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Abstract

The polymeric gels have a wide range of biomedical applications including their use for tissue
growth, controlled drug release, enzyme immobilization, among others. Due to the ability of the gels
to store water inside and the ionic conductivity that could be generated through ionizable functional
groups, these materials may have applications in clinical diagnosis and in electro-therapy. In the
present research, conductive gels based on chitosan (a biodegradable and biocompatible polymer)
were prepared using glutaraldehyde as crosslinking agent. Chitosan gels were characterized by
infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR) and it was also determined the values for their
viscosity (W), electric conductivity (k) and pH. These properties vary as the crosslinking degree
changed. One of the samples with comparable values to those of the commercial gels presented
an absolute viscosity of 365x10° ¢P, ionic conductivity of 0.2140 Sm™ and pH of 3.5, which are
promising values for their use in commercial gels with biomedical applications.
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Preparacion y caracterizacion de geles conductores a base de quitosano
para posibles aplicaciones biomédicas

Resumen

Los geles poliméricos tienen un rango amplio de aplicaciones biomédicas incluyendo su uso
para el crecimiento de tejidos, la liberacion controlada de farmacos, la inmovilizaciéon de enzimas,
entre muchas otras. Debido a la capacidad que tienen los geles para almacenar agua en su interior
y a la conduccién ionica que se puede generar a través de grupos funcionales ionizables, estos
materiales pueden llegar a tener aplicaciones en el diagnoéstico clinico y la electroterapia. En la
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presente investigacion se prepararon geles conductores a base de quitosano, el cual es un polimero
biodegradable y biocompatible, usando glutaraldehido como agente entrecruzante. Los geles de
quitosano se caracterizaron por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y
se determinaron ademas sus valores de viscosidad (i), conductividad eléctrica (k) y pH. Estas
propiedades variaron conforme se modificé el grado de entrecruzamiento. Una de las muestras con
valores comparables con los geles de formulacion comercial presentd una viscosidad absoluta de
365x10° cP, una conductividad iénica de 0.2140 Sm™ y un pH de 3.5, valores prometedores para su
aplicacion en geles comerciales con aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: geles conductores, quitosano, biomateriales.

1 Introduccion

El quitosano es un polisacarido conformado por unidades de 2-amino-2-deoxi-
B-D-glucopiranosa y 2-acetamida-2-deoxi-f-D-glucopiranosa, que se obtiene a partir
de la quitina mediante procesos de desacetilacion y es hoy en dia uno de los materiales
a la vanguardia en aplicaciones biomédicas ¥ debido a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y abundancia, teniendo en cuenta que la quitina es el segundo
polisacarido més abundante en la naturaleza después de la celulosa. Existe un gran
numero de investigaciones relacionadas con las aplicaciones biomédicas del quitosano,
entre ellas, suturas biodegradables a partir de fibras de celulosa recubiertas con quitosano,
aprovechando su propiedad antibacterial que evita efectos secundarios como irritaciones
e inflamaciones. Adicionalmente, este polisacarido se ha empleado para la preparacion
de pancreas artificial mediante islotes pancreaticos compuestos de alginato-quitosano®.
Mediante el entrecruzamiento de sus cadenas, el quitosano se puede usar para desarrollar
hidrogeles *, es decir, redes tridimensionales poliméricas que tienen aplicaciones
como: crecimiento de fibroblastos humanos, tratamiento de quemaduras y patologias
epidérmicas ©, liberacion controlada y dirigida de medicamentos como la insulina @ y la
inmovilizacion de enzimas ®.

Los productos para aplicaciones en diagnostico clinico y rehabilitacion fisica hacen
parte del desarrollo tecnologico necesario para mejorar la calidad de vida. Mediante la
formacion de geles y membranas de quitosano, se generan materiales que permiten el
transporte tanto pasivo como facilitado de diferentes especies quimicas a través de su
matriz polimérica ®. Ese transporte incluye la migracion de iones mediante reacciones
de intercambio i6nico bajo un gradiente de potencial electroquimico alto (debido a la
presencia de grupos ionizables como los grupos amino) y que tiene una dependencia
del pH 9. Es decir, que se pueden obtener biomateriales a base de quitosano con
propiedades electroconductoras, de manera similar al trabajo realizado en nuestro grupo
de investigacion donde se uso alginato como material de partida. Estos geles conductores
y de origen natural pueden llegar a ser ttiles en electroterapia. En este reporte se presentan
los primeros resultados de la investigacion en geles conductores que se adelanta en la
Universidad del Valle. Se llev6 a cabo la preparacion de geles a base de quitosano mediante
el entrecruzamiento quimico de sus cadenas y su posterior caracterizacion fisicoquimica,
mediante medidas de viscosidad, conductividad eléctrica y pH. Estos resultados se
compararon frente a un gel de formulacion comercial.
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2 Parte experimental

2.1 Materiales

Quitosano comercial de mediano peso molecular (con grado de deacetilacion de 75-
85 %, Sigma - Aldrich, SL, USA); glutaraldehido (25 % p/p en agua, Panreac, Barcelona,
Espafia); acido acético (99.8 % p/p, Sigma — Aldrich, SL, USA); bromuro de potasio
anhidro (Sigma - Aldrich, SL, USA).

2.2 Preparacion de los geles

Para la preparacion de los geles se utilizo solucion de quitosano con una concentracion
de 2 % p/v en acido acético al 2 % v/v de acuerdo con lo reportado previamente por
Schuetz et al V. Este parametro se mantuvo constante en todas las muestras. A la
solucidn de quitosano se le adiciond una solucion de glutaraldehido al 25 % como agente
entrecruzante. Con el fin de obtener diferentes grados de entrecruzamiento, se adicionaron
diferentes cantidades de glutaraldehido en solucion, obteniendo concentraciones del
agente entrecruzante de 0.093,0.106y 0.112 % v/v. Las concentraciones de glutaraldehido
empleadas en este estudio son aquellas a las que fue posible obtener geles de quitosano con
viscosidades similares a las de los productos actualmente disponibles para aplicaciones
en diagnostico clinico.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica del quitosano y los geles formados

El quitosano como material de partida se caracterizé por analisis elemental usando un
analizador elemental CHN Analyzer™ Flash EA 1112 Series. El peso molecular viscoso
se determind a 25° C, usando un viscosimetro capilar tipo Ostwald tamafio 300, para lo
cual se prepararon soluciones de quitosano con concentraciones entre 1.0x102 y 8.0x10
gmL" en 4cido acético al 1 % v/v. El quitosano y los geles formados a partir de éste fueron
caracterizados por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) en un
espectrofotometro Nicolet® 6700 empleando pastillas de KBr en el rango de 400-4000
cm™.

La caracterizacion fisicoquimica de los geles se realizo evaluando la viscosidad
absoluta, la conductividad eléctrica y el pH de los mismos. La viscosidad absoluta se
determind por medio de un viscosimetro de cizallamiento digital Brookfield™ Modelo
LVDV-I PRIME a temperatura ambiente. La medicion de la viscosidad de las muestras se
hizo por ensayo y error, siguiendo el procedimiento reportado por Brookfield Engineering
Laboratories, Inc > 9. La conductividad eléctrica y el pH se determinaron, usando un
medidor multiparametros Eijkelkamp con electrodo de pH de membrana de vidrio con
compensacion de temperatura y celda de conductividad.
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3 Resultados y discusion

Inicialmente se caracterizd el quitosano a utilizar como material de partida con
el fin de conocer su peso molecular promedio viscoso My su grado de desacetilacion
(DD), parametros que permiten hacer una adecuada relacion entre el polimero y el agente
entrecruzante. Para conocer el peso molecular del quitosano, se utilizd la expresion de
Mark-Houwink-Sakurada (Ecuacion 1), donde K y o son valores constantes que dependen
del sistema polimero-solvente bajo estudio y [n] que es la viscosidad intrinseca del material.
Para el sistema quitosano-acido acetico al 1 % v/v las constantes K =4.74x10° mLg!'y a =
0.72 han sido reportadas previamente por Kasaai'¥ y colaboradores, obteniendo asi un peso
molecular promedio viscoso de 208 kDa. Este resultado esta entre las especificaciones del
fabricante que reporta un valor entre 190 kDa y 310 kDa, clasificindolo como quitosano
de mediano peso molecular.

[M]=KM*

Mediante andlisis elemental se obtuvo la siguiente composicién elemental: C,
39.2 %; H, 7.22 %; N, 7.19 %. A partir de estos valores y utilizando la Ecuacion 2 en la
cual se observa la relacion C/N en la muestra de quitosano, se obtuvo un DD promedio
del 81.2 %.

g—5.145

%DD =100 — NlT x100

Los ensayos preliminares para determinar los valores de concentracion de quitosano
en acido acético para la preparacion de los geles mostraron viscosidades muy altas para
los geles obtenidos con concentraciones de quitosano superiores al 2 % p/v. Este resultado
es consistente con el reportado por Schuetz et al.'V, quienes mostraron que una solucioén
de quitosano al 2 % p/v es adecuada para la preparacion de geles debido a que permite
una agitacion homogénea de la mezcla de reaccion. La viscosidad de la solucion esta
también asociada con el peso molecular del polimero, ya que para muestras de quitosano
de mediano y alto peso molecular se obtienen soluciones altamente viscosas. El quitosano
empleado en esta investigacion presentd un peso molecular de 208 kDa. Por lo tanto, se
decidio utilizar soluciones al 2 % p/v para la preparacion de los geles conductores.

La reaccion de entrecruzamiento de las cadenas de quitosano ocurre en medio acuoso
por la formacion de enlaces covalentes tipo imina via reaccion de Schiff 9, en la cual
intervienen los grupos formilo del agente entrecruzante y el grupo amino del quitosano
como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Reaccion de entrecruzamiento del quitosano con glutaraldehido.

La modificacion estructural de la red polimérica del quitosano se evidencid por
la aparicion en el espectro IR de las bandas debidas al estiramiento del enlace C=0,
alrededor de 1,700 cm™'. Del mismo modo, se observaron vibraciones de estiramiento
del C-O en la region entre 1,200-1,300 cm™ y la deformacion del C-O-H entre 1,350
y 1,450 cm™. La Figura 2 presenta el espectro obtenido para el quitosano comercial y
para muestras del quitosano con diferentes grados de entrecruzamiento. En la Tabla 1 se
presentan los resultados espectroscopicos obtenidos en este trabajo y se comparan con
los resultados reportados previamente en la literatura por Monteiro et al 9.
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Figura 2. Espectros FTIR del quitosano con diferentes grados de entrecruzamiento. (a) Intervalo de 4,000 a
600 cm’* (b) Intervalo de 2,000 a 600 cm™
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Tabla 1. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja FT-IR de geles entrecruzadas de quitosano.

Numeros Valor obtenido Valor reportado por
Grupos funcionales de onda (cm™) Monteiro et al. *(cm)
(cm™)

C=N - 1,660.00 1,655
Alrededor de

c=C 1,600 ’ 1,562
Alrededor de

CHO 1,720 1,720.00 1,720
Alrededor de

_OH 1,420 1,421.27 1,400

Para realizar el analisis de las medidas de viscosidad absoluta, se prepararon varias
muestras con diferentes cantidades de glutaraldehido, acotando el maximo a un valor de
0.112 % v/v de glutaraldehido en solucion. En la literatura consultada no se encontraron
reportes de datos experimentales sobre la caracterizacion reologica para geles de quitosano
comercial en términos de la viscosidad absoluta y tampoco de geles entrecruzados
con glutaraldehido. Sin embargo, los geles obtenidos con quitosano comercial y una
concentracion de 0.093 % v/v de glutaraldehido presentaron una viscosidad absoluta de
365 x10° cP, lo cual se acerca razonablemente al valor del gel comercial Acuagel® usado
como producto de referencia. En la Tabla 2 se reportan los valores de viscosidad absoluta,
conductividad y pH de los geles preparados y del gel comercial. Al comparar los valores
de viscosidad del quitosano sin modificar con los valores de los geles obtenidos, se observa
un incremento considerable en la viscosidad debido al proceso de entrecruzamiento de las
cadenas del quitosano.

Tabla 2. Resultados de valores medios de conductividad ionica (k) y pH de geles de quitosano entrecruzado

con glutaraldehido.
Cantidad de entrecruzante |  Viscosidad () Conductividad (k) ol 1E0)
(% vIv) x10° (cP) (Sm™)
0.112 1641 0.2560 35 | 263
0.106 345+1 0.2417 3.5 26.2
0.093 365+1 0.2140 3.5 26.4
0.000 0.976+0.01 0.2039 34 24.8
Acuagel® 373+l 0.0790 6.7 25.3
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Los resultados observados en la tabla anterior muestran que las conductividades de
los geles a base de quitosano son altas respecto al gel comercial Acuagel®, debido al
contenido de 4cido acético en el medio que libera parcialmente iones (H") aumentando
la conductividad. Los valores de conductividad estuvieron en el intervalo entre 0.214
y 0.256 Sm!, valores menores que los reportados por Li et al. '”, (0.35 Sm™! a 1.5 %
p/v) quien ademas ha estudiado la conductividad con otros acidos débiles como el 4cido
férmico y propandico.

Los geles obtenidos no presentan valores de pH neutros, sin embargo, aplicaciones
de estos materiales con valores de pH 4cidos han sido reportadas para la fabricacion de
membranas ® donde el entrecruzamiento de quitosano en solucion de alcohol polivinilico
(PVA) con glutaraldehido para la preparacion de membranas se facilita en intervalos de
pH de 4.00 + 0.05, un valor ligeramente mas alto que el valor de los experimentos de
entrecruzamiento del quitosano en el presente trabajo.

Se estudi6 el efecto de la temperatura en los valores de conductividad y pH para los
geles obtenidos con quitosano, encontrando un incremento proporcional al aumento de
temperatura, pasando de 0.26 Sm™ a 0.31 Sm cuando la temperatura se incrementd de
26 a 40° C. Probablemente al aumentar la temperatura se produce una mayor movilidad
de los iones en un medio menos viscoso. En este estudio no se observaron variaciones
significativas de pH con el cambio de temperatura.

4 Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que es posible obtener geles conductores a partir de
polimeros biodegradables y biocompatibles como el quitosano, con valores de viscosidad y
conductividad cercanos a los de las formulaciones comerciales. Se observo una correlacion
entre los valores de viscosidad y conductividad con el grado de entrecruzamiento del
biomaterial. Sin embargo, los valores de pH para los geles obtenidos fueron inferiores a
los encontrados en el producto comercial de referencia, por lo que se requieren nuevos
estudios encaminados a obtener geles de este tipo con valores de pH menos acidos, donde
se evalue también la estabilidad de estos materiales.

Agradecimientos. Los autores agradecen a la Universidad del Valle por el apoyo financiero.

Referencias Bibliograficas

1. Majeti NV, Kumar R. A review of chitin and chitosan applications. Reactive Functional
Polymers 2000; 46(1): 1-27.

2. Benavides MA. Aplicaciones de los polimeros en la medicina. Informador Técnico.
2001; 62: 24.

3. Aranaz I, Mengibar M, Civera C, Acosta N, Heras A. Quitosano: Un biopolimero con
aplicaciones en la industria. Rev Plasticos Modernos. 2016; 111:712.

Volumen 21 No. 1, junio 2017 97



Revista de Ciencias Padilla QBC, et al

4. Muzzarelli RA. Chitins and chitosans for the repair of wounded skin, nerve, cartilage
and bone. Carbohydrate Polymers. 2009; 76(2): 167-182.

5. Bodnar M, Hartmann JF, Borbely J. Preparation and characterization of chitosan-based
nanoparticles. Biomacromolecules. 2005; 6(5), 2521-2527.

6. Sanchez A. Caracterizacion y utilizacion de hidrogeles de quitosano obtenidos a par-
tir de camaron langostino (Pleuroncodes planipes) para el crecimiento de fibroblastos
humanos. Cartago, Costa Rica: Instituto Tecnoldgico de Costa Rica; 2006.

7. Sarmento B, Ribeiro A, Veiga F, Sampaio P, Neufeld R, Ferreira D. Alginate/chitosan
nanoparticles are effective for oral insulin delivery. Pharmaceutical Research. 2007;
24(12): 2198-2206.

8. Krajewska B. Application of chitin- and chitosan-based materials for enzyme
immobilizations: a review. Enzyme Microbial Technol. 2004; 35(2-3): 126-139.

9. Uragami T, Yoshida F. Sugihara M. Active transport halogen ions through chitosan
membrenes. Appl Polym Sci. 1983; 28: 1361-1370.

10. Wada T, Uragami T, Sugihara M. Studies on syntheses and permeabilities of special
polymer membranes. Polymer Bull. 1985; 14(3-4): 219-224.

11. Schuetz Y B, Gurny R, Jordan O. A novel thermoresponsive hydrogel based on
chitosan. Eur J Pharm Biopharm. 2008; 68(1): 19-25.

12. Brookfield Engineering Laboratories, Inc. Capitulo 3: Making Measurements with a
Rotational Viscometer. En: More solutions to sticky problems; Massachusetts: EEUU;
2005.

13. Brookfield Engineering Laboratories, Inc. Capitulo 4: Rheology Basics. En: More
solutions to sticky problems; Massachusetts: EEUU; 2005.

14. Kassai MR. Calculation of Mark—Houwink—Sakurada (MHS) equationviscometric
constants for chitosan in any solvent-temperaturesystem using experimental
reported viscometric constants data. Carbohydrate Polymers. 2007; 68: 477-488.

15. Berger J, Reist M, Mayer J, Felt O, Peppas N, Gurny R. Structure and interactions in
covalently and ionically crosslinked chitosan hydrogels for biomedical applications. Eur J
Pharm Biopharm. 2004; 57(1): 19-34.

16. Oyrton AC, Monteiro Jr, Airoldi C. Some studies of crosslinking chitosan—
glutaraldehyde interaction in a homogeneous system. Int J Biol Macromol. 1999; 26(2-
3): 119-128.

17. Li Q, Song B, Yang Z, Fan H. Electrolytic conductivity behaviors and solution
conformations of chitosan in different acid solutions. Carbohydrate Polymers. 2006;
63(2): 272-282.

98



Geles para diagndstico clinico

18. De Souza CE Jr, Sander H. Preparation and characterization of chitosan/poly(vinyl
alcohol)blend chemically crosslinked by glutaraldehyde for tissue engineering application.
Quimica Nova. 2008; 31(6): 1460-1466.

Direcccion de los autores

Beatriz Cristina Padilla Quintero
Escuela de Ingenieria Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
beatriz.padillaig@gmail.com

Valentina Cardona Trujillo
Escuela de Ingenieria Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
valetal 59@gmail.com

Gustavo Adolfo Muioz Ruiz
Departamento de Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
gustavo86m@gmail.com

William Hernando Lizcano Valbuena
Departamento de Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
william.lizcano@correounivalle.edu.co

Hector Fabio Zuluaga Corrales
Departamento de Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
hector.zuluaga@correounivalle.edu.co

Wilson Leonardo Giraldo Parra
Departamento de Quimica - Universidad del Valle
wilegl122@yahoo.com.ar

Andrés Felipe Rodriguez Marmolejo

Escuela de Ingenieria Quimica, Universidad del Valle, Cali - Colombia
andres.rodriguez.marmolejo@correounivalle.edu.co

Volumen 21 No. 1, junio 2017 99



