Cuando se emplea NaOH o Blldomo agentes neutralizantes, la ultima etapa del
proceso es el lavado de los geles. Por consiguipata preparar geles esterilizados
basta con realizar la etapa de lavado tal y comaleseribié anteriormente pero
trabajando en condiciones estériles (en campamagiia).

Por otro lado, cuando se emplea glicerofosfatodit®bcomo agente neutralizante, es
necesario realizar la neutralizacion y tambiéneléifigacion en campana bioldgica.

Los geles esterilizados se guardan sumergidosmpotasalino pH 7, en el frigorifico a

5°C y en condiciones estériles, durante un tiemposuperior a 24h antes de su
caracterizacion.

6.7.- MATERIALES

* Quitina comercial PMonomers=154 u.a. Origen: cascaras de cangrejo.
1 brookfield=200 000 cpsn = 200 000 a 800 000 cp. Grado desacetilacién 85%-
Empresa Aldrich.

» Glicerofosfato (GH;N&OsP x 5 HO) PM = 306,12 u.a. Empresa Fluka

0 Beta Glicerofosfato
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7.- PROCESO DE_CARACTERIZACION DE LOS
HIDROGELES DE QUITOSANO OBTENIDOS.

7.1.- INTRODUCCION.

Los geles neutros con mejores caracteristicasa$isaparentes, fueron sometidos a
caracterizacion exclusivamente mecanica. Esta tesizacion consiste esencialmente,
en medir la carga y el desplazamiento del gel say®s de compresion realizados con
una maquina de ensayos INSTRON.

Unicamente, se caracterizaron algunos de los gelkesidos con Nklo glicerofosfato
disédico como agentes neutralizantes. El otro aggelificante NaOH interviene en el
proceso de tratamiento de algunos de los gelescsat@dos, pero Unicamente como un
agente endurecedor.

Como el agente neutralizante/gelificante mas adkruwasulto ser el N§l la mayor
parte de los geles caracterizados son los obtenitibeando este agente. Por el
contrario, solo se caracterizaron tres hidrogekes$vados de glicerofosfato disddico
debido a las elevadas temperaturas de gelificacgmesarias cuando se emplea este
agente neutralizante.

Los geles estudiados mecanicamente pueden agrufglaesiguiente manera:

1°.- Geles con concentraciones de quitosano meyedifes (1%, 2%, 3%, 4% y 5%),
agente gelificante N1 M.

2°.- Geles con concentraciones de quitosano pae¢id25%, 1.5%, 1.6% y 1.75%),
agente gelificante N1 M.

3°.- Geles con concentraciones de quitosano paediti5%, 1.75% y 2%), agente
neutralizante glicerofosfato disddico.

4°.- Gel 2% quitosano y agente gelificantesNoHL M.

5°.- Gel 2% quitosano y agente gelificantesNlHVI. Guardado en el frigorifico durante
96h a 5°C

6°.- Geles con concentraciones de quitosano mwyetifes (2%, 3% y 5%), agente
gelificante NH 1 M. Endurecidos, mediante calentamiento a 10@f@mde 10 minutos
sumergidos en agua destilada.

7°.- Gel 2% quitosano y agente gelificante sNH M. Endurecido, mediante 1.-

calentamiento a 100°C durante 10 minutos sumemgidagua destilada y después, 2°.-
sumergido en NaOH 20% durante 24h.
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El estudio de las propiedades mecanicas de logocymimeros grupos permitio
determinar la concentracion de quitosano (del 1 58%6) y el agente
neutralizante/gelificante mas adecuado §N®i1 M o NH 1M o glicerofosfato
disodico). Estos fueron 2% quitosano y \NHM, respectivamente.

Ninguno de los geles estudiados presento suficresistencia mecanica para el cultivo
celular de cartilago, el resto de los estudios mieod se realizé sobre el gel 2%
quitosano y NH 1 M sometido a diferentes procesos de reblandenimi(degradacion)
0 endurecimiento (con calor y/o NaOH 20%).

El estudio del 5° grupo da una idea de la degradaigl| gel 2% quitosano y NH M,
durante su almacenamiento en el frigorifico a 5°C.

Finalmente, el estudio mecanico de los dos ultigrapos 6° y 7°, trata de determinar si
podrian prepararse geles con suficiente resistesminetiendo a los geles mas robustos
mecanicamente a procesos de endurecimiento dsi$1i66°C y NaOH 20%).

7.2.- DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS MECANICOS.

Cada uno de los geles seleccionado para su esnglidnico, se corta en pequefias
muestras idénticas de tamafio y forma. Cada unastis enuestras se ensaya a
compresion en una magquina de ensayos uniaxialesratecanica INSTRON
MicroTester 5548. Esta maquina de ensayos posepraneion de 0.0001 N en fuerza
y 0.001 mm en desplazamiento. El ensayo de congores confinada fue realizado
con control en desplazamiento a 0.01lmm/s hastanzicaun maximo de 4,9 N. La
célula de carga empleada es de 5N. Las muestraisaassumergidas en un tampdn
salino a 37°C para garantizar sus niveles de hicicat.

Estos experimentos de compresion nos permiten ebtiEios de carga/desplazamiento
que se pueden transformar a tension/deformacion.n Qas curvas de
tension/deformacion, podemos obtener las propiedadeanicas (mdédulos de Young y
tangentes) de los diferentes geles. Cada conjumtgetes se repitio como minimo 6
veces. Los resultados se muestran como la medhaétida +/- la desviacion estandar y
el error tipico de los distintos modulos relaciargdon la rigidez de los geles.

Estudiamos 3 intervalos: inicial, al 10% de deforia y al 20% de deformacion.

* Elinicial, correspondiente al médulo de Young

« La pendiente al 10% de deformacién, correspondieitemoédulo
tangente al 10%

* La pendiente al 20% de deformacion, correspondiaitemodulo
tangente al 20%

Estos son los intervalos mas interesantes parpdsibles aplicaciones futuras de los
geles en aspectos relacionados con la ingenietigides del cartilago.
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La fotografia siguiente muestra la maquina de essdMSTRON empleada en este
PFC para la caracterizacion de nuestros hidrogetes] momento de la realizacion de
uno de los ensayos de compresion.

La siguiente fotografia muestra el tamafio y formea lds muestras estudiadas,
preparadas a partir de un gel cilindrico (3cm didmg 0.5 cm espesor) de 2%
quitosano y NH 1M.
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La siguiente fotografia se observa una muestraetielgenida con un sacabocados en
un pocillo de una placa de PS en agua destilads aet ensayo mecanico.

7.3.- TRATAMIENTO DE DATOS MECANICOS

Cada ensayo mecanico, de cada una de las muestréss djeles en la maquina
INSTRON, produce un archivo de datos en formatsv{.que es compatible con
EXCEL.

En este archivo, estan todos los datos de cadatrauksgel, que son necesarios para
los calculos (diametro, espesor) y los datos obtendurante el ensayo: tiempo (sg),
extension (mm), carga (N), carga de compresion ¢bbga por compresion (mm/mm),
deformacion real (mm/mm) y esfuerzo de compredifpal).

Ademas, también se obtiene un archivo (.pdf) guesiwve como informe gréafico del
ensayo, pues contiene todos los datos de las lesidbl experimento y una grafica con
la curva de Carga (N) vs Extension (mm).

Como un ejemplo, se muestra la siguiente tablaegete del archivo de datos (.csv)
correspondiente a un ensayo de una de las mudsirgsl 1.75% quitosano / NH M.
Este archivo viene codificado como (17908 170908M&js adelante se explica el
significado detallado de cada cédigo. La tabla rmaesl peso y dimensiones de la
muestra y el tiempo (sg), extension (mm), carga @djga de compresion (N), carga
por compresion (mm/mm), deformacion real (mm/mrepfuerzo de compresion (Mpa)
del ensayo.
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Entradas de 1GEL_QUIT_17908__170903_3
Entradas de texto : Peso Seco

Entradas de texto : Peso Humedo
Entradas nur O.00000

Entradas nur O.00000

Dimension : 700.000 mm

mension : 10.000.000 mm
Dimension : 0.38485 cmnN2
Entradas de texto : Tipo ensayo

Tiempo Extension Carga Carga de con Deformacidor Deformacidor Esfuerzo de compresid
(sec) (mm) (N) (N) (mm/mm) (mm/mm) (nMPa)
0.00000 452.852 0.00036 -0.00036 0.00000 0.00000 -0.00001
0.00180 452.852 0.00036 -0.00036 0.00000 0.00000 -0.00001
0O.10000 452.835 0.00028 -0.00028 0.00000 0.00000 -0.00001
0.20000 a452.723 0.00028 -0.00028 0.00001 0.00001 -0.00001
0.30000 452.588 0.00025 -0.00025 0.00003 0.00003 -0.00001
0.40000 a452.476 0.00023 -0.00023 0.00004 0O.00004 -0.00001
0.50000 a452.374 0.00021 -0.00021 0.00005 0.00005 -0.00001
0.60000 a452.273 0.00017 -0.00017 0.00006 0.00006 0.00000
0O.70000 452.172 0.00015 -0.00015 0.00007 0.00007 0.00000
0.80000 452.072 0.00010 -0.00010 0.00008 0.00008 0.00000
0.90000 451.973 0.00011 -0.00011 0.00009 0.00009 0.00000
100.000 451.871 0.00009 -0.00009 0.00010 0O.00010 0.00000
110.000 A451.772 0.00008 -0.00008 0.00011 0.00011 0.00000
120.000 451.672 0.00007 -0.00007 0.00012 0.00012 0.00000
130.000 451.571 0.00007 -0.00007 0.00013 0.00013 0.00000
140.000 451.472 0.00006 -0.00006 0.00014 0.00014 0.00000
150.000 451.371 0.00001 -0.00001 0.00015 0.00015 0.00000
160.000 451.270 0.00000 0.00000 0O.00016 0O.00016 0.00000
170.000 451.169 0.00000 0.00000 0.00017 0.00017 0.00000
180.000 451.070 -0.00003 0.00003 0.00018 0.00018 0.00000
190.000 450.970 -0.00002 0.00002 0.00019 0.00019 0.00000
200.000 450.871 -0.00006 0.00006 0.00020 0.00020 0.00000
210.000 450.770 -0.00007 0.00007 0.00021 0.00021 0.00000
220.000 450.670 -0.00008 O.00008 0.00022 0.00022 0.00000
230.000 450.572 -0.00014 0.00014 0.00023 0.00023 0.00000
240.000 450.474 -0.00015 0.00015 0.00024 0.00024 0.00000
250.000 450.373 -0.00015 0.00015 0.00025 0.00025 0.00000
260.000 450.274 -0.00014 0.00014 0.00026 0.00026 0.00000
270.000 450.172 -0.00020 0.00020 0.00027 0.00027 0.00001
280.000 450.070 -0.00019 0.00019 0.00028 0.00028 0.00001
290.000 449.971 -0.00020 0.00020 0.00029 0.00029 0.00001
300.000 449.871 -0.00020 0.00020 0.00030 0.00030 0.00001
310.000 449.769 -0.00019 0.00019 0.00031 0.00031 0.00001
320.000 44949.668 -0.00020 0.00020 0.00032 0.00032 0.00001
330.000 449.569 -0.00018 0.00018 0.00033 0.00033 0.00000
340.000 449.469 -0.00016 0.00016 0.00034 0.00034 0.00000
350.000 449.369 -0.00013 0.00013 0.00035 0.00035 0.00000
360.000 449.270 -0.00009 0.00009 0.00036 0.00036 0.00000
370.000 449.170 -0.00008 O.00008 0.00037 0.00037 0.00000
380.000 44949.070 -0.00008 O.00008 0.00038 0.00038 0.00000
390.000 448.971 -0.00009 0.00009 0.00039 0.00039 0.00000
400.000 448.873 -0.00013 0.00013 0.00040 0.00040 0.00000
410.000 a44a48.774 -0.00011 0.00011 0.00041 0.00041 0.00000
420.000 44a48.675 -0.00015 0.00015 0.00042 0.00042 0.00000
430.000 44a48.574 -0.00017 0.00017 0.00043 0.00044 0.00000
440.000 448.471 -0.00016 0.00016 0.00045 0.00045 0.00000
450.000 448.372 -0.00019 0.00019 0.00046 0.00046 0.00000
460.000 a448.272 -0.00020 0.00020 0.00047 0.00047 0.00001
470.000 448.171 -0.00023 0.00023 0.00048 0.00048 0.00001
480.000 448.070 -0.00023 0.00023 0.00049 0.00049 0.00001
490.000 a44a47.969 -0.00025 0.00025 0.00050 0.00050 0.00001
500.000 a447.870 -0.00027 0.00027 0.00051 0.00051 0.00001
510.000 a44a47.768 -0.00030 0.00030 0.00052 0.00052 0.00001
520.000 a44a47.669 -0.00027 0.00027 0.00053 0.00053 0.00001
530.000 a447.569 -0.00032 0.00032 0.00054 0.00054 0.00001
540.000 a447.468 -0.00029 0.00029 0.00055 0.00055 0.00001
550.000 a447.370 -0.00036 0.00036 0.00056 0.00056 0.00001
560.000 a447.270 -0.00036 0.00036 0.00057 0.00057 0.00001
570.000 a44a47.172 -0.00035 0.00035 0.00058 0.00058 0.00001
580.000 447.071 -0.00039 0.00039 0.00059 0.00059 0.00001
590.000 446.971 -0.00042 0.00042 0.00060 0.00060 0.00001
600.000 446.872 -0.00043 0.00043 0.00061 0.00061 0.00001
610.000 a446.772 -0.00043 0.00043 0.00062 0.00062 0.00001
620.000 446.673 -0.00045 0.00045 0.00063 0.00063 0.00001
630.000 446.573 -0.00045 0.00045 0O.00064 0O.00064 0.00001
640.000 446.473 -0.00049 0.00049 0.00065 0.00065 0.00001
650.000 446.373 -0.00049 0.00049 0.00066 0.00066 0.00001
660.000 a446.272 -0.00054 0.00054 0.00067 0.00067 0.00001
670.000 446.171 -0.00054 0.00054 0.00068 0.00068 0.00001
680.000 446.070 -0.00052 0.00052 0.00069 0.00069 0.00001
690.000 445.969 -0.00057 0.00057 0.00070 0.00070 0.00001
700.000 445.868 -0.00055 0.00055 0.00071 0.00071 0.00001
710.000 445.769 -0.00060 0.00060 0.00072 0.00072 0.00002
720.000 445.670 -0.00060 0.00060 0.00073 0.00073 0.00002
730.000 445.572 -0.00060 0.00060 0.00074 0.00074 0.00002
740.000 44a45.471 -0.00066 0.00066 0.00075 0.00075 0.00002
750.000 a44a45.372 -0.00064 0.00064 0.00076 0.00076 0.00002
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En primer lugar se renombra cada archivo uno a pa@ no perder ninguna
informacion y definir cada experimento del gel. pe&s, el archivo rawdata (archivo
origen del aparato) se guarda en formato de Empaed, poder tratar los datos.

En este archivo Excel, se borran los datos de aesipr negativos, ya que significa que
el cabezal no ha entrado en contacto aun con eEgtlds datos son de aproximacion de
los platos de compresion a la muestra y no ejenggguna fuerza de compresion, por
€S0 Son negativos.

Con el archivo Excel sin datos nulos, se abre atchivo Excel con los datos fijos de
cada experimento (diametro, area) y con el datialviar (el espesor).

De los datos respecto al tiempo solo se aprovedaaarga (N) y extension (mm). Los
siguientes datos (desplazamiento, deformacion, damksigma) se obtienen por
tratamiento matemético de los datos iniciales:

El desplazamiento se obtiene de la diferencia datextension en ese punto menos la
extension inicial. La deformacion es igual al dagpmiento dividido entre el espesor,
lambda se obtiene sumando uno a la deformaciégnyasitension) es igual a la carga
dividido por el area de la muestra.

La representacion grafica que se lleva a cabo g@®é&ivs Lambda. Su objetivo es
obtenera pendiente de la curvan 3 puntos que se consideran de interés panardefi
las propiedades mecanicas del gel: al inicio dgrdéica (en la mayoria de los casos se
hizo otra grafica de Sigma vs Lambda en la parteainpara obtener mejores datos de
pendientes inicialgsal 10% y al 20% de deformacioddemas se obtuvieron otros
datos interesantes de la parte final de la cuneadedsiéon deformacién, como la
deformacion a 4,5 N de carga y la tension al 25%lafermacion. Que se estuda
pendienteen esos 3 puntos iniciales (inicial, 10%, 20%Jl&sido a que a niveles bajos
de deformacion estamos en el rango lineal del maatgemno tenemos interferencias de
los platos de compresion empleados en los ensAglesnas, estos son los valores de
deformacion maximos a los cuales podria trabajgekén el caso de ser empleado en
Ingenieria de tejidos de cartilago.

Como continuacion del ejemplo anterior, se mueadtsiguiente archivo de datos (.pdf),
correspondiente a un ensayo de una de las mudsirgel 1.75% quitosano / NHM.
Este archivo viene codificado como (17908_170908L3&)tabla muestra carga (N),
extension (mm), desplazamiento (adimensional), rdefoién (mn1), lambda (mrit),

y sigma (N\mr) del ensayo.

También, aparecen tabulados el peso y dimensiar@slés y finales de la muestra y la
deformacion a 4,5 N de carga y la tension al 25%edermacion. EI Médulo de Young
aparece como inicial, al 10% y 20% de deformacion

Las figura superior de la tabla de datos, mueattiependencia de Sigma vs Lambda en

todo el intervalo del ensayo. Mientras que la infemuestra la dependencia en la parte
inicial del ensayo.
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(mm) (N) | nto CEmEEE | L | Sigma Espesor _[Inicial 7,51169] 10% 20% Inicial
4,51169 0 1 o (mm) [Final 0 Médulo de Young 0,00095048 0,00154064
4,51169 0 0 0 1 o[ Diametro [inicial 10) 456 908
4,5107 0,00003 0,00099 0,00021943 1,00021943 3,8217E-07|  (mm) _[Final
4,5097 0,00002 0,00199 0,00044108 1,00044108 2,5478E-07[ "o o inicial 78,50 Tension a 25% de def 0,00029096 Mpa
4,50871 0,00006 0,00298 0,00066051 1,00066051 7,6433E-07 ’[Final 0,00
4,5077 0,00007 0,00399 0,00088437 1,00088437 8,9172E-07[ 0 7 o [inicial 0,0184] Defa 4,5N 84,7347668 %
4,5067 0,00008 0,00499 0,00110602 1,00110602 1,0191E-06 Final 0,0199|
4,50572 0,00014 0,00597 0,00132323 1,00132323 1,7834E-06
4,50474 0,00015 0,00695 0,00154044 1,00154044 1,9108E-06
4,50373 0,00015 0,00796 0,00176431 1,00176431 1,9108E-06
4,50274 0,00014 0,00895 0,00198374 1,00198374 1,7834E-06 GEL_QUIT_17908_170908_3
4,50172 0,0002 0,00997 0,00220981 1,00220981 2,5478E-06 — — — —
4,5007 0,00019 0,01099 0,00243589 1,00243589 2,4204E-06 0,07 1
4,49971 0,0002 0,01198 0,00265532 1,00265532 2,5478E-06
4,49871 0,0002 0,01298 0,00287697 1,00287697 2,5478E-06 0,06 1
4,49769 0,00019 0,014 0,00310305 1,00310305 2,4204E-06 0,05
4,49668 0,0002 0,01501 0,00332691 1,00332691 2,5478E-06
4,49569 0,00018 0,016 0,00354634 1,00354634  2,293E-06 0,04
4,49469 0,00016 0,017 0,00376799 1,00376799 2,0382E-06 E
4,49369 0,00013 0,018 0,00398964 1,00398964 1,6561E-06 30.03 1
4,4927 0,00009 0,01899 0,00420907 1,00420907 1,1465E-06 0,02 -

4,4917 0,00008 0,01999 0,00443071 1,00443071 1,0191E-06

4,4907 0,00008 0,02099 0,00465236 1,00465236 1,0191E-06 0,01 1
4,48971 0,00009 0,02198 0,00487179 1,00487179 1,1465E-06

4,48873 0,00013 0,02296  0,005089  1,005089 1,6561E-06 o T T T 1
4,48774 0,00011 0,02395 0,00530843 1,00530843 1,4013E-06 001 1 1,2 14 1,6 1,8 2
4,48675 0,00015 0,02494 0,00552786 1,00552786 1,9108E-06 ' Lambda
4,48574 0,00017 0,02595 0,00575172 1,00575172 2,1656E-06

4,48471 0,00016 0,02698 0,00598002 1,00598002 2,0382E-06

4,48372 0,00019 0,02797 0,00619945 1,00619945 2,4204E-06

4,48272 0,0002 0,02897 0,0064211 1,0064211 2,5478E-06 GEL_QUIT_17908_170908_3
4,48171 0,00023 0,02998 0,00664496 1,00664496 2,9299E-06 | ¢ 000
4,4807 0,00023 0,03009 0,00686882 1,00686882 2,9200E-06 | ‘oo -
4,47969 0,00025 0,032 0,00709269 1,00709269 3,1847E-06 y

4,4787 0,00027 0,03299 0,00731212 1,00731212 3,4395€-06 | 00907
4,47768 0,0003 0,03401 0,0075382 1,0075382 3,8217E-06 | ©:00006
4,47669 0,00027 0,035 0,00775763 1,00775763 3,4395E-06 400005
4,47569 0,00032 0,036 0,00797927 1,00797927 4,0764E-06 &poooa ¥ =0,000x - 0,000
4,47468 0,00029 0,03701 0,00820313 1,00820313 3,6943E-06 | E00003 R2=0.997
4,4737 0,00036 0,03799 0,00842035 1,00842035 4,586E-06 | 0,00002
4,4727 0,00036 0,03899 0,00864199 1,00864199  4,586E-06 | 0,00001
4,47172 0,00035 0,03997 0,00885921 1,00885921 4,4586E-06 o
4,47071 0,00039 004098 0,00908307 1.00908307 4,9682E-06 | -0.00001 4 1,05 11 115
4,46971 0,00042 0,04198 0,00930472 1,00930472 5,3503E-06 Lambda
4,46872 0,00043 0,04297 0,00952415 1,00952415 5,4777E-06

4,46772 0,00043 0,04397 0,00974579 1,00974579 5,4777E-06

4,46673 0,00045 0,04496 0,00996522 1,00996522 5,7325E-06

4,46573 0,00045 0,04596 0,01018687 1,01018687 5,7325E-06

4,46473 0,00049 0,04696 0,01040852 1,01040852  6,242E-06

4,46373 0,00049 0,04796 0,01063016 1,01063016 6,242E-06

4,46272 0,00054 0,04897 0,01085403 1,01085403  6,879E-06

4,46171 0,00054 0,04998 0,01107789 1,01107789  6,879E-06

4,4607 0,00052 0,05099 0,01130175 1,01130175 6,6242E-06

4,45969 0,00057 0,052 0,01152561 1,01152561 7,2611E-06

4,45868 0,00055 0,05301 0,01174948 1,01174948 7,0064E-06

4,45769 0,0006 0,054 0,01196891 1,01196891 7,6433E-06

4,4567 0,0006 0,05499 0,01218834 1,01218834 7,6433E-06

4,45572 0,0006 0,05597 0,01240555 1,01240555 7,6433E-06

4,45471 0,00066 0,05698 0,01262941 1,01262941 8,4076E-06

4,45372 0,00064 0,05797 0,01284884 1,01284884 8,1529E-06

4,45272 0,00066 0,05897 0,01307049 1,01307049 8,4076E-06

4,45171 0,00068 0,05998 0,01329435 1,01329435 8,6624E-06

4,45071 0,00069 0,06098  0,013516  1,013516 8,7898E-06

4,4497 0,0007 0,06199 0,01373986 1,01373986 8,9172E-06

4,4487 0,00073 0,06299 0,01396151 1,01396151 9,2994E-06

4,44771 0,00074 0,06398 0,01418094 1,01418094 9,4268E-06

4,4467 0,00076 0,06499  0,0144048  1,0144048 9,6815E-06

4,44569 0,0008 0,066 0,01462866 1,01462866 1,0191E-05

4,44469 0,0008 0,067 0,01485031 1,01485031 1,0191E-05

4,44369 0,0008 0,068 0,01507196 1,01507196 1,0191E-05

4,44269 0,00086 0,069 0,0152936  1,0152936 1,0955E-05

4,44168 0,00083 0,07001 0,01551747 1,01551747 1,0573E-05

4,4407 0,00086 0,07099 0,01573468 1,01573468 1,0955E-05

4,43971 0,00084 0,07198 0,01595411 1,01595411 1,0701E-05

4,43872 0,00089 0,07297 0,01617354 1,01617354 1,1338E-05

4,43771 0,00087 0,07398  0,0163974  1,0163974 1,1083E-05

4,43672 0,00087 0,07497 0,01661683 1,01661683 1,1083E-05

4,43572 0,00087 0,07597 0,01683848 1,01683848 1,1083E-05

4,43472 0,00088 0,07697 0,01706013 1,01706013  1,121E-05

4,43371 0,00094 0,07798 0,01728399 1,01728399 1,1975E-05

4,43268 0,00091 0,07901 0,01751228 1,01751228 1,1592E-05

4,43171 0,00095 0,07998 0,01772728 1,01772728 1,2102E-05

4,43071 0,00095 0,08098 0,01794893 1,01794893 1,2102E-05

4,4297 0,00094 0,08199 0,01817279 1,01817279 1,1975E-05

4,42869 0,00099 0,083 0,01839665 1,01839665 1,2611E-05

4,42769 0,00098 0,084 0,0186183 1,0186183 1,2484E-05

4,42669 0,00095 0,085 0,01883995 1,01883995 1,2102E-05

4,42569 0,00106 0,086 0,01906159 1,01906159 1,3503E-05

4,4247 0,00106 0,08699 0,01928102 1,01928102 1,3503E-05

4,42371 0,00107 0,08798 0,01950045 1,01950045 1,3631E-05

4,42273 0,00109 0,08896 0,01971767 1,01971767 1,3885E-05

4,42173 0,00105 0,08996 0,01993931 1,01993931 1,3376E-05

4,42073 0,00106 0,09096 0,02016096 1,02016096 1,3503E-05

4,41973 0,00109 0,09196 0,02038261 1,02038261 1,3885E-05

4,41874 0,00109 0,09295 0,02060204 1,02060204 1,3885E-05

4,4177 0,00113 0,09399 0,02083255 1,02083255 1,4395E-05

4,41671 0,00114 0,09498 0,02105198 1,02105198 1,4522E-05

4,41572 0,00116 0,09597 0,02127141 1,02127141 1,4777E-05

4,41471 0,00117 0,09698 0,02149527 1,02149527 1,4904E-05

4,41371 0,00113 0,09798 0,02171692 1,02171692 1,4395E-05

4,41271 0,00121 0,09898 0,02193856 1,02193856 1,5414E-05

4,41169 0,00121 0,1 0,02216464 1,02216464 1,5414E-05

4,41069 0,00123 0,101 0,02238629 1,02238629 1,5669E-05

4,40969 0,00125 0,102 0,02260794 1,02260794 1,5924E-05

Una vez obtenidos los datos de cada ensayo, readortratar los datos y graficarlos,
el siguiente paso fue crear un archivo Excel caogolos experimentos de de cada
grupo de geles estudiados (una pagina Excel pdagel que abarca de 6 a 8 ensayos
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por muestra de gel). En estas paginas se muesisadaltos de cada experimento
(modulo de Young inicial, al 10% y 20% de deforndacila deformacién a 4,5 N de
carga y la tensién al 25% de deformacién) y tamblgromedio, desviacién estandar y
error tipico de los diferentes modulos obtenidosaer8 partes de estudio (inicial, 10%
y 20%).

Después de obtener los promedios de los diferenéekilos de cada gel, se agrupan
todos los geles con sus resultados en la ultimse bl libro Excel. Los resultados

tabulados son los siguientes: mddulo de Young, toddumgente al 10% y al 20%, con

su promedio, desviacidon estandar y error tipicoatk grupo de geles.

Como ejemplo, la siguiente tabla muestra los dd&bsrchivo Excel de los 6 ensayos
realizados durante la caracterizacion del gel 5#osgno / NH 1M. Pueden verse los
valores del modulo de Young inicial, al 10% y 20&ocdtformacion, de la deformacion
a 4,5 N de carga, de la tension al 25% de defodnagidel promedio, desviacion

estandar y error de los diferentes modulos.

GEL_QUIT_17408_110908_1

Médulo de Young

0,1 0,2 Pendiente i
0,03079073 0,05533362 0,0114

10% 20% Pendiente i
Promedio 0,02415512 0,04563814 0,01026667
Desv Stand  0,00568034 0,00679838 0,00432188

Tension a 25% de def 0,00929389 Mpa Error tipico 0,00231899 0,00277543  0,0017644
Defa4,5N 50,7443885 %
GEL_QUIT_17408_110908_2 Quitosano 5%
0,1 0,2 Pendiente i Agente Neutralizador NH3 1M
Médulo de Young 0,01650097 0,044597 0,0063

Tension a 25% de def

Defa4,5N
GEL_QUIT_17408_110908_3

Médulo de Young

Tension a 25% de def

Defa4,5N
GEL_QUIT_17408_110908_4

Médulo de Young

Tension a 25% de def

Defa4,5N
GEL_QUIT_17408_110908 5

Médulo de Young

Tension a 25% de def

Defa4,5N
GEL_QUIT_17408_110908 6

Médulo de Young

Tension a 25% de def

Defa4,5N

0,0065772 Mpa
51,3622616 %

0,1 0,2 Pendiente i
0,02246605 0,05119231 0,0068
0,00781376 Mpa
50,7983579 %

0,1 0,2 Pendiente i
0,03102332  0,0459165 0,0178
0,00899083 Mpa
53,3293651 %

0,1 0,2 Pendiente i
0,02220517 0,03812767 0,0078
0,00676892 Mpa
57,2450671 %

0,1 0,2 Pendiente i
0,02194451 0,03866175 0,0115
0,00663236 Mpa

56,0251709 %
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La siguiente tabla muestra los valores (Mpa) detomedios de los diferentes modulos
de cada gel estudiado. En particular aparecen adbsll los siguientes: modulo de
Young (Pendiente inicial), médulo tangente al 10%aly20%, con su promedio,
desviacion estandar y error tipico de cada grupgetks.

Promedio Desv Error
P inicial 10% 20% P inicial 10% 20% P inicial 10% 20%
16908 0,00188571 0,00324794 0,00476369 0,00138852 0,00229109 0,00332487 0,00062097 0,00102461 0,00148693
17008 0,00322 0,00545428 0,01061254 0,00063797  0,0016115 0,00402291 0,00028531 0,00072068  0,0017991
17108 0,00148 0,00169096 0,00234549 0,00038987 0,00044897 0,00071439 0,00017436 0,00020079 0,00031948
17208 0,00275 0,00357199  0,0061051 0,00050892 0,00056855 0,00110744 0,00020777 0,00023211 0,00045211
17308 0,00235 0,00308582 0,00477121 0,00054681 0,00048943 0,00066179 0,00022323 0,00019981 0,00027017
17408 0,01026667 0,02415512 0,04563814 0,00432188 0,00568034 0,00679838 0,0017644 0,00231899 0,00277543
17508 0,012 0,02539543 0,03034526 0,00700179 0,00489941 0,00561353 0,00313129 0,00219108 0,00251045
17608 0,00116 0,00121323  0,0016952 0,00019494  0,0005139  0,0006122 7,3679E-05 0,00019424 0,00023139
17708 0,00566667 0,00868046 0,01642543 0,00345871 0,00260733 0,00183629 0,00141201 0,00106444 0,00074966
17808 0,02743333 0,02496421 0,03984214 0,02535963 0,00692777 0,00938123 0,01035302 0,00282825 0,00382987
17908 0,00076667 0,00090815 0,00139248 0,00015055 0,00013141 0,00024333 6,1464E-05 5,3646E-05 9,9338E-05
18008 0,00076667  0,0008715 0,00132104 0,00010328 0,00011161 0,00021316 4,2164E-05 4,5564E-05 8,7023E-05
18108 0,00188571 0,00240293 0,00363066 0,00041404 0,00038838  0,0005749 0,00015649  0,0001468 0,00021729
18208 0,00065 0,00068688 0,00103349 0,00028107 0,00025175 0,00038562 0,00011475 0,00010278 0,00015743
18308 0,00055 0,00063993 0,00099922 0,00010488 0,00010872 0,00024803 4,2817E-05 4,4383E-05 0,00010126
18408 0,00088333 0,00105577 0,00150287 0,0001472 0,00017443 0,00013911 6,0093E-05 7,1212E-05  5,679E-05
18508 0,00046667 0,00046564 0,00077059 8,165E-05 0,00014717 0,00014524 3,3333E-05 6,0082E-05 5,9293E-05
18608 0,00198333 0,00241005 0,00372418 0,00055648 0,00067021 0,00097648 0,00022718 0,00027361 0,00039865

El significado de los cédigos asignados a los getesl siguiente:

Codigos de Geles

16908 : Gel del 1.75% de quitosano neutralizado con glicerofosfato disddico y gelificado a 73°C. El ensayo se realizo a 10°C.
17008: Gel del 2% de quitosano neutralizado con glicerofosfato disddico y gelificado a 73°C. El ensayo se realizo a 10°C.
17108: Gel del 1.5% de quitosano neutralizado con glicerofosfato disédico y gelificado a 73°C. El ensayo se realizo a 10°C.
17208 : Gel del 2% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 0.1 M endurecido con NaOH al 20%.

17308 :Gel del 3% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M endurecido con agua destilada a 100 °C.

17408 ::Gel del 5% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M endurecido con agua destilada a 100 °C.

17508 :Gel del 2% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M endurecido con NaOH al 20%.

17608 ::Gel del 2% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M envejecido 4 dias en el frigorifico.

17708 : Gel del 3% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 0.1 M

17808 : Gel del 5% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

17908 :Gel del 1,75% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18008 :Gel del 1,6% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18108 : Gel del 2% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18208:Gel del 1% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18308 :Gel de 11,25% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M. Q1.25% 1M R

18408:Gel del 1,75% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18508:Gel del 1,5% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.

18608 : Gel del 4% de quitosano neutralizado\gelificado con amoniaco 1 M.
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7.4.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LOS ENSAYOS
MECANICOS.

Todos los resultados obtenidos en los estudios mmsase adjuntan en el CD de este
PFC en la carpeta ANEXO y con un resumen en ure BECEL. Debido al elevado
espacio que ocupan no se presentan en papel imp@sola discusion emplearemos la
altima tabla resumen de resultados del apartadwiant

En esta dltima tabla del apartado anterior, se traredos valores (Mpa) de los
promedios de los diferentes médulos de cada getliesto. En particular: el modulo de
Young (pendiente inicial) y médulo tangente al 19% 20% para cada grupo de geles.

En dicha tabla, puede apreciarse que todos los gstediados presentan una modulo
inicial, uno o varios 6rdenes de magnitud infeada necesaria para el cultivo celular
de cartilago, que es 0.4 Mpa.

Los tres maximos valores obtenidos son aproximadse@®0274, 0.012 y 0.0102 Mpa,
correspondientes a los geles 17808, 17508 y 174@®ectivamente. El primero de
estos dos geles contiene 5% de quitosano 4 NM y el tercero, es el mismo gel
sometido a endurecimiento térmico que consiste aantarlo sumergido en agua
destilada durante 10 minutos a 100°C. El segundber® 2% de quitosano / NHM
sometido a endurecimiento termoquimico que consstecalentarlo sumergido en
NaOH 20% durante 10 minutos a 100°C.

El valor maximo corresponde al gel con la mayorcenitracion de quitosano 5%. Sin
embargo, el tratamiento térmico de este gel no ataneste valor sino que lo reduce
considerablemente. Este resultado, indica quetestmiento térmico no es efectivo
como endurecedor de estos geles (que mas bien recipifados gelatinosos) que
contienen concentraciones de quitosano elevadas.e®bargo, el endurecimiento
termoquimico aplicado al gel de concentracion madkede quitosano 2%, resulta muy
efectivo y de hecho produce el segundo gel queeptasnayor modulo inicial.

Como era previsible, los menores valores de petaiaitial (entre 0.00046 y 0.00088
Mpa) corresponden a los geles de menor concentraei@uitosano (entre 1y 1.75%) /
NH3 1M, sin ser sometidos a ningun proceso de enduarecio. Por el contrario, geles
neutralizados con glicerofosfato disédico de cotreeiones de quitosano similares, 1.5
y 1.75%, muestran valores un orden de magnitud reups 0.0014 y 0.0018,
respectivamente. Este resultado indica que el rgficsfato disédico es un agente
neutralizante méas conveniente que elsNHW. Desafortunadamente, el proceso de
gelificacion cuando se emplea glicerofosfato disddimplica elevadas temperaturas
incompatibles con el cultivo celular.

La siguiente figura muestra la dependencia de l@aduhos promedio (inicial, 10 y 20%)
(valores Mpa de la ultima tabla de la seccion @econ el % quitosano, para geles
del 1 a 5% de quitosano / NHM. Puede observarse, que hasta el 4% de quitdsano
modulos son muy parecidos y que a partir del 4%reduce un aumento exponencial
de los modulos. Este tendencia, puede explicatememos en cuenta que los geles con
concentraciones de quitosano tan elevadas > 4%gossideran mas precipitados
gelatinosos que geles propiamente dichos y su cdamp@nto mecénico suele ser
considerablemente diferente del caracteristicondgell
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En esta misma figura, puede apreciarse que exmst@aximo muy discreto a 2% de
quitosano. Este resultado sefiala al gel 2% deggrito/ NH 1M como uno de los mas
interesantes. De hecho, muchos de los resultadobsdestudios mecanicos que
discutiremos a continuacion, se obtuvieron con egte (preparado con diferentes
neutralizantes y/o procesos de endurecimiento).

Quitosano NH3 1M 1%-5%

0,045

0,04

0,035

0,03

0,025

—¢— Pendiente inicial
0,02

——10%
0,015
/ 20%

0,01 /
0,005

Modulo (Mpascales)

% Quitosano

La siguiente figura muestra la dependencia de l@aduhos promedio (inicial, 10 y 20%)
(valores Mpa de la ultima tabla de la seccion @econ el % quitosano, para geles
del 1 al 2% de quitosano / NHM. Puede observarse, que hasta el 2% de quitdgsino
valores de los médulos son parecidos y muy bajogxapadamente dos ordenes de
magnitud inferiores al ideal de 0.4 Mpa. Sin embargara el 2% estos valores
aumentan aproximadamente un orden de magnitud.
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Quitosano NH3 1M 1%-2%

0,004

0,0035

0,003

0,0025

7

0,002

0,0015

—&— Pendiente inicial

/4

——10%

Modulo(Mpascales)

20%

0,001

0,0005

1 1,5 2 2,5

%Quitosano

La siguiente figura muestra la dependencia de ladutes promedio (inicial, 10 y 20%)
(valores Mpa de la ultima tabla de la secciéon @aecon el % quitosano, para geles
del 1.5, 1.75 y 2% de quitosano, neutralizados glicerofosfato disodico. Puede

observarse, que la tendencia es muy similar a kErada en la figura anterior para geles
de igual concentracion de quitosano pero neutdizaon NH.

Sin embargo, los geles neutralizados con glicefafosdisédico muestran valores de
aproximadamente un orden de magnitud superiores adutralizados con NH.M. El
glicerofosfato disédico podria resultar un agergatralizante mas conveniente que el
NH3 1M, de no ser por las elevadas temperaturas geosaso de gelificacion.

0,012

Geles neutralizados con Glicerofosfato

0,01

0,008

0,006

—o— Pendiente inicial

0,004

——10%

Su

Modulo(Mpascales)

0,002

20%

0 0,5

1 1,5 2

% Quitosano

2,5
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La siguiente figura muestra una representacion eoatipa de los valores en Mpa de
los modulos inicial, 10% y 20% de dos geles deogaiio al 2%. Uno de estos geles fue
neutralizado con NEH1 M y el otro con NH 0.1 M. Puede observarse, que los valores
de los 3 modulos del neutralizado con NH1 M son considerablemente mayores que
los correspondientes del neutralizado cons IHM. Sin embargo, la neutralizacion con
NH3; 0.1 M es demasiado lenta para resultar practigeesar de que conduce a la
obtencién de geles mas homogéneos y resistentda daeNH 1 M.

Quitosano 2% Neutralizado con Amoniaco 0,1 My 1M

0,007

0,006

0,005

0,004

mlM

0,003
m01M

0,002

0,001

Pendiente inicial 10% 20%

La siguiente figura muestra una representacion eoatipa de los valores en Mpa de
los modulos inicial, 10% y 20% de dos geles deogaiho 2% / Ngl1 M. Uno de estos
geles fue preparado con una disolucion de quitosdn2% en HCIl 0.1M recién
preparada, mientras que para el otro se empleastaardisolucion pero 92h después de
su preparacion. Puede observarse, que los valerls @ modulos del obtenido con la
disolucién de quitosano recién preparada son cerademente mayores que los
correspondientes al preparado con la disolucionejenida durante 4 dias. Este
resultado es debido a la degradacion del peso olatedel quitosano en la disolucion
acida.
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Quitosano 2% y Quitosano 2% envejecido 4 dias
neutralizados con amoniaco1 M

0,004

0,0035
0,003
0,0025

0,002 1M

0,0015 1 M (4dias)
0,001

0,0005

Pendiente inicial 10% 20%

La siguiente figura muestra una representacion eoatipa de los valores en Mpa de
los modulos inicial, 10% y 20% de tres geles deogano 2%. Dos neutralizados con
NH; 1 M y el otro con NH 0.1 M. Uno de los dos primeros fue sometido a
endurecimiento termoquimico que consiste en calensumergido en NaOH 20%
durante 10 minutos a 100°C. Puede observarse,oguealores de los 3 mdodulos del
sometido a endurecimiento termoquimico son masnderden de magnitud superior a
los correspondientes de los no endurecidos.

Quitosano 2% ,neutralizado con amoniaco 1 M, 0,1M y1M
endurecido con sosa al 20%
0,035
0,03
0,025
0,02 1M
0,015 mO0.1M
= 1M 20%NaOH
0,01
0,005
0
Pendiente inicial 10% 20%
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8.- ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR EN LOS
HIDROGELES DE QUITOSANO OBTENIDOS.

8.1.- INTRODUCCION.

Se realizo un experimento tentativo, para obsedevariabilidad de los hidrogeles de
quitosano en un sustrato de cultivo de células peraplicacién en ingenieria de
cartilagos. Se determino que el cultivo fuese digidrya que en un cultivo en el
interior del gel surgen varios problemas que loidradnviable, algunos de estos
problemas eran como obtener una disolucion sitfiggliy luego gelificar sin dafar las
células cultivadas o como mantener el pH neutrardertodos el procesos.

El tipo de célula a cultivar fue con células maahesenquimales y el medio de cultivo
era un liguido rosaceo compuesto por liquido llamallamem mas 10% de FBS (suero
fetal bobino) y mas 1% de antibiético.

Una vez determinado las caracteristicas del cyleodetermino las caracteristicas del
hidrogel, en ese momento se pensé que el mas \aablel gel de 2% de quitosano y

neutralizado\gelificado por NH1 M, esto fue en parte debido a la facilidad para
adaptarlo al cultivo superficial y que se formabates uniformes.

8.2.- PREPARACION DE LOS HIDROGELES PARA EL CULTIV O
DE CELULAS

Para poder mantener la esterilidad necesaria mal&zar los cultivos celulares se

esterilizaron todos los instrumentos habitualdgatios para la fabricacion de los geles
en un autoclave, esto es un recipiente en formautde que controla la presion y la
temperatura y nos permite alcanzar valores de tanypa~ 130 °C que garantizan la

esterilidad de los materiales. Una vez esterilizatlonaterial se guardo durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 24 horas ancampana biologica de flujo

laminar que mantiene estéril todos los instrumemtediante una cortina de aire que
impide la penetracion de agentes contaminantes gnpdio de luz ultravioleta.

El primer paso del experimento comenzé disolviealdquitosano por medio de acido
aceético 0,5% (50 ml) en un vaso de precipitadod@®nL, se mantuvo en agitacion
durante unos minutos hasta que se comprob6 a suispdeque se habia disuelto todo el
quitosano.

Una vez disuelto todo el quitosano se depositannais placas de cultivo, todos estos
procesos se realizaron sin sacar nada de la cammpanatrumentos ni los brazos de la
campana porque esto podria contaminar el gel.
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Geles formados en sus moldes, neutralizados cop N y lavados con agua
destilada hasta alcanzar pH neutro. Preparadosopseaer muestras de las partes mas
uniformes del gel con un sacabocados.

Una vez disueltos el quitosano se neutralizo caorvde NH 1 M, esto se llevo a cabo
en un recipiente cerrado con un vaso corg MHas placas de cultivo, durante 24-48
horas, no se neutralizo mas tiempo ya que el culter células era en la superficie, que
es la primera parte del gel que se neutraliza.

Luego se lavaron (sin sacar de los moldes) cad#@gas cambiando el agua destilada
durante un tiempo de 6 o 7 dias, el lavado fuelarge porque era fundamental que el
pH fuese muy cercano a 7 para permitir el crecitoieste las células.

Su almacenamiento se produjo en la campana bialégim luz ultravioleta para
mantener la esterilidad, y en menos de 24 horasassyo el cultivo.

Al final se depositaron las células en la supefidel gel, el estudio duro 1 semana
aproximadamente y no se observaron células viateta superficie (menos de un
10%) a pesar de mantener valores de pH compattaesla viabilidad celular. El
principal problema es posible (porque no se hizeestudio profundo) que fuese la
toxicidad de la muestra o los bajos valores deleyidel quitosano.
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9.- CONCLUSIONES

En el presente Proyecto se muestra la no viabiliadidrogeles de quitosano para la
aplicacion en ingenieria de cartilago en las coodés definidas. EI PFC tiene como
objetivo estudiar las distintas concentracionegjdéosano y diferentes procesos de
gelificacion, llegando a las siguientes conclussone

* El quitosano no es soluble en agua a pHs neuttufsizos, pero si que se
disuelve a pHs acidos, debido a que sus gruposoa(mH,) forman las
sales de amonio correspondientes (s)H

» Cuando se utiliza glicerofosfato disédico como ageneutralizante, la
formacion del hidrogel no se produce a temperauorhiente al alcanzar pH
neutro o fisiologico, sino que es necesario catelgadisolucion acuosa
neutralizada para que se produzca su gelificacion.

» Es importante evitar concentraciones altas de &acalodisolver ya que
producen una degradacion significativa de las a&lede quitosano
(disminucion de su peso molecular).

* Debido a las viscosidades tan elevadas, la preparae las disoluciones
mas concentradas (5%) la agitacion magnética presidtar imposible por
lo que en estos casos se emplea agitacion mecanica

 ElI almacenamiento prolongado de las disolucionesndacen a la
degradacion de las cadenas quitosano. La dismmugdu peso molecular
en estas condiciones resulta muy evidente, debgleeda disminucion de la
viscosidad de las disoluciones se aprecia facilenarsimple vista.

» Las disoluciones de quitosano de concentracion < ridogelifican o
producen geles muy débiles que pierden facilmemteosesion resultando
imposibles de manipular.

» Las disoluciones de quitosano de concentracion3%o2yeneran hidrogeles
gue mecanicamente se parecen a elastomeros reEssteimilares a gomas
de caucho.

* En la neutralizaciéon con NaOH, la disolucién det@gano tiende mezclarse
con la de NaOH produciendo geles poco homogénewmsfgrmes, dificiles
de manipular.

* Cuanto menor es la concentracion de;8H mas lenta es la neutralizacion,
pero mas homogéneo resulta el hidrogel obtenido.

» La gelificacion con glicerofosfato es reversibles Igeles se licuan al ser
enfriados a 5-10 °C en el frigorifico.

e EIl endurecimiento con NaOH 20% (incluso a bajasptaturas 5-10°C),
los geles es tan notablemente que llegan a corseerén elastomeros
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similares al caucho comun. Su valor de resistemgadnica es mas de un
orden de magnitud superior a los correspondiergkes gno endurecidos.

* Los geles neutralizados con glicerofosfato disOditoestran valores de
resistencia mecanica aproximadamente un orden deitad superior a los
neutralizados con NH1M. El glicerofosfato disédico podria resultar un
agente neutralizante mas conveniente que e} N, de no ser por las
elevadas temperaturas de su proceso de gelificacion

* La neutralizacion con NH3 0.1 M es demasiado lpata resultar practica, a
pesar de que conduce a la obtencion de geles madsgBoeos y resistentes
gue la de NH3 1 M.

* Ninguno de los geles estudiados presento suficiegistencia mecanica
para el cultivo celular de cartilago.
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