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Resumen

En este estudio, se abordd la produccién y optimizacion de peliculas de quitosano y celulosa
bacteriana para su aplicacion como hidrogel. Se utilizaron los exoesqueletos de camarén como
materia prima para la produccién de quitosano y un cultivo de Acetobacter Xylinum para
obtener celulosa bacteriana. A través de un riguroso estudio de superficie de respuesta central
compuesto, se variaron las concentraciones de quitosano, celulosa bacteriana y gelatina para
determinar el rango éptimo de composicion que maximizara la fraccion gel y la viscosidad. Se
observé un aumento significativo en la fraccién gel, con un incremento del 10.98% tras un
ajuste de pH acido seguido de una neutralizacién, también se demostr6é una reduccién
significativa en la viscosidad del 94.1925% al calentar la muestra a una temperatura de 70 °C o
mas en presencia de sales. Se establece la mejor composicion del disefio central compuesto
de la cual presenta un 0.3848% para quitosano, 0.2675% de celulosa y 0.3477% de gelatina,
ademas, se establecié un rango 6ptimo de composicidn que permitié obtener peliculas con
valores elevados tanto de fraccion gel como de viscosidad. Este estudio proporciona una base
soélida para futuros trabajos en el desarrollo de hidrogeles eficaces para la regeneracion de

heridas y quemaduras.

Palabras clave: Hidrogel, biopeliculas, celulosa bacteriana, quitosano, fraccion gel, viscosidad.
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Abstract

In this study, the production and optimization of chitosan and bacterial cellulose films for
hydrogel application was addressed. Shrimp exoskeletons were used as raw material for
chitosan production and an Acetobacter xylinum culture was used to obtain bacterial cellulose.
Through a rigorous composite core response surface study, concentrations of chitosan,
bacterial cellulose and gelatin were varied to determine the optimal range of composition that
maximized gel fraction and viscosity. A significant increase in gel fraction was observed, with an
increase of 10.98% after acidic pH adjustment followed by neutralization, also a significant
reduction in viscosity of 94.1925% was demonstrated when heating the sample to a
temperature of 70 °C or higher in the presence of salts. The best composition of the composite
core design is established which presents 0.3848% for chitosan, 0.2675% for cellulose and
0.3477% for gelatin, in addition, an optimal range of composition was established which allowed
obtaining films with high values of both gel fraction and viscosity. This study provides a solid

basis for future work in the development of effective hydrogels for wound and burn regeneration.

Keywords: Hydrogel, biofilms, bacterial cellulose, chitosan, gel fraction, viscosity.
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Capitulo |

Generalidades

Introduccién

En los dltimos diez afos se ha prestado una gran atencion en la creacion de
biomateriales para el tratamiento de heridas, los cuales pueden venir en forma de
hidrogeles, peliculas, espumas, parches transdérmicos, entre otras, donde se han
utilizado biopolimeros en su desarrollo, dado que estos materiales brindan propiedades

que en el area de la medicina resultan factibles (lheaturu, 2019).

La celulosa bacteriana junto con el quitosano son biopolimeros que presentan
propiedades antioxidantes y antimicrobianas, los cuales son naturales, biocompatibles y
biodegradables (Alven, 2020). La celulosa bacteriana, junto con la quitina de la cual
proviene el quitosano, son de los polimeros méas abundantes en la naturaleza (De Masi,

2019).

La celulosa bacteriana y el quitosano presentan propiedades mecanicas y
estructurales que se consideran adecuadas en su aplicacion en la biomedicina, dado que
puede imitar el tejido de la piel, individualmente la celulosa bacteriana brinda altas
propiedades hidrofilas por siguiente brinda hidratacion constante a las heridas lo cual
resulta beneficioso en los tratamientos médicos aplicados como apdsito para heridas y
andamiaje de tejido cutaneo (Kucinska-Lipka, 2015), por otra parte, el quitosano aporta
una actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos lo que favorece a regeneracion de

tejidos (De Masi, 2019).

Se han realizado estudios sobre la preparacion de peliculas de quitosano en
combinacién con biomateriales como alginato, colageno, entre otros, que muestran una

estabilidad frente a los cambios de pH, observandose buenos resultados en la
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cicatrizacion de heridas (Yan, 2001), regeneracion nerviosa (Berthod, 1996) y
reconstruccion de tejidos, de esta forma favorecer a la remodelacion de la matriz celular,

dado que su forma que presenta similitud con la dermis normal de la piel (Gingras, 2003).

Justificaciéon e Importancia

Los residuos del camarén, con el incremento de su tasa de produccion en las
dltimas décadas, donde hasta un 65% de unidad de camaroén se lo puede categorizar
como residuo en la industria alimenticia. La mala gestion de residuos del camarén implica
el desaprovechamiento de los componentes presentes en estos residuos, donde entre un
40% y 35% son minerales y proteinas (Synowiecki y Al-Khateeb, 2003), un 14% y 30% de
quitina (Pacheco N., 2009) y un cierto porcentaje de pigmentos donde destaca la
astaxantina de la cual su cantidad extraida se aproxima a 248.48 ug/g lo que se aproxima

a un 0.025% de los residuos de camaron (Dave, 2020).

La buena gestién de este residuo para la obtencion de quitosano resulta
beneficioso a nivel ambiental e industrial, dado que permitiria su aplicacién a la medicina
u otras industrias como la industria alimenticia y a su vez reducira el impacto ambiental al

no ser considerado como desecho (P4ez-Osuna, 2001).

Con respecto a la celulosa, puede ser originada de diferentes fuentes: origen
vegetal, maderero y bacteriano. La celulosa bacteriana es la que presenta la mayor
pureza, por siguiente, resulta mas factible trabajar con este biomaterial a nivel
investigativo e industrial. Dado a su flexibilidad, alta retencion de agua, hidrofilia,
cristalinidad y maleabilidad, este tipo de celulosa es 6ptima para aplicaciones médicas

(Hussain, 2019).
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La gestion de residuos industriales favorece a los factores econémicos, sociales y
medioambientales, lo que ha interesado a muchas industrias en la implementacion de

nuevas y rentables formas de gestion de residuos.

Residuos de biomasa producidos por las industrias agroalimentaria, cervecera,
azucarera, textil y del papel son buenas fuentes para la produccion de bajo costo de
celulosa bacteriana, lo que aumentaria el potencial para su industrializacion y

comercializacion a gran escala de este biopolimero (Hussain, 2019).

Alcance

La implementacién de celulosa bacteriana y quitosano en la medicina permite la
realizaciéon de biomateriales Utiles en la ingenieria de piel sintética para quemaduras,
recubrimiento de heridas, fabricacién de prétesis e implantes (Gorgieva, 2019) entre otras

aplicaciones médicas.

Este estudio propone la formacién de biopeliculas de quitosano y celulosa
bacteriana, que pueden tener beneficios ambientales y tener el potencial de conducir a

aplicaciones médicas a través de la creacion de biomateriales de valor agregado.

Objetivos
Objetivo General
¢ Optimizar las propiedades fisicoquimicas del hidrogel de quitosano y celulosa

bacteriana mediante un disefio central compuesto.

Objetivos Especificos
e Extraer quitosano a partir de exoesqueletos de camarén con un alto grado de
desacetilacion.
¢ Identificar celulosa bacteriana obtenida a partir del cultivo de Acetobacter

Xylinum.
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e Determinar los efectos de la proporcién de quitosano y celulosa bacteriana en
las propiedades fisicoquimicas del hidrogel.

Hipotesis

El desarrollo de un hidrogel a base de quitosano y celulosa bacteriana, donde
utilizando un agente reticulante especifico, puede mejorar significativamente la fraccion
gel y la viscosidad del material final. Se espera que mediante la optimizacion de las
proporciones de los componentes y la eleccion adecuada del agente reticulante, se pueda
obtener un hidrogel con un alto porcentaje de fraccion gel y una viscosidad adecuada para
su uso en aplicaciones de regeneracion de tejidos. Se llevara a cabo un andlisis detallado
de las variaciones en la fraccién gel y la viscosidad en funcion de los cambios en las
proporciones de quitosano y celulosa bacteriana y el agente reticulante utilizado, para

identificar las combinaciones optimas.

Variables de Investigacion
Variables Dependientes
e Fraccion gel.

e Viscosidad.

Variables Independientes
e Tiempo.
e Temperatura.

e Concentracion quitosano-celulosa-agente reticulante.
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Capitulo 1l

Marco tedrico

Polisacaridos

Un polisacarido son grandes cadenas de monosacaridos, los cuales a su vez son
carbohidratos compuestos por unidades de azucar, los cuales por su grupo funcional
pueden ser aldosas o cetosas, donde se puede considerar polisacaridos cuando doce o
mas monosacaridos se encuentran unidos de forma directa unidos por enlaces
glucosidicos que son puentes acetales que permiten esta unién entre monosacaridos. La
configuracion estructural de los polisacaridos ramificados pueden ser enlaces moleculares
por medio de enlaces glucosidicos en los carbonos alfa-1,4 y en los carbonos alfa-1,6.
Los polisacéaridos son elementos estructurales que en la naturaleza cumplen con la

funcion de almacenar energia y carbono para las plantas y animales (Tapia, 2020).

Los polisacéaridos se pueden clasificar en funcién de las unidades que los
componen, al darse de un mismo tipo de monosacaridos se los denomina
homopolisacéaridos y al conformarse por diferentes tipos de monosacaridos se los conoce
como heteropolisacéaridos. Con el tipo de polisacaridos se puede estimar algunas
propiedades estructurales y funcionales, una de estas es la solubilidad la cual en los
heteropolisacaridos son mas solubles que los homopolisacaridos, y esta determinada por
su peso molecular (Xu, 2017). También se puede clasificar a los polisacaridos segun su
fuente bioldgica de procedencia como polisacaridos de plantas, animales, hongos, algas o

de bacterias (Ullah, 2019).

En la naturaleza existe una extensa variedad de polisacaridos los cuales
presentan diverso tipo de estructuras y funcionalidades, los polisacéridos al presentarse
ampliamente en la naturaleza los convierte en recursos renovables que pueden llegar a

ser utilizados de diferentes formas dependiendo de su biocompatibilidad,
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polifuncionalidad, estereoregularidad y otras cualidades que en los Gltimos afios con la
situacion socioecondémica ha hecho que estos polimeros naturales sean sujeto de

investigacion para nuevas formas de aplicaciones (Barsett, 2005).

Quitina

La quitina es un homopolimero de N-acetil-glucosamina (2-acetamide-2-desoxi- 8 -
D- glucopiranosa) enlazados por enlaces £(1,4). Es uno de los polisacaridos mas
abundante en la naturaleza, se encuentra distribuido en un rango amplio de seres vivos,
como materia prima puede ser producido industrialmente por la extraccion de
exoesqueletos de crustaceos como cangrejo, camarones, langostas dado que en la

industria alimenticia es una abundante fuente de quitina (Shalaby, 2017).

Figura 1
Estructura quimica de la quitina.

Nota. Tomado de Williams, P. A. (Ed.). (2011). Renewable resources for functional
polymers and biomaterials: polysaccharides, proteins and polyesters. Royal society of

chemistry.

La quitina presenta tres formas polimorfas, la f-quitina, la a-quitina y la y-quitina,

la cual es la combinacion de B-quitina y a-quitina (Kumirska, 2010), de las tres la mas
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estable es la a-quitina dado que posee una gran dureza y se encuentra en las partes mas
rigidas del exoesqueleto de crustaceos mientras que la y-quitina y f-quitina presentan
mayor flexibilidad y se encuentran en las partes blandas y firmes de animales marinos

como las plumas de un calamar (Garrido, 2017).

Para la extraccion de la quitina se debe emplear un proceso mecano-quimico que
consiste en una etapa de trituracion, desmineralizacioén con &cido clorhidrico y

desproteinizacion con NaOH (Singh, 2021).

Quitosano

El quitosano es un copolimero de 2-amino-2-deoxi-beta-D-glucopiranosa
(glucosamina) y 2-acetamida-2-deoxi-beta-D-glucopiranosa (N-acetilglucosamina) es
obtenido por la desacetilacion parcial o total de la quitina, se considera quitosano cuando
los grupos de N-acetil es menor al 50% en su composicion y es obtenido mediante la
hidrdlisis del grupo acetamida mediante un tratamiento alcalino que remueve proteinas y
ocurre la desacetilacion de la quitina a la vez (Shalaby, 2017). El quitosano mientras
mayor sea su grado de desacetilacion se vuelve méas soluble en medio acuoso acido, lo

gue le da la caracteristica de poder formar geles, peliculas o fibras.

Figura 2
Reaccion de desacetilacion de la quitina para producir quitosano.

HiC 0 HaC .0
(b)

Quitina Quitosano

Nota. Tomado de Shalaby, E. (Ed.). (2017). Biological activities and application of marine

polysaccharides. BoD—Books on Demand.
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El grado de desacetilacion se puede determinar mediante algunas técnicas como
la valoracién potenciométrica (Balazs, 2007), espectroscopia infrarroja (Dimzon, 2015),
analisis elemental, valoracion conductimétrica (Dos Santos, 2009), reaccidn enzimatica
(Nanjo, 1991), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Lavertu, 2003), entre

otras.

Celulosa Bacteriana

La celulosa bacteriana es un polisacérido producido por ciertos microorganismos
de los géneros Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina donde la mas eficiente
es la Acetobacter xylinum. (Jozala, 2015) y su produccion se da en presencia de sacarosa
o glucosa como fuentes de carbono para su crecimiento y la formacién del polisacarido

(Vandamme, 1998).

Al ser una molécula lineal compuesta por unidades repetidas de glucosa unidas
por enlaces glucosidicos (1-4) o anhidroglucosa (Phruksaphithak, 2019), posee una
estructura cristalina que se caracteriza por la presencia de fibrillas, o hilos de celulosa,
gue corren paralelos entre si. Se trata de un material biocompatible y biodegradable que
se ha utilizado en diversos campos, como la medicina, la industria alimentaria y el medio

ambiente (Islam, 2017).

Figura 3
Estructura quimica de la unidad de anhidroglucosa en la celulosa.

6
Ho—, Ot
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La celulosa bacteriana se caracteriza por tener una alta pureza y una estructura
cristalina Unica, lo que le confiere propiedades fisicas y quimicas especiales (Huang,
2014). Una de las propiedades més destacadas de la celulosa bacteriana es su elevada
resistencia mecanica, lo que la convierte en un material ideal para la fabricacion de

dispositivos médicos y materiales de construccion (Nakagaito, 2005).

Ademas, la celulosa bacteriana tiene una alta capacidad de absorcion de agua
(Meftahi, 2010) y es resistente a la degradacion por enzimas y microorganismos, lo que la
convierte en un material adecuado para la conservacion de alimentos y el tratamiento de

residuos solidos (Camargo, 2020).

Polisacaridos en la Medicina

Existen muchas investigaciones que muestran los efectos de los polisacaridos en
la salud humana, desde la actividad antiviral (Chen, 2018), actividad antioxidante (Zhong,
2019), hasta las actividades antitumorales de los polisacéaridos (Xie, 2020) que respalda la

utilizacion de una amplia gama de polisacéaridos y sus derivados en la medicina.

Actividades Bioldgicas de los Polisacéaridos

Desde la antigiiedad se han utilizado en la naturaleza hierbas en la medicina
tradicional, donde los principales responsables de los efectos medicinales son los
polisacaridos que componen a estas hierbas medicinales (Barbosa, 2021), la bioactividad
de estos polisacaridos tienen efecto sobre las respuestas inmunitarias del ser humano,
tales como actividades antitumorales, antioxidantes hepatoprotectoras, antivirales, radio

protectoras, antivirales y otras formas de estimular el sistema inmune (Ullah, 2019).



Tabla 1

Actividades biolégicas de algunos polisacaridos.

Actividad ] . .
biologica Polisacarido Mecanismo
Actividad contra la e [(-glucano Reduccion de la ingesta
obesidad de energia.
Aumento de la plenitud y
la saciedad.
Disminucién del hambre.
Actividad e [-glucano Suprime la formacién de
antidiabética productos finales de
glicacion (AGE).
Reduccion de las
respuestas
postprandiales de la
glucosay la insulina.
Aumenta el nivel de
enzimas antioxidantes en
el organismo.
Actividad e Fucoidan Eliminacion de radicales
antioxidante e Polygonum libres.

Actividad

antitumoral

Sulfato de heparan

Pectina

Previene la oxidacion de
lipidos vy la glicacion de
proteinas.

Inhibe la formacion de
especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (ROS
y RNS).

Limita la produccion de
prostaglandina E2.

Evita la oxidacion del
ADN.
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Actividad . _
o Polisacérido Mecanismo
biolégica
e Estimula a los
macrofagos para que
produzcan citoquinas
o e Sulfato de heparan ayudantes citoquinas de
Actividad _
_ tipoly 2 (Thly Th2).
antitumoral

e Pectina e Promueve la formacion
de complejos ternarios.
Desplaza los factores de
crecimiento.
Nota. Tomado de: Ullah, S., Khalil, A. A., Shaukat, F., & Song, Y. (2019). Sources,

extraction and biomedical properties of polysaccharides. Foods, 8(8), 304.

Biopolimeros en la Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa

La piel humana es un 6rgano complejo que se encuentra constituida por tres
capas (hipodermis, dermis y epidermis), las cuales brindan proteccion y control sobre las
interacciones existentes con el entorno exterior. En la parte exterior de la epidermis se
encuentra el estrato cérneo, la cual es la capa protectora que se compone de células

muertas que se desprenden regularmente de la superficie (Leid, 2009).

La mayoria de los microbios o microorganismos viven en el medio natural, solo un
porcentaje menos del uno por ciento, logran invadir los tejidos humanos vivos, lo que
provoca enfermedades, la temperatura corporal, los alimentos y agua presentes en el
cuerpo humano son caracteristicas para ofrecer un buen sitio para estos microbios (Leid,

2009).
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Figura 4
Estructura de la piel humana.
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Nota. Tomado de Leid, J. G., & Shirtliff, M. (2009). The role of biofilms in device-related

infections (Vol. 2, pp. 1-44). M. Shirtliff (Ed.). Berlin, Germany Springer.

En la capa externa de la piel estan habitadas por residentes permanentes los
cuales no crecen ni se multiplican en la piel (presentan un limite de multiplicacién), el
namero de estos microorganismos impregnados en toda la piel se relaciona por las
condiciones cutaneas tales como la actividad de las glandulas sebaceas y sudoriparas,
donde las secreciones de estas glandulas brindan los nutrientes y condiciones favorables
para que exista una determinada composicién de microflora residente en la piel,
externamente la piel no se ve afectada por esta microflora residente, dado que esta
misma se encarga de prevenir la colonizacién de la piel por microorganismos patégenos,
sin embargo, se pueden dar ciertas condiciones que hace que esta flora residente
provoque enfermedades en la piel, por lo general estas afecciones suelen ser el resultado
de lesiones en la piel las cuales proporcionan un nicho de crecimiento microbiano muy

diferente del que se encuentra en la microflora microbiana (Scott, 2010).

El proceso de cicatrizacion de tejidos se encuentra en relacion con la respuesta

inmunitaria y la invasion de microbios, dado que en sistemas inmunitarios debilitados las
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grandes poblaciones bacterianas retrasan la cicatrizacion de la piel, por siguiente, un

sistema inmune o antimicrobianos favorece a una cicatrizacion (Leid, 2009).

Los biopolimeros son cada vez mas importantes en el cuidado de heridas, su alto
grado de biocompatibilidad y sus propiedades antimicrobianas, inmunomoduladores y
angiogénicas crean un ambiente ideal para promover la cicatrizacién de heridas, como por
ejemplo tenemos celulosa, alginato, acido hialurénico, colageno, quitosano, entre otros.
Se han realizado diferentes avances tecnoldgicos en ciencia de materiales, medicina
regenerativa, nanotecnologia y bioingenieria con el fin de mejorar las caracteristicas
funcionales y estructurales de estos biopolimeros para satisfacer la demanda actual de
cuidado de heridas, esto incluye reparacion de tejidos, restauracion de la integridad de

tejidos y cicatrizacién de heridas sin formacion de cicatrices (Sahana, 2018).

Quitosano como Biopolimero Aplicado en la Medicina

El quitosano se encuentra compuesto por cadenas de N-acetilglucosamina unidas
por enlaces peptidicos, formando polisacéarido lineal, el cual es biocompatible,
biodegradable y no téxico (Ramya, 2012). Estas propiedades lo hacen adecuado para su
uso en aplicaciones biomédicas, como en el desarrollo de materiales para ingenieria de

tejidos y en la liberacién de farmacos de forma controlada (Pella, 2018).

El quitosano también tiene propiedades antimicrobianas y se ha utilizado en la
conservacion de alimentos y en la fabricacién de productos de higiene personal, como
cremas y lociones (Sharkawy, 2020). Ademas, también se ha demostrado que puede
tener un efecto beneficioso en la salud digestiva cuando se consume en forma de

suplemento dietético (Le, 2015).

En medicina, el quitosano ha sido utilizado en el tratamiento de heridas, ya que

promueve la cicatrizacion y tiene propiedades antiinflamatorias y analgésicas (Hu, 2022).
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El quitosano también se ha implementado en el desarrollo de dispositivos de liberaciéon de
farmacos, como parches e implantes, debido a su capacidad de controlar la liberacién de

principios activos de manera prolongada (Santos, 2014).

Usos de Celulosa Bacteriana en la Medicina

La celulosa bacteriana es un material natural, biocompatible y biodegradable que
se ha utilizado en diversos campos de la medicina, uno de los usos méas destacados de la
celulosa bacteriana es en la fabricacion de dispositivos médicos, como suturas, parches
de heridas y materiales de relleno dado que se ha demostrado que la celulosa bacteriana
es capaz de promover la cicatrizacién y la regeneracion de tejidos, por ende convierte la
celulosa bacteriana en una opcién atractiva para la medicina regenerativa (Carvalho,
2019). Ademas, la celulosa bacteriana se ha utilizado en la elaboracion de medicamentos

y vacunas, ya que permite la liberacién controlada de farmacos en el cuerpo (Ullah, 2016).

Otro uso importante de la celulosa bacteriana en la medicina es en la fabricacion
de dispositivos de diagndstico, como tiras reactivas para la deteccién de enfermedades

(Teodoro, 2021).

Acetobacter Xylinum

Acetobacter xylinum es una bacteria perteneciente al género Acetobacter, es un
tipo de bacteria aerobia lactica, capaz de producir 4cido acético (CH3COOH) a partir de
etanol y oxigeno. En la produccién de kombucha, esta bacteria se utiliza para convertir el
azucar en acido acético, dioxido de carbono y etanol, lo que es responsable del sabor
caracteristico del kombucha y ayuda a conservar el producto final. Ademas de esto, esta
bacteria también es capaz de producir celulosa bacteriana, la cual se acumula en la
superficie del liquido formando una especie de pelicula o "colonia" conocida como
SCOBY (Colonia simbittica de bacterias y levaduras) o también conocida como madre

(Soares, 2021). La celulosa bacteriana es como un hogar para las bacterias y levaduras
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del kombucha, proporciona un ambiente estable para su crecimiento, ayuda a mantener la
consistencia del liquido y evitar la contaminacion con microorganismos externos

(Amarasekara, 2020).

Para cultivar Acetobacter xylinum se requieren compuestos organicos y minerales
esenciales para el crecimiento y fermentacion de las bacterias y levaduras. Para la
produccion de acido acético, dioxido de carbono, etanol y celulosa bacteriana, es
necesaria una fuente de carbono que permita a las bacterias y levaduras crecer y
reproducirse. Segun un estudio realizado por Tua en el 2017, se utiliza aztcar como
fuente de carbono. La fermentacion del azlcar produce acido acético, didxido de carbono,
etanol y celulosa bacteriana. La produccién de celulosa en el kombucha esta regulada por

la disponibilidad de azlcar y oxigeno en el ambiente (Tua, 2017).

Con una suficiente cantidad de azucar disponible, las bacterias produciran
celulosa para formar una colonia estable conocida como SCOBY. Con suficiente oxigeno
disponible, las bacterias produciran celulosa en una tasa mayor. Sin embargo, si el azlcar

o el oxigeno son limitados, la produccion de celulosa puede verse afectada (Tua, 2017).

Hidrogel

Los hidrogeles provienen de materiales poliméricos que pueden contener una gran
cantidad de agua en su estructura, que puede llegar a ser del orden del 90%. Esta alta
hidratacion los hace muy similares a los tejidos biolégicos, lo que los hace muy utiles en
aplicaciones biomédicas y de ingenieria tisular. Ademas, dado a su alta capacidad de
absorcion de liquidos y una buena elasticidad, los hace utiles en productos de consumo y

en la industria agricola (Manzoor, 2012).

Existen diversos métodos para la produccién de hidrogeles, que se pueden

clasificar en tres categorias principales: métodos quimicos, métodos fisicos y métodos
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biolégicos (Li, 2020). Los métodos quimicos incluyen técnicas como la polimerizacion por
radicales libres, la polimerizacion por oxidacion, la polimerizacion por adicion y la
polimerizacién por condensacion (Green, 2010). Estos métodos se basan en la reaccién
quimica entre mondémeros para formar polimeros con enlaces covalentes (Picchioni,
2018). Los métodos fisicos incluyen técnicas como la gelificacion por enfriamiento y la
gelificacién por reticulacion, los cuales se basan en el cambio de estado de la solucion o
el coloidal para formar una red polimérica porosa (Yokoyama, 1986). Los métodos
biolégicos incluyen técnicas como la ingenieria de tejidos y la sintesis de polimeros por
medio de microorganismos. Estos métodos se basan en el uso de células vivas o enzimas

para sintetizar polimeros con enlaces no covalentes (Sakr, 2022).

Los hidrogeles se pueden fabricar a partir de polimeros naturales o sintéticos, y su
estructura puede ser modificada para obtener propiedades deseadas. Por ejemplo, se
pueden incorporar grupos funcionales para mejorar la adhesién a materiales (Jung, 2020)

o la liberacién controlada de farmacos (Rizzo, 2021).

Un ejemplo de aplicacion de los hidrogeles es su uso como material de relleno en
cirugias plasticas, ya que se pueden utilizar para rellenar areas del cuerpo que hayan
perdido volumen debido a envejecimiento o a una cirugia previa (Von Buelow, 2005).
También se han utilizado en productos de cuidado personal, como toallitas himedas y

toallitas de bebé, debido a su alta capacidad de absorcion (Abd Manan, 2021).

Mitura (2020) indica las ventajas y desventajas en el uso de hidrogeles en la

industria cosmeética, las cuales se presentan en la siguiente tabla.



Tabla 2

Biopolimeros utilizados como hidrogeles en aplicaciones cosméticas.

Biopolimeros

Ventajas

Desventajas

Kappa-

carragenano

Goma

Xantana

Goma guar

Pectina

Alginato

Celulosa

Retiene el agua en la piel y el

cabello.

Se utiliza como acondicionador o
del cabello.

Actlia como hidratante.

Soporta diferentes rangos de .
temperatura y valores de pH.
Propiedades acondicionadoras

de la piel.

No toxico.

Mejora el estado del cabello y .
de la piel.

Evita la pérdida de agua.

Aumenta la vida util del

producto.
Fortalece la piel. o
Borra las arrugas finas. .

Aumenta la elasticidad y

fortalece la piel.

Refresca la piel.

Aumenta la hidratacion de la o
piel.

Minimiza la aparicion de

hiperpigmentacion.

Puede causar
inflamacion.
Puede causar

irritacion.

Causa irritacion.

Sensibilidad

alérgica.

Pectina de
algunas fuentes
puede
ocasionalmente
mostrar escasa
capacidad de
gelificacion.

El gel formado
puede tener mal

olor.

Muestra escasa

compatibilidad con

una matriz

polimérica.
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Biopolimeros

Ventajas

Desventajas

Gelatina

Colageno

Acido

hialurénico

Quitosano

Mejora la salud de la piel.

Aporta firmeza a la piel.

Mejora la elasticidad de la piel.

Reduce las arrugas.
Aumenta la hidratacion de la
piel.

Ayuda a reducir la visibilidad
de las lineas de expresiéon y
arrugas.

Proporciona una piel mas

tersa.

Antimicrobiano.
Antioxidante.

Suaviza la piel.

Puede provocar
reacciones

alérgicas.

Puede causar

necrosis cutanea

local y respuestas

inflamatorias.

Puede provocar
reacciones
alérgicas.

Puede causar
erupciones en la
zona de
aplicacion.
Reticulacion del
gel de quitosano
puede afectar
propiedades
intrinsecas del

guitosano.

Agentes Reticulantes

Nota. Tomado de Mitura, S., Sionkowska, A., & Jaiswal, A. (2020). Biopolymers for

hydrogels in cosmetics. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 31, 1-14.
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Los agentes reticulantes son productos quimicos que se utilizan para formar redes

de polimeros a través de reacciones de reticulacién. Estos agentes se agregan a
soluciones de polimeros o coloides para formar hidrogeles, que son materiales elasticos
porosos con alta capacidad de absorcion de agua. Los reticulantes se dividen en dos

categorias: agentes reticulantes bifuncionales y agentes reticulantes multifuncionales
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(Ratner, 2004). Los agentes reticulantes bifuncionales tienen dos grupos reactivos que
pueden reaccionar entre si para formar enlaces covalentes y unir cadenas de polimeros
(Park, 2011). Los agentes reticulantes multifuncionales tienen varios grupos reactivos que
pueden reaccionar entre si para formar redes poliméricas mas complejas y fuertes (Wong,

2004).

Los agentes reticulantes se utilizan en diversos campos, como la medicina
(Khunmanee, 2017), la industria alimentaria (Gerrard, 2002) y la ingenieria de tejidos (Lim,
2022). Ademas, se han desarrollado nuevos agentes reticulantes que son usados para la
formacion de hidrogeles con caracteristicas especiales, como la liberacién controlada de

farmacos o la respuesta a estimulos externos (Paradee, 2012).

Caracterizacion de Biopelicula Quitosano-Celulosa Bacteriana

La caracterizacion de biopelicula es un campo de investigacion que se enfoca en
estudiar las peliculas biolégicas formadas por microorganismos y sus componentes en
diferentes ambientes. En particular, las biopeliculas quitosano-celulosa bacteriana (QCB)
son un tipo de biopelicula formada por una mezcla de quitosano y celulosa producida por

bacterias.

La caracterizacion de biopeliculas QCB puede incluir el estudio de su estructura,
composicion quimica, resistencia mecanica y propiedades antimicrobianas. Ademas, se
pueden investigar las condiciones ambientales que afectan su formacién y crecimiento,
asi como su aplicacion potencial en campos como la biotecnologia, la ingenieria de

materiales y la biomedicina.

Contenido de Humedad
Existen varios métodos para determinar el contenido de humedad de una muestra,

algunos de los métodos basicos son:
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e Método de pesada: consiste en pesar una muestra antes y después de ser
sometida a condiciones de secado (Hota, 2017).

¢ Método Karl Fischer: es un método quimico que utiliza un reactivo
especifico llamado Karl Fischer para medir el contenido de agua en la
muestra. El reactivo reacciona con el agua presente en la muestra y genera
una corriente eléctrica que se mide y utiliza para calcular el contenido de
humedad (Koch, 2007).

¢ Método de vaporizacion: es similar al método de pesada, pero en lugar de
utilizar el secado al aire, se utiliza una fuente de calor para vaporizar el
agua contenida en la muestra (Nielsen, 2010). El contenido de humedad se

calcula mediante la formula:

(masa himeda — masa seca) ()
% humedad = —q himeda x100

De estos métodos se pueden presentar ventajas y desventajas, donde dependen
de la naturaleza de la muestra y las condiciones experimentales especificas. Es
importante también mencionar que es importante considerar las especificaciones de cada

método para obtener una medicién aceptable del contenido de humedad (Nielsen, 2010).

Fraccion Gel

La fraccion gel es un indicador utilizado en la fabricacion de hidrogeles para
determinar la proporcion de polimero que ha alcanzado un estado de gelificacién. Se mide
dividiendo el peso del polimero en estado de gel entre el peso total del polimero. Este
parametro refleja la eficacia de la gelacion y se utiliza para evaluar la calidad del hidrogel
y su capacidad para retener liquidos. Se determina a través de un proceso de pesaje y
medicion de la cantidad de polimero en estado de gelacion en relacion con el polimero

total.
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Ww. 2
%GF = W(l)xwo (2)

Donde W es el peso inicial de la muestra y W1 es el peso de la muestra seca

luego de gelificar.

Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja es un método empleado para evaluar la absorcion o
emision de radiacion infrarroja por una muestra. La radiacion infrarroja es un tipo de
energia electromagnética con longitudes de onda mas prolongadas que la luz visible, pero

mas cortas que las ondas de microondas. (Aenugu, 2011).

La espectroscopia IR se basa en el hecho de que diferentes moléculas absorben
radiacién infrarroja en longitudes de onda especificas, conocidas como bandas de
absorcion. Estas bandas de absorcién son Unicas para cada molécula y pueden ser

utilizadas para identificar y caracterizar una molécula especifica (Fiore, 2021).

Existen varios tipos de espectroscopia IR, como la espectroscopia IR de
transmision (Akhgar, 2020), la espectroscopia IR de reflexion total atenuada (Ramer,
2006) y la espectroscopia IR de espejos planos (Hiroaki, 2002). Cada uno de ellos tiene
sus propias ventajas y desventajas y se selecciona en funcion del tipo de muestra y las

condiciones experimentales especificas.

La espectroscopia IR es una herramienta valiosa en una variedad de campos,
como la quimica (Haas, 2016), la farmacologia (Crupi, 2002), la biologia (Munck, 2007), la
ingenieria de materiales (Fernandez-Carrasco, 2012), la medicina (Correia, 2018), entre
otros. En la quimica, se utiliza para identificar y caracterizar compuestos organicos e
inorgénicos, en la farmacologia se utiliza para analizar la estructura de los medicamentos

y en la ingenieria de materiales se utiliza para evaluar la calidad de los materiales.
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Espectroscopia IR de Quitosano. Dong (2001) en su estudio de determinacion
del grado de sustitucion del N-acilato de quitosano mediante espectros IR, muestra la
aplicacion de espectroscopia IR en la determinacion del grado de desacetilacion (DD). A
continuacién, se muestra las bandas principales e interpretaciones de algunas muestras

tipicas de quitosano con diferentes DD.

Tabla 3
Bandas caracteristicas de quitosano de diferentes grados de desacetilacion.

DD (%)

Asignaciones
99.84 81.44 47.36 19.11 1.17

3435 3436 3433 3443 3427 Estiramiento O-H

0021 2921 2923 2928 2926 Estiramiento CH2 asimétrico y estiramiento
CHS3 simétrico

2863 2870 2880 2879 2879 Estiramiento C-H

1660 1668 1655 1664 1663 bandalamida

1604 1602 - - - Deformacion N-H

1558 1558 1561 1560 1558 Banda ll amida

1425 1430 1411 1420 1419 Flexion CH2y deformacién CH3

1384 1381 1382 1379 1378 Deformacién simétrica CH3 y flexion CH

1327 1320 1318 1314 1312 Banda lll amiday meneo de CH2

1154 1159 1156 1159 1158 Estiramiento de oxigeno en puente asimétrico

] ] 1114 1114 1115 Modo de estiramiento anular asimétrico en el

plano

1078 1076 1070 1070 1069 Estiramiento C-O

1028 1029 1028 1028 1029 Estiramiento C-O

886 896 899 897 892 Estiramiento del anillo

Nota. Tomado de Dong, Y., Xu, C., Wang, J., Wang, M., Wu, Y., & Ruan, Y. (2001).
Determination of degree of substitution for N-acylated chitosan using IR spectra. Science

in China Series B: Chemistry, 44, 216-224.

Espectroscopia IR de Celulosa. En un estudio realizado por Zhang (2018), se

analizaron las caracteristicas de conformacion de la celulosa bacteriana mediante
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espectroscopia IR. Se compararon los espectros IR de dos tipos de cultivo diferentes,
cultivo estatico (BC-ST) y cultivo por agitacion (BCSK), y se encontré que ambos eran

practicamente iguales.

En los espectros se identificaron varios picos de absorcion que sugieren la
presencia de diferentes grupos funcionales en la celulosa bacteriana. En 3344, 1163,
1111 y 1060 cm-1 se encontrd la presencia de grupos hidroxilo (-OH). En 2916, 1420,
1336, 667 y 623 cm-1 se detectd la presencia de grupos carbonilo (-CH2-, >CH- y CH).
Ademas, en 1280y 877 cm-1 se encontro la presencia de un anillo C-O-C,y en 1235y

1035 cm-1 se encontro la presencia de un C-O-C lineal (Zhang, 2018).

Los resultados obtenidos sugieren que la espectroscopia IR es una herramienta
valiosa para analizar las caracteristicas de conformacién de la celulosa bacteriana y para

identificar los grupos funcionales que se encuentran en su estructura.

Grado de Desacetilacion

El grado de desacetilacion (DD) es un parametro utilizado para medir la cantidad
de grupos acetilo existentes en un polisacéarido (Du, 2012), especialmente en el quitosano,
y para evaluar su calidad y pureza. Ademas, también se utiliza para determinar la
aplicabilidad del quitosano en diferentes industrias. El quitosano esta compuesto
principalmente por unidades de N-acetilglucosamina y glucosa, y el grupo acetilo en su
estructura es el encargado de su solubilidad en medios acidos y su insolubilidad en
medios alcalinos (Park, 2003). El DD se refiere a la cantidad de grupos acetilo presentes
en el quitosano y se calcula como un porcentaje de los grupos acetilo eliminados. Es
crucial tener presente que el porcentaje de desacetilacion tiene una relacion directa con la
solubilidad y la estructura del quitosano, lo que afecta su utilizacién en distintas industrias
(Aider, 2010). Un alto DD se relaciona con una mayor solubilidad y estabilidad del

quitosano, lo que lo hace mas adecuado para su uso en aplicaciones farmacéuticas y
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alimentarias, mientras que un bajo DD se relaciona con una menor solubilidad y mayor
estabilidad en medios alcalinos, lo que lo hace mas adecuado para su uso en aplicaciones
industriales, como la produccion de filmes y membranas (Zargar, 2015). Es importante
destacar que el DD debe ser medido y considerado en la produccion y uso del quitosano

para asegurar su eficacia y eficiencia en las aplicaciones deseadas.

Métodos de Determinacion del Grado de Desacetilacidn. Existe varios métodos
para la determinacién del DD, los mas destacados son el método de Espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y el método de titulacion acido-base.

Método de Espectroscopia Infrarroja (IR). Se lleva a cabo utilizando un
espectroscopio infrarrojo (IR) en un rango de ondas de 4000 a 400 cm-1. Da tasa de
desacetilaciéon (DDA%) fue calculada a través de las ecuaciones propuestas por Dong
(2001) para cada relaciobn mas adecuada de Absorcion (banda sonda/banda de

referencia)

A
1560 — _0.0057 DD + 0.7375 3)
A3430
A
1655 _ _0.0144 DD + 1.9239 (4)
A2920
A
1655 — _0.0139 DD + 1.8833 (5)
A2880

Las ecuaciones 3, 4 y 5 muestran coeficiente de correlacion (R) de 0.9816, 09811y

0.9764 correspondientes para las mediciones de grados de desacetilacion (Dong, 2001).

Método de Titulacion Acido-Base. Czechowska-Biskup (2012) propone que para
medir el DD del quitosano se disuelve quitosano seco en una solucién de &cido clorhidrico

y agua desionizada, luego se valora la solucién utilizando una solucién de NaOH



43

mediante una bureta y al mismo tiempo midiendo el pH continuamente a lo largo de su
valoracién, donde al final se determina el DD del quitosano mediante la siguiente férmula.

V, -1

DD% = (2.03
%= )m+0.0042(V2 V)

(6)

Donde: DD % es el grado de desacetilacién, V2 el volumen de NaOH gastado para
alcanzar un pH 2.0, V1 es el Volumen de NaOH gastado para pH ajustar un pH de 6.0 y m

es el peso de la muestra de quitosano.

Viscosidad

La viscosidad es una propiedad fisica que mide la resistencia interna de un fluido
al fluir. Es la medida de la oposicion que un fluido ofrece al movimiento de un cuerpo que
se mueve dentro de ella (Massey, 2018). La viscosidad se relaciona con la friccién interna
de un fluido y su capacidad para transmitir esfuerzos de carga (Massey, 2018). La
medicion de la viscosidad se realiza utilizando un viscosimetro, existen varios tipos de
viscosimetros, cada uno con su propia metodologia de medicion. Los viscosimetros mas

comunes son los de capilar, los de rotor y los de cuchara (Gupta, 2014).

La viscosidad tiene aplicaciones en una amplia variedad de campos, desde la
industria alimentaria hasta la petroquimica. En la industria farmacéutica, la viscosidad se
utiliza para medir la consistencia de los medicamentos liquidos y semisélidos

(Doktorovova, 2009).

En general, la medicién y control de la viscosidad es esencial en la mayoria de los

procesos industriales para garantizar la calidad y la eficiencia en la produccion.

Contenido de Ceniza
El contenido de ceniza en un material se refiere a la cantidad de elementos no
organicos presentes en él, estos elementos son generalmente minerales y metales y su

contenido se determina mediante un proceso de combustién controlada. La ceniza se
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obtiene quemando completamente una muestra del material en cuestion, y el residuo
sélido resultante se pesa y se calcula como un porcentaje del peso original de la muestra

(Ismail, 2017).

Andlisis Termogravimétrico

El analisis termogravimétrico es un proceso en el que se evalla una propiedad de
un material en funcion del tiempo y la temperatura. Durante la realizacion de un analisis
termogravimétrico, se mide la disminucion en el peso de una muestra a la vez que la
temperatura aumenta en condiciones controladas y en atmdsferas especificas, de esta
forma se obtienen los termogramas y las curvas del analisis termogravimétrico diferencial

(DTG) (Alonso, 2009).

Disefio Experimental

El disefio experimental es un enfoque para la investigacion cientifica que busca
establecer la relacion causal entre variables. Esto se logra mediante la manipulacion
intencional de una 0 mas variables independientes (también conocidas como factores) y el
registro de cambios en una o mas variables dependientes. Los resultados obtenidos en
estos experimentos son utilizados para establecer relaciones causales y para formar

conclusiones sobre el comportamiento de las variables en cuestion (Kirk, 2012).

Disefio Central Compuesto

El disefio de central compuesto (DCC), también conocido como metodologia
superficie de respuesta (RSM) es un enfoque para la investigacion experimental que se
utiliza para optimizar una funcion de respuesta en funcién de varios factores
independientes. Este tipo de disefio se utiliza a menudo en ingenieria, manufactura y
ciencias de la vida, para optimizar la calidad de un producto o el rendimiento de un

proceso.
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En este tipo de disefio se establecen niveles para cada una de las variables
independientes y se realizan mediciones en diferentes puntos de la superficie de
respuesta, con el objetivo de encontrar la combinacién éptima de niveles para maximizar

o minimizar la funcién de respuesta (Khuri, 2010).

El DCC puede ser utilizado para optimizar una sola variable de respuesta o para
trabajar con varias respuestas simultaneamente. Ademas de esto también se pueden
incorporar restricciones en el disefio para asegurar que las variables independientes se

mantengan dentro de ciertos limites (Khuri, 2010).

El DCC es uno de los disefios de superficie de respuesta mas usados para ajustar
modelos de segundo orden. Un disefio compuesto central consta de F puntos factoriales,

2k puntos axiales (+a) y nc puntos centrales (Myers, 2016).

Figura 5
Ejemplo de DCC.
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Nota. Tomado de Myers, R. H., Montgomery, D. C., & Anderson-Cook, C. M. (2016).
Response surface methodology: process and product optimization using designed

experiments. John Wiley & Sons.



Capitulo Il

Metodologia

Equipos, Materiales y Reactivos.

Equipos

Balanza analitica digital.

Estufa de secado 115 litros ESCO Isotherm.
pH-metro digital.

Mufla.

Espectrofotometro de infrarrojo.

Agitador magnético con calefaccion.
Rotavapor.

Molino mecéanico.

Materia Prima

Cascaras de camaron.

Acetobacter xylinum (Kombucha).

Materiales

Vasos de precipitacion de 10, 100, 250, 400 y 600 ml.
Papel filtro.

Matraz Kitasato.

Embudo buchner.

Mortero.

Matraces aforados de 250, 500 y 1000 ml.

Vaso de vidrio de 1000 ml.
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Reactivos
e Hidréxido de sodio (NaOH).
e Acido clorhidrico (HCI).
e Acido acético (CH3;COOH).
e Gelatina 300 bloom.
e Gilicerina.
e Agua destilada.
e AzUcar morena.

e Té negro.

Obtencion de Residuo de Camarén
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La obtencién de las cascaras de camarén se realiza a partir de solicitudes a varios

locales de comida de la ciudad de Latacunga.

Figura 6
. . . -z .
Mapa de la ciudad de Latacunga indicando los lugares de obtencion de residuos del
7
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Obtencién de Acetobacter Xylinum

Se obtiene Acetobacter xylinum mediante de cultivos iniciadores, que son

soluciones liquidas o polvos secos que contienen bacterias y levaduras vivas y activas. En

su cultivo es necesario controlar factores como la temperatura, la acidez, la concentraciéon
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de azulcar y el tiempo de cultivo. Estas condiciones éptimas permiten el crecimiento y
reproduccion de las bacterias y levaduras, lo que a su vez aumenta la produccion de
celulosa. También es importante utilizar una colonia de kombucha sana y activa y

asegurar una buena aireacién del medio de cultivo.

Proceso de Obtencién de Quitosano
Para la obtencion de quitosano a partir del residuo del camaron, se establece un
proceso de cinco etapas: limpieza y preparacién de materia prima, despigmentacion,

desproteinizacion, desmineralizacién y desacetilacion.

Figura 7
Mapa de proceso de obtencion de quitosano.
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Limpiezay Preparacion de Materia Prima

Los residuos de camarén son lavados, separando las cdscaras en un recipiente
metalico y puestas a coccién a 100 °C, luego las cascaras deben ser secadas en una
estufa a 70 °C durante 18 horas y trituradas en un molino de café modelo Hamilton

Beaach.

Figura 8
Cascaras de camarén secas.

Figura9
Polvo de cascara de camaron.
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Despigmentacion

Para la decoloracion del camaron se utiliza acetona en un matraz Erlenmeyer
equipado con un tapdon, con una relacion al peso de polvo de cascara de camardn de 1:5
p/v, durante agitacion continua durante 2 horas, luego se deja reposar durante 18 horas

sin quitar el tapon.

Luego del reposo, se filtra al vacio por medio de un matraz Erlenmeyer equipado
con un embudo Blichner, recuperando el color y depositando el polvo de cdscara de
camarén en un vaso de plastico de 1 litro, para realizar el correspondiente lavado, filtrado

y secado a estufa a 50 °C durante 18 horas.

Para la extraccion del pigmento se agrega almidén en polvo en relacion 1:5 p/v en
relacién con el volumen de liquido. El color en solucién de acetona y almidon se extrae
mediante evaporacion de la acetona en un rotavapor a 56 °C durante 1 hora, el polvo

coloreado se lo recupera raspando el contorno del matraz de destilacion.

Desproteinizacion
La desproteinizacion es un proceso utilizado para remover las proteinas de la

muestra de cascara de camardn para facilitar el proceso de obtencién de quitosano.

El NaOH se utiliza para la desproteinizacion debido a su capacidad para hidrolizar
las proteinas en aminoéacidos y péptidos, debido a su gran poder hidrolitico es capaz de
hidrolizar los enlaces peptidicos que unen los aminoacidos en las proteinas (Chang,

2017).

En el proceso se utiliza NaOH al 50% en una relacién 1:10 p/v de cascara de
camaron y solucion de NaOH, con el fin de hidrolizar las proteinas en una solucién acuosa
mediante un tratamiento térmico a 80 °C en agitacion continua durante dos horas,

utilizando un agitador magnético con calefaccion.
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Luego se deja enfriar las cascaras de camaron y se realiza lavados continuos
hasta tener un ajuste de pH de 7. La muestra neutralizada es secada a 40 °C en una

estufa durante 18 horas.

Desmineralizacion
Una vez neutralizada la muestra se prepara una solucién de HCI al 10% en una

relacién solido-solvente de 1:10 p/v, se deposita las cascaras de camaron

El &cido clorhidrico se utiliza para disolver los minerales como carbonato de calcio

y otras impurezas presentes en las cascaras de camaron (Younes, 2016).

La muestra es neutralizada por medio de lavados sucesivos, una vez alcanzado un
pH de 7 se seca la muestra en una estufa a 45 °C durante 18 horas, al final del proceso lo

que se obtiene es quitina.

Desacetilacién
La desacetilacion es un proceso quimico que se utiliza para eliminar los grupos de

acetilo de una molécula organica (Kalut, 2008), para este caso de estudio es la quitina.

En el proceso de desacetilacion se utiliza NaOH al 50% en una relacion 1:10 p/v
de quitina y soluciéon de NaOH a temperatura ambiente con agitacion continua durante 4

horas y 18 horas en reposo.

Luego se procede a realizar lavados sucesivos hasta alcanzar un pHde 7 y

finalmente se seca en una estufa a 45 °C durante 20 horas.

Se puede estimar el rendimiento de obtencién de quitosano en relacion con la

cascara de camaron utilizada de la siguiente forma:

o Cantidad de producto obtenido
Rendimiento = , —— — x100%  (7)
Cantidad de materia prima utilizada
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Determinacion de Grado de Desacetilacion del Quitosano

Para la determinacion del DD se lo realiza por dos métodos, el primero por un
analisis IR y el segundo por titulacion acido-base. A continuacién, se explica el
procedimiento del segundo método, dado que para el primer método no se requiere un

proceso quimico para la determinacion del DD.

En este proceso, se toma una cantidad especifica de quitosano seco (0.2 g) y se
disolvié en una solucion de HCI (0.1 M) y agua desionizada (solucion de 25 ml), luego se
agita durante un periodo de tiempo especifico (30 min). Se afiade mas agua desionizada
(25 ml) y se continta agitando (30 min), hasta que el quitosano se disuelva
completamente, luego se valora la solucion utilizando una solucién de NaOH (0.1 M) y por
medio de una bureta se mide el volumen necesario para ajustar un pH de 2 y luego el
volumen para un pH de 6. Finalmente, se determina los grados de desacetilacion de la

siguiente manera.

DD% = (2.03)

0.2 + 0.0042(V) (8)

Donde V es la diferencia de volimenes de valoracién entre un pH de 2 y un pH de 6.

Proceso de Obtencion de Celulosa Bacteriana
Para la obtencidn de celulosa bacteriana a partir de la Kombucha (Acetobacter
xylinum) se lo consigue mediante tres etapas: cultivo de kombucha, extraccién de celulosa

bacteriana y purificacion.
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Figura 10
Mapa de proceso de obtencion de celulosa bacteriana.
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Cultivo de Acetobacter Xylinum
Para cultivar Acetobacter xylinum (la bacteria utilizada para producir kombucha),
se necesitan los siguientes ingredientes: té, azicar, un SCOBY y un ambiente célido y sin

contaminacion. El cultivo se la realiza en el siguiente orden:

1. Se prepara el té: se hierve agua y se aflade el té (puede ser té verde o té negro) y
se deja enfriar.
2. Se aflade azlcar: se afiade azUcar al té para que las bacterias tengan alimento.

3. Se afade el SCOBY: se coloca el SCOBY en el té con azUcar.
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4. Se tapay se deja fermentar: se tapa el recipiente con un pafio o0 gasa y se deja en
un lugar aislado y oscuro durante un mes.
5. Cada semana se realiza una revision del estado del cultivo y manteniéndolas

condiciones Optimas, aireando el recipiente y afiadiendo azUcar y té.

Es importante tener en cuenta que el proceso de fermentacién puede variar
dependiendo de las condiciones ambientales y de las preferencias personales. También

es importante seguir medidas de higiene adecuadas para evitar contaminaciones.

Extraccion de Celulosa Bacteriana

Para la extraccion de la celulosa bacteriana, en las primeras semanas de haber
formado la matriz madre de celulosa bacteriana, se comenzara a crear peliculas de
celulosa bacteriana en la superficie del recipiente, cada 14 dias se retira esa pelicula
formada. Para este proceso de extraccion es requerido guantes de latex nuevos para
evitar la contaminacion del cultivo. El tamafio, grosor y dureza de la pelicula dependera de

condiciones de fermentacién del cultivo.

Purificacion de Celulosa Bacteriana

La celulosa bacteriana extraida es tratada con NaOH al 10% en una relacion de
celulosa bacteriana de 1:5 a 80 °C durante una hora, de esta forma se asegura eliminar
las bacterias e impurezas presentes en la celulosa bacteriana. Luego de cada purificacion,
se filtra al vacio la celulosa bacteriana y es conservada en un vaso de precipitado de 500
ml, se afiade agua destilada lo suficiente para cubrir la celulosa bacteriana y se sella con

Parafilm.

Neutralizacién, Secado y Pulverizado
Luego de repetir los procesos de extraccion y purificacion de celulosa bacteriana y

tener una cantidad considerable de celulosa bacteriana, se procede a realizar lavados
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continuos hasta alcanzar un pH neutro, luego es filtrado al vacio, secado a 50 °C durante

18 horas y pulverizado en un molino de café modelo Hamilton Beaach.

Se agrega agua destilada al envase del molino y se deposita en un vaso de

precipitacion y se vuelve a secar en la estufa a 50 °C durante 18 horas.

Procesos de Lavado Continuo

Para todos los procesos (obtencion de quitosano y celulosa bacteriana) que
alteraban el pH se colocaba la muestra en un recipiente de 1 L para cada lavado, se
utilizé un embudo Buchner equipado con papel filtro colocado en un matraz Kitasato

conectado a una bomba de vacio.

Figura 11
Filtracion al vacio.

Peliculas de Quitosano y Celulosa Bacteriana para Analisis IR

Se toma 0.1 gramos para cada polisacarido y se agrega 10 ml de CH3COOH al
4%, cada solucién separada de quitosano y celulosa son colocadas en moldes de plastico
resistente al calor y son introducidas a la estufa a 70 °C durante 18 horas. Las peliculas

formadas son analizadas en un espectréometro IR en un rango de 600 a 4000 cm™.
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Contenido de Humedad

Para la determinacion de contenido de humedad se toma 1 gramo de cada
polisacarido obtenido (Debe haber reposado en un recipiente abierto) y se pone a secar
en una estufa a 100° C durante 3 horas y hasta que su peso no varie, por ultimo, se toma

el valor de su peso y procede a determinar la humedad con la ecuacion (1).

Proceso para el Desarrollo de Biopeliculas de Quitosano-Celulosa Bacteriana
Una vez de haber obtenido quitosano y celulosa bacteriana en una cantidad

considerable, se procede a realizar las biopeliculas de QCB.

Se agrega quitosano a una solucion de gelatina (agente reticulante) en agitacion
continua durante 20 minutos, luego se agrega celulosa bacteriana en agitacion continua
durante 20 minutos y por ultimo se agrega 0.5 ml de glicerina, se deposita la mezcla en un

recipiente plastico termoestable y se seca en una estufa a 80° durante 18 horas.

Disefio Central Compuesto
Se propone el siguiente DCC para evaluar la composicion de la biopelicula de

QCB.

Tabla 4
Combinaciones de quitosano, celulosa bacteriana y gelatina para la produccion de
biopeliculas.

N° Masa de Masa de  Contenido de Masa de Total

Muestra quitosano (g) celulosa (g) gelatina(g) glicerina (g) (9)

1 0.5899 0.4100 0.1158 1.2600 2.3759
2 0.5899 0.4100 0.3245 1.2600 2.5845
3 0.5899 0.4100 0.5330 1.2600 2.7930
4 0.1798 0.8201 0.0989 1.2600 2.3589
5 0.3000 0.7000 0.2400 1.2600 2.5000
6 0.3000 0.7000 0.0900 1.2600 2.3500
7 0 0 1.0000 1.2600 2.2600




N° Masa de Masade Contenidode  Masade Total
Muestra quitosano (g) celulosa (g) gelatina(g) glicerina (g) (9)

8 1.0000 0 0.5500 1.2600 2.8100
9 1.0000 0 0.8500 1.2600 3.1100
10 0 0 1.0000 1.2600 2.2600
11 0.1798 0.8201 0.5500 1.2600 2.8100
12 0.5899 0.4100 0.5330 1.2600 2.7930
13 0.5899 0.4100 0.3245 1.2600 2.5845
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En la Tabla 4 se muestra las combinaciones de composicion de la biopelicula que

se establecieron para su estudio, donde se emplea glicerina como agente reticulante, las

posibles combinaciones se analizan en un DCC ajustado en dos factores y dos

respuestas.

Los factores en tomar en cuenta en el disefio de composicién centran son la masa

de quitosano y de gelatina, donde se establece un valor de 1 gramo para la mezcla de

QCB, entonces la composicion de celulosa bacteriana queda sobreentendida si se

establece en porcentaje, por otro lado, la gelatina también se ajustara a valores de

porcentaje tomando a 1 gramo como su maximo, el cual sera porcentual a la cantidad de

la mezcla de QCB.

Se hace una exclusion en el contenido de celulosa en casos donde solo existe

quitosano o solo existe gelatina, en estos casos la cantidad de celulosa serd nula. Las

respuestas de este disefio central a evaluar son la fraccion de gel y la viscosidad.

Entonces el DCC queda establecido de la siguiente forma:
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Eziisb;goientral compuesto para la formacion de biopeliculas de quitosano y celulosa
bacteriana.

Ordende Contenido de Contenido de gelatina Respuesta: Respuesta:
corrida  quitosano (%) en la mezcla QCB (%) Fraccion Gel Viscosidad

7 0.5899 0.1159 RA 01 RB 01

9 0.5899 0.3245 RA 02 RB 02

12 0.5899 0.5330 RA 03 RB 03

0.1799 0.0989 RA 04 RB 04

0.3000 0.2400 RA 05 RB 05

0.3000 0.0900 RA 06 RB 06

10 0 1.0000 RA 07 RB 07

1.000 0.5500 RA 08 RB 08

1.000 0.8500 RA 09 RB 09

11 0 1.0000 RA 10 RB 10

0.1799 0.5500 RA 11 RB 11

0.5899 0.5330 RA 12 RB 12

13 0.5899 0.3245 RA 13 RB 13

En la Tabla 5 se muestra el orden de corrida de como se va a realizar

experimentalmente cada proceso para el desarrollo de biopeliculas de quitosano-celulosa

bacteriana.

Biopeliculas de Quitosano-Celulosa Bacteriana en Agua

Se desarrollan las biopeliculas en medio acuoso a pH neutro. Se realiza la

recolecciéon de cada componente mostrado en la Tabla 4. La gelatina se deposita en 50 ml

de agua destilada, luego se afiade quitosano, después se afiade celulosa bacteriana, por

ualtimo, se afade glicerina (agente reticulante), cada vez que se afiade un componente al

agua destilada debe estar en agitacion continua durante 5 minutos, al final cada grupo de

mezcla se coloca en recipientes plasticos enumerados segun el orden de corrida del DCC
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y son secados en una estufa a 70 °C durante 18 horas, cabe resaltar que debe respetarse

el orden de preparacion de cada mezcla.

Biopeliculas de Quitosano-Celulosa Bacteriana Ajustando el pH

Se desarrollan las biopeliculas de QCB ajustando el pH hasta alcanzar un pH
ligeramente acido. Se prepara cada componente segun la Tabla 4. A 20 ml de agua
destilada se le afiade la gelatina, luego se le afiade el quitosano, después la celulosa
bacteriana, seguido de afadir glicerina y a la mezcla se le agrega 10 ml de CH3COOH al
4%, cada vez que se agrega un componente se debe hacer en agitacion continua cada 5
minutos, luego de conseguir una mezcla homogénea se neutraliza la solucion agregando
5 ml de NaOH 0.5 Molar.

Se coloca cada mezcla segun el orden de corrida en cada recipiente enumerado,
se deja secar en una estufa a 70 °C durante 18 horas.
Luego de este paso se forma el hidrogel de QCB, recuperando la pelicula formada,
pulverizandola y mezclandola en agitacién continua (30 min) en 20 ml de agua destilada y

10 ml de CH3COOH (4%) y después neutralizando en 5 ml NaOH (0.5 M).

Medicién de Viscosidad de Hidrogeles a Base de Peliculas de Quitosano y Celulosa
Bacteriana

Para la determinacion de viscosidad se utilizara un viscosimetro rotatorio de marca
PCE modelo PCE-RVI 2 V1L, el cual consta de varios husillos empleados para diferentes

rangos de viscosidad. El procedimiento del uso del equipo es el siguiente.

1. Se prende el viscosimetro y se asegura que no esté equipado con ningun
husillo.

2. Se calibra el equipo.

3. Se ajusta el equipo, el husillo que se va a utilizar y las revoluciones por

minutos del rotor (ambos definiran el rango de viscosidad).
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4. Se coloca la muestra evitando la formacion de burbujas, ajustando el nivel
del husillo con el fluido en la linea de ajuste y se da paso al funcionamiento

del equipo.

La viscosidad medida debe permanecer constante en el tiempo y luego debe ser
anotada. La preparacion de la muestra para el viscosimetro rotatorio es la siguiente:
1. Colocar los hidrogeles en vasos 250 ml
2. Agitar continuamente durante 20 minutos y dejar al aire libre durante 15

minutos.

Analisis Termogravimétrico

Se llevé a cabo un andlisis termogravimétrico utilizando un analizador
termogravimétrico Perkin Elmer, modelo Pyris 1. El equipo fue regulado con un flujo de
nitrégeno de 20 ml/min. Las muestras (quitosano, celulosa bacteriana y QCB con gelatina)
fueron sometidas a un proceso de calentamiento, que comenzé a 50 °C y terminé en 975
°C. La temperatura se mantuvo en 50 °C por 1 minuto antes de iniciar el aumento gradual.
Desde 50 °C hasta 600 °C, la temperatura subié 10 °C por minuto, y desde 600 °C hasta
975 °C, el aumento fue de 25 °C por minuto. Finalmente, se mantuvo la temperatura en
975 °C por 3 minutos. Cada analisis tom6 un total de 1 hora y 14 minutos, incluyendo el
tiempo necesario para registrar las curvas de termogravimetria (TG) y termogravimetria

diferencial (DTG).
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Capitulo IV

Resultados y Discusion

Obtencién de Quitosano
La cantidad en gramos de quitosano obtenido a partir de cascara de camarén se

muestra a continuacion.

Figura 12
Extraccién de quitosano.

Donde A) son los gramos de cascara de camaron y B) son los gramos de quitosano.

En la Figura 12 se puede observar que se obtuvo 18.164 gramos de quitosano en
relacion con los 50.0003 gramos de cascara de camarén pulverizada, empleando la
ecuacion (7) se tiene un rendimiento de obtencion de 36.3278 %, de este resultado se
puede inferir que un rendimiento en la obtencion de quitosano a partir de cascara de
camaroén es considerado bajo en comparacién con los estandares industriales. Sin
embargo, es importante considerar las condiciones especificas del proceso y la calidad
del producto final al evaluar la viabilidad del proceso, dado que un bajo rendimiento puede

ser compensado por un alto grado de pureza de quitosano.
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Espectroscopia Infrarroja (IR) de Quitosano

Se identifica la obtencion de quitosano mediante IR, utilizando un
espectrofotdmetro. Todos los espectros se registraron a temperatura ambiente con una
resolucion de 4 cm-1y un barrido de 20 veces. El resultado del IR mostr6 una grafica de

transmitancia (%) en funcion de nimero de onda (cm-1).

Figura 13
IR de muestra de quitosano.
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En la Figura 13 se muestra el resultado del IR del quitosano extraido, donde esta
expresado en transmitancia, para realizar el analisis de identificacién de las vibraciones
de grupos funcionales, es requerido expresar los valores de transmitancia en absorbancia.
Se muestra la grafica de IR en funcién de la absorbancia mostrando la presencia de los

grupos funcionales pertenecientes al quitosano a continuacion.



Figura 14
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IR en funcién de absorbancia de quitosano extraido.
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En el espectro del IR del quitosano (Figura 14) se identificé las bandas

caracteristicas de los grupos funcionales que componen al quitosano, los cuales segln su

numero de onda se mencionan a continuacion.

En 3350 cm se encuentra el estiramiento O-H.

En 2970 cm™ se identifica el estiramiento CH2 asimétrico y estiramiento
CH3 simétrico.

En 2905 cm™ se interpreta como el estiramiento C-H.

En 1604 cm™ se identifica la deformacion de N-H o flexion.

En 1635 cm™ se identifica la tensién de amidas primarias.

En 1548 cm™ se identifica la tensién de amidas secundarias.

En 1412 cm™ se interpreta como la flexion de -CH2- y flexién de
deformacién de -CH3-.

En 1381 cm™ se identifica la deformacién simétrica -CH3 y flexiéon CH.
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e En 1344 cm™ se identifica la presencia de amida terciaria y agitacion de
CH2.

e En 1073y 1018 cm se identifica el estiramiento C-O.

e En 890 se identifica una débil sefial de estiramiento del anillo de

glucosamina.

La identificacion de las bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes
en el quitosano, segun Dong (2001) la presencia de deformaciéon de N-H y la ausencia de
sefial en 1114 cm™ (modo de estiramiento anular asimétrico en el plano, caracteristico de
la quitina) indicaria que el DD del quitosano puede estar en un rango de 81.44 y 99.8 %

aproximadamente.

Grado De Desacetilacion Del Quitosano
Se emplea dos métodos para la determinacion del DD, el primero empleando los
resultados de IR del quitosano (Dong, 2001) y el segundo mediante la titulacion acido-

base descrito por Czechowska-Biskup (2012).

Método IR. El Método Analizando El IR Del Quitosano Extraido Se Determina
Analizando La Absorbancia Y Se Calcula Con El Promedio De Las Ecuaciones (3), (4) Y

(5), Despejando DD, Como Se Muestra A Continuacion.

(41560 — 0.7375) ©)
0 — 13430
#DD, —0.0057

(42855 — 1.9239)

) 10
WDDz == T4 o
A1655
£1655 _ 1 gg33
%DD3 — (A2880 ) (11)

—0.0139
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%DD; + %DD, + %DD
opp = 2201 /032 %DDs (12)

Se determina los valores de absorcién de A1560, A3430, A1655, A2920 y A2880,
empleando los resultados del IR en funcién de absorbancia de la Figura 13. Se visualiza

los valores de absorcion en la siguiente figura.

Figura 15
Localizacion de valores de absorbancia del IR del quitosano extraido.
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En la Figura 15 se observa los diferentes valores de absorbancia para las
diferentes bandas de niumero de onda, los cuales son necesarios para la estimacion del
DD, se puede apreciar que la mayoria de los puntos coinciden con los picos del espectro
localizados en la Figura 14, entonces en la determinacion del DD relaciona la banda de
amida secundaria con la banda de -OH y la banda de amida primaria con el estiramiento
C-H. Los valores de absorbancia encontrados en la Figura 15 se encuentran en la

siguiente tabla.
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Tabla 6
Valores de absorbancia necesarios para la determinacién del grado de desacetilacién del
quitosano.

Banda de Absorcion (cm-1) Absorbancia

A1560 0.4205
A3430 1.1215
A1655 0.2680
A2920 0.5434
A2880 0.4866

Con los valores de absorbancia (Tabla 6) se determiné el DD promedio, el

resultado de dicho valor se encuentra a continuacion.

Tabla 7
Resultado de grado de desacetilacion empleando el método IR.

Grado de desacetilacion Grado de desacetilacion

Férmula _
(%) promedio (%)
Aise0
%DD = (A3430 0'7375) 63.5987
—0.0057
At655 _
0 (A2920 1'9239) 99.5750 86,4960
PDD = 0144
A16s5
—=22 — 18833
%DD = (Azsso ) 96.3143

—0.0139

Método Titulacion Acido-Base. De la titulacion acido base se visualizo una
diferencia de volumen en la bureta de 9.78 ml (v) cuando se valoroé los 0.2 gramos de

guitosano para un ph de 2 y de 6, entonces se remplaza en la ecuacion (8).

9.78
DD% = (2. = 82.3532 9
%= 03)0.2+0.004Z(9.78) 82.3532%
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El DD de la muestra de quitosano extraido de la cascara de camaroén oscila entre
un 63.59% y un 86% (Método IR y titulacion &cido-base), con un promedio de 85.46%. No
HK (1995) establece que el DD del quitosano oscila entre el 56% y el 99%, con una media
del 80%, por siguiente se puede considerar que el quitosano obtenido tiene una buena

calidad en términos de DD.

Obtencidon De Celulosa Bacteriana
Se obtuvo 5.090 gramos de celulosa bacteriana, durante un mes de extraccion
continua de celulosa bacteriana del cultivo de “Acetobacter xylinum”. Se estima una

produccion de 0.17 gramos de celulosa bacteriana por dia.

Figura 16
Celulosa bacteriana extraida y secada.

El peso de la celulosa bacteriana disminuye significantemente durante su
tratamiento y luego de haberse secado se pierde su propiedad de absorcién de agua.

Estos se pueden ver reflejando en la determinacion de contenido de humedad.



68

Espectroscopia Infrarroja (IR) De Celulosa Bacteriana
El resultado del analisis de espectroscopia infrarroja de celulosa bacteriana

producida por Acetobacter Xylinum se muestra a continuacion.

Figura 17
Espectro IR de celulosa bacteriana producida por Acetobacter Xilinum.
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Los resultados obtenidos mediante la espectroscopia IR (Figura 17) indican que la
celulosa bacteriana tiene caracteristicas de conformacion especificas. En particular, se
observaron picos caracteristicos en los espectros IR en las regiones de 3430 cm-1, 2965
cm-1, 1446 cm-1y 1056 cm-1. El pico en 3430 cm-1 se relaciona con la vibracion de
estiramiento de los grupos hidroxilo en la celulosa (Russell, 1979), lo cual es indicativo de
la presencia de monémeros de glucosa unidos mediante enlaces glucosidicos. El pico en
2965 cm-1 se relaciona con la vibracion de estiramiento C-H (Fuijii, 2000) y el pico en
1433 cm-1 se relaciona con la vibracién de flexién C-H, lo cual sugiere la presencia de
estructuras de enlaces simples, lo cual es comun de la estructura de la celulosa. Por
ultimo, el pico en 1045 cm-1 se relaciona con C-O-C y C-O-H del anillo de glucosa, lo cual

sugiere la presencia de una estructura de anillos de glucosa y una presencia de enlaces
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glucosidicos (Kacurakova, 2002). En general, estos resultados indican que la celulosa
bacteriana tiene una estructura consistente rica en carbono y una alta densidad de

enlaces C-H y -OH que forman una estructura lineal en la celulosa.

Contenido De Humedad
Luego de obtener quitosano y celulosa bacteriana y su respectivo andlisis de
identificacion de cada compuesto por IR, se determina el contenido de humedad. El peso

de las muestras pesadas y secadas se muestra a continuacion.

Tabla 8
Contenido de humedad de muestras de quitosano y celulosa bacteriana.

Peso luego de secado Contenido de

Polisacérido Peso inicial
(70 °C) humedad (%)
Quitosano 1 gramo 0.9170 8.30
Celulosa bacteriana 1 gramo 0.9995 0.05
Celulosa bacteriana sin 3 gramos 0.137 95.43 %

tratamiento

En la Tabla 8 muestra que el contenido de humedad de quitosano es el mas
relevante, los resultados de humedad sugieren que las caracteristicas higroscépicas de
las combinaciones de quitosano-celulosa bacteriana estan estrechamente relacionadas
con la cantidad de quitosano presente en la matriz de dicha combinacion. No se toma en
cuenta a la celulosa bacteriana sin tratamiento con su alto contenido de humedad, dado
que esta contiene colonias de bacterias de género Acetobacter xylinum y otros

componentes pertenecientes a su cultivo, lo cual implica impurezas en la matriz QCB.

Obtencién De Biopelicula De Quitosano-Celulosa Bacteriana
Las mezclas de quitosano, celulosa bacteriana y gelatina en presencia de glicerina

(1.26 g) muestran poca solubilidad en agua destilada.
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Las peliculas formadas (Tabla 4) en la estufa (70 °C) son extraidas de su molde y

se realiza la determinacién de su peso, el cual se encuentra en la siguiente tabla.

Tabla 9
Peso de pelicula gelificada para cada combinacion de quitosano, celulosa bacteriana y
gelatina.

Masa de Masa de

N° Masa de Peso total Peso de pelicula
celulosa gelatina
Muestra quitosano (gr) inicial gelificada
(gr) (gr)
1 0.5900 0.4101 0.1159 2.3759 1.5820
2 0.5900 0.4101 0.3245 2.5845 1.8210
3 0.5900 0.4101 0.5331 2.7931 2.3030
4 0.1799 0.8201 0.0989 2.3589 1.5750
5 0.3000 0.7000 0.2400 2.5000 2.0070
6 0.3000 0.7000 0.0900 2.3500 1.6130
7 0.0000 0.0000 1.0000 2.2600 1.0190
8 1.0000 0.0000 0.5500 2.8100 2.2050
9 1.0000 0.0000 0.8500 3.1100 2.2510
10 0.0000 0.0000 1.0000 2.2600 1.0150
11 0.1799 0.8201 0.5500 2.8100 2.1250
12 0.5900 0.4101 0.5331 2.7931 2.3150
13 0.5900 0.4101 0.3245 2.5845 1.8320

Estos resultados de peso de cada pelicula formada son relevantes dado que
contienen informacién de la combinacion de contenido de humedad de la matriz QCB y
también sobre la fraccion gel luego de haberse formado la pelicula. El rango de los pesos
de cada pelicula presenta un minimo de 1.36 y un maximo de 2.59, como se puede

apreciar en el diagrama de caja que se muestra a continuacion.



Figura 18
Diagrama de caja de la distribucion de pesos cada pelicula formada de QC y gelatina.
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La glicerina era necesaria para mejorar las propiedades estructurales como la
formacion de la pelicula, dado que mejora la resistencia de la matriz de QCB y gelatina,
esto se puede observar a continuacion, donde se realiza el proceso de las muestras 8 y

12 sin glicerina y con glicerina.

Figura 19
Muestra 8 y 12 sin glicerina y con glicerina.




Como se puede observar en la Figura 19 la muestra 8 sin glicerina presenta una
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pelicula quebradiza con poca resistencia y cuando tiene glicerina forma una pelicula con

MAs resistencia, por otra parte, la muestra 12 sin glicerina no forma pelicula y cuando

presenta glicerina su estructura es mas rigida formando pelicula.

Andlisis del Disefio Central Compuesto

Fraccion Gel

La fraccion gel para cada matriz de QCB y gelatina se encuentra en funcién de del

peso de cada pelicula reticulada (Tabla 9). Empleando la ecuacion (2) con los datos de

Wi (peso de pelicula gelificada) y Wy (Peso total inicial) se procede a realizar la

determinacion de fraccién gel.

Tabla 10

Determinacién de fraccion gel para cada matriz de QCB y gelatina.

N° Muestra Peso total inicial Peso de pelicula gelificada Fraccion Gel
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2.3759
2.5845
2.7931
2.3589
2.5000
2.3500
2.2600
2.8100
3.1100
2.2600
2.8100
2.7931
2.5845

1.5820
1.8210
2.3030
1.5750
2.0070
1.6130
1.0190
2.2050
2.2510
1.0150
2.1250
2.3150
1.8320

66.5855
70.4593
82.4546
66.7672
80.2800
68.6383
45.0885
78.4698
72.3794
449115
75.6228
82.8843
70.8849
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Los resultados de fraccion gel (Tabla 10) indican que existe un rango de fraccion

gel de 66.5855 — 82.8843 %, con una media de 70.8849 %, esta interpretacion se puede

apreciar en el diagrama de caja que se muestra a continuacion.

79,3749

70,8849

66,6763

Figura 20
Diagrama de caja para la distribucion de pesos de muestras de peliculas de QCB y
gelatina.
85,0000 82,8843
80,0000 [
75,0000
70,0000 X69,6481
65,0000 66,5855
60,0000
55,0000
50,0000
45,0000 0449115
40,0000

Fraccion Gel

En la Figura 20 el valor de 44.9115% de fraccion gel perteneciente de la gelatina

pura (valor atipico), indica que la aportacion de la gelatina para mejorar la fraccion gel es

minima, por siguiente se puede sugerir que la composiciéon de QCB es la determinante

para aumentar la fraccion gel.

Para tener una mejor interpretacién de los valores de fraccién gel, se realiza un

DCC mediante el uso de un paquete de software estadistico. A continuacién, se muestran

los resultados del RSM de las peliculas de QCB y gelatina.
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Figura 21
Gréfico de superficie de respuesta de fraccion gel de peliculas de QC y gelatina.
A) B)
08 Fraccion gel (%)

Fraccion gel (%)

B: Masa de gelatina (gr)

B: Masa de gelatina (gr) 041598 A: Masa de Quitosano (gr)

A:Masa de Quitosano (gr)

En la Figura 21B se observa que a medida que los valores de concentracion QCB
se acercan en su media (50% de cada componente en la mezcla de QCB) junto con el
contenido de gelatina, cuando es el 50% aproximadamente de mezcla total (QCB y
gelatina) se obtiene buenos valores de fraccion gel, los cuales rondan valores mayores a
78% (Figura 21A). No obstante, se espera tener una mayor fraccion después de aplicar la

gelificacion con ajuste de pH, dado que la mezcla era poco soluble.

Ajuste De pH De Pelicula De QCB y Gelatina. Se realizo el ajuste de pH a las
peliculas del andlisis anterior dado que se desea aumentar la fraccion gel de pelicula de
QCB. Los resultados de fraccion gel luego de afiadir CH3COOH y luego neutralizando con

NaOH se muestran a continuacion.



Tabla 11

Fraccion gel después del ajuste de pH de peliculas de QCB y gelatina.

N° Muestra Peso total inicial Peso de pelicula gelificada Fraccion Gel
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2.3759
2.5845
2.7931
2.3589
2.5000
2.3500
2.2600
2.8100
3.1100
2.2600
2.8100
2.7931
2.5845

1.8080
2.2180
2.5870
1.8350
2.1950
2.0720
1.3650
2.3260
2.3290
1.3600
2.3170
2.5900
2.2050

76.0977
85.8202
92.6227
77.7890
87.8000
88.1702
60.3982
82.7758
74.8875
60.1770
82.4555
92.7301
85.3172

En la Tabla 11 se muestra valores de fraccion gel después del ajuste de pH, se
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identifica un rango de 60.1770 — 97.7301 %, con una media de 82.7758 %, se muestra la

gréafica de caja para poder visualizar esta interpretacion de los valores.

Figura 22

Diagrama de caja de la fraccién gel de cada matriz QCB y gelatina después del ajuste de

pH.
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Observando la Figura 20 y Figura 22 se puede apreciar una mejora en los
resultados de fraccion gel de la matriz de QCB y gelatina, lo que indica después de
realizar el ajuste de pH se mejoran significativamente la fraccion gel de las peliculas de
QCB. El aumento de fraccion gel de las peliculas de QCB y gelatina se pueden apreciar

en el siguiente diagrama de caja.

Figura 23
Diagrama de caja de fraccién gel antes y después de ajuste de pH.
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En el diagrama de caja (Figura 23) se puede apreciar un desplazamiento positivo
en los valores de fraccion gel, luego de realizar un ajuste de pH, se puede apreciar un
aumento de la media de 70.8849 % a un 82.7758 % en la fraccion gel (aumento del
10.9778%). Esto se debe a la buena solubilidad que tiene tanto el quitosano y celulosa
bacteriana cuando se encuentran en soluciones acidas en comparacion de cuando se

encuentran diluidas en agua destilada.

Para poder analizar los efectos de la composicion de la matriz QCB y gelatina
después de aplicar un ajuste de pH se realiza un andlisis RSM. Los resultados de este

analisis se muestran a continuacion.



Figura 24

Gréfico de superficie de respuesta después de ajuste de pH en las peliculas de QCB y
gelatina.
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En la Figura 24 se puede observar un punto medio donde la fraccién gel se
maximiza, en donde dentro del contorno central se encuentran valores mayores a 90%
cuando la combinacién de QCB se encuentra en un rango aproximado de 36% a 60% de
quitosano (64% a 40% celulosa bacteriana) y se tiene un rango aproximado de 40% a
60% de gelatina en la mezcla total, a este rango en este estudio se le asigna el nombre
del rango de la mejor fraccion gel (RMFG). Se muestra la comparacion de RSM de

fraccion gel de cada pelicula antes y después del ajuste de pH.

Figura 25
Comparacion de respuesta de superficie de A) fraccion después y B) antes de ajuste de
pH.

A) B) 2
08 Fraccion gel (%) 08 Fraccion gel (%)

B: Masa de gelatina (gr)
B: Masa de gelatina (gr)

03 041598 0.53196 0.64794 0.76392 08799 03 0.41598 053196 0.64794 0.76392 08799

A: Masa de Quitosano (gr) A: Masa de Quitosano (gr)

Un diagrama de contorno con formas curvilineas (Figura 25B) indica que existe
una relacion no lineal entre las variables independientes (composicion de QCB y gelatina)
y la respuesta (fraccion gel). Estas formas curvilineas suelen indicar que hay una

interaccion compleja entre las variables independientes.
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La observacion del cambio en la forma del diagrama de contorno (Figura 25A)
luego del tratamiento &cido puede indicar que el tratamiento acido ha alterado la relacion

entre las variables independientes y la respuesta, haciéndola mas lineal y predecible.

Ademas, se observa una mejora en la respuesta de fraccion gel después del
tratamiento acido, lo que puede indicar que el tratamiento acido ha aumentado la eficacia

de la combinacion QCB y gelatina para formar geles.

Viscosidad
Luego de obtener buenos resultados de fraccion gel de las peliculas QCB y
gelatina, se evalla la viscosidad de cada muestra, empleando el viscosimetro rotacional.

Los resultados de la medicién de la viscosidad se muestran a continuacion.

Tabla 12
Resultados de viscosidad para cada pelicula de QCB y gelatina.

N° Muestra 1 2 3 4 5 6 7
Viscosidad (cP) 6,35 6,46 9,15 4,32 7,68 5,29 6,82

N° Muestra 8 9 10 11 12 13
Viscosidad (cP) 6,84 16,32 6,88 7,12 9,2 6,45

La Tabla 12 muestra que la viscosidad de las muestras tiene un minimo de 4.32,
un maximo de 16.3200 y una media de 7.6062 de cP (centipoise), estas interpretaciones

se pueden observar a continuacién en un diagrama de caja.
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Figura 26
Diagrama de caja de viscosidades de hidrogeles de QCB y gelatina.
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Los valores bajos de cP se debe a la neutralizacion en el ajuste acido, dado que,
en un estudio realizado para comprender mejor el efecto de la sal en los mecanismos de
gelificacion (Liu, 2008), se argumenta que el contenido de sal produce cambios en las
entropias de solvatacion de los iones, en otras palabras, provoca cambios de viscosidad.
Otro estudio del efecto de las sales en los hidrogeles polielectroliticos (Tong, 2022)
sugiere que el contenido de sal puede romper los enlaces de hidrégeno presente en los
hidrogeles, de esa forma disminuyendo la viscosidad y aumentando el tiempo de

formacion del hidrogel.

Para demostrar la disminucion de la viscosidad se eligié al azar una combinacion
para volver a crear el hidrogel de QCB con gelatina, esta vez sin afiadir NaOH. La
combinacién seleccionada fue el de la muestra N°5 (Tabla 4). El resultado de viscosidad

sin neutralizacién se muestra a continuacion.
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Figura 27
Viscosidad de muestra N°5 sin neutralizar.

*

Como se puede ver en la Figura 27, se tiene una viscosidad de 42.66 cP en la
viscosidad de la muestra sin neutralizar, dando entender que el proceso de neutralizacion
disminuyo considerablemente su viscosidad, dado que la formacién de sales al agregar

NaOH hace que su valor disminuya a 7.68 cP, siendo este el 18% de su valor.

También se realiz6 otra prueba tomando una combinacion al azar para ver si al
poner en la estufa a 70 °C durante 18 horas (necesario para estimar la fraccion gel)
también podria afectar la viscosidad del hidrogel. Se seleccioné la muestra N°8, la cual se
volvié hacer de dos formas, una sin neutralizar ni secar y otra sin neutralizar con secado a
la estufa a 70 °C durante 18 horas, los resultados de esta prueba se muestran en la

siguiente tabla.
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Tabla 13
Viscosidad de la muestra N°8 sin neutralizar, alternando el calentamiento en estufa.

Repetibilidad = 3 Repetibilidad = 3

Muestra N°8 Sin neutralizar  Muestra N°8 Sin neutralizar y

Disminucién de la

y sin secar con secado viscosidad
287.4500 cP 93.37 cP 67.5178%
285.2500 cP 91.06 cP 68.0771%
286.3600 cP 92.74 cP 67.6142%

Promedio 286.3533 cP Promedio 92.39 cP Promedio 67.7364%

Los resultados de variaciéon de viscosidad (Tabla 13) tienen en cuenta los efectos
de la neutralizacion y el secado. Se puede ver que después de neutralizar, la viscosidad
disminuy6 en un 82% y durante el proceso de secado para obtener la fraccion gel, la
viscosidad disminuyd en un 67.7364%. En total, las muestras estudiadas experimentaron

una disminucion de la viscosidad del 94.1925%.

Dado que a todas las muestras se le agreg6 la misma cantidad de acido y base, se
realiza un estudio cualitativo para determinar la composicién 6ptima para obtener un
hidrogel a base de pelicula de QCB y gelatina con mayor viscosidad. Para esto se realiza

un RSM a las muestras de hidrogeles. Los resultados del RSM se muestra a continuacion.
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Figura 28
Grafico de RSM de viscosidad de cada hidrogel de QCB y gelatina.
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El gréafico de contorno del RSM (Figura 28) indica que a medida que se aumenta el
contenido de gelatina, aumenta la viscosidad de los hidrogeles a base de QCB, no
obstante, los componentes principales del hidrogel son el quitosano y la celulosa

bacteriana, por ende, se analiza el rango segun el RMFG.
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Figura 29
Graéfico de superficie de respuesta, de viscosidad para un RMFG.
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En la Figura 29 se puede apreciar que para un RMFG se obtiene valores de
viscosidad mayores a la media (Figura 26), entre un 8 y 10 cP. De las muestras
analizadas, la que se encuentra dentro del rango es el hidrogel que contiene 58.995% de
quitosano en la mezcla de QCB y un 53.3050% de gelatina de la mezcla total, entonces la
composicion de la pelicula de QCB-gelatina con mayor fraccion gel y mejor viscosidad

(muestra N°12), la cual presenta un 0.3848% para quitosano, 0.2675% de celulosa y
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0.3477% de gelatina (porcentaje peso) de la cual se consider6 como la mejor composicion

en comparacion a las demas.

Analisis Termogravimétrico

Se realiza un TGA para muestras de quitosano, celulosa bacteriana y de la

pelicula de QCB con gelatina (mejor composicion de pelicula en fraccién gel y viscosidad).

Andlisis Termogravimétrico De Quitosano

Del analisis termogravimétrico del quitosano puro (2.031 mg), se obtuvo el

siguiente resultado.

Figura 30
Andlisis termogravimétrico de muestra de quitosano.
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El TGA de la muestra de quitosano (Figura 30) demuestra una pérdida de masa en

cinco etapas. La primera etapa se produce entre 50 y 191.71 °C, con una pérdida de

masa del 5.066%, lo que probablemente se deba a la eliminacion de agua. La segunda
etapa comienza a 191.71 °C y continta hasta 366.80 °C, donde se sugiere una posible

descomposicion del quitosano y se caracteriza por una pérdida de masa lenta de

15.086%. La tercera etapa es la degradacion térmica del quitosano, que se produce

desde 366.8 °C hasta 546.16 °C y resulta en una pérdida de masa considerable del

57.1770%. Las ultimas etapas son de caracter lento y representan una pérdida de masa
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del 4.7400% y del 3.3480%. EI DTG del quitosano indica la existencia de dos puntos de
mayor pérdida de masa: el primero a una temperatura de 342.45 °C con una pérdida de
masa del 15.0860%, y el segundo, con una mayor pérdida de masa, se produce a 430.98

°C.

El quitosano presento un contenido de ceniza (residuo que se queddé a 888.73 °C)
de 2.035% con una masa de 0.041 mg, si se excluye el agua (perdida de 5.066% de

masa) el contenido de ceniza es de:

% Ceniza = 0.041 mg 100%
0 Leniza = 03 1myg — 2.031mg = 0.05066) "~ 7°  (13)

% Ceniza = 2.1264%

Analisis Termogravimétrico De Celulosa Bacteriana

Del TGA de la celulosa bacteriana (7.467 mg), se muestra el siguiente resultado.

Figura 31
Andlisis termogravimétrico de muestra de celulosa bacteriana.

100 | 100
Pérdida de peso: 4813 mg
Porcentaje de pérdida de peso: 64,632 %

Pérdida de peso: 0,642 mg
Porcentaje de pérdida de peso: 8,63%

804

Residuo: 1.211 mg
Porcentaje de residuo: 16,268 %. Lo

‘ =100
1

236,13°C

@
=]
I

Weight (%)

40 F -200

%) (0P / ( WBRMIP WBIaM Auaq

Pérdida de peso: 0,601 mg
Porcentaje de pérdida de peso: B.076 %.

(i

_ Pérdida de peso: 0,178 mg : L.
20 Porcentaje de pérdida de peso: 2,395 %. 711,86 °C 300

370,87 °C 887,75 °C

4 T T T T T T T T T T T T T v -400
0 200 400 600 800 1000

Temperature T (°C)

El TGA de la celulosa bacteriana (Figura 31) present6 cuatro etapas En la primera
etapa, la muestra de celulosa bacteriana mostré una pequefia pérdida de peso desde la

temperatura de 50 °C hasta los 236.13 °C de 8.63%, que se atribuye a la evaporacion del
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agua presente acompafiado de un proceso de descomposicion. Posteriormente, a
temperaturas entre 236.13 °C y 548.77 °C ocurre la degradacion térmica de la muestra de
celulosa bacteriana, lo que produjo una fuerte disminucion de peso, que alcanzé un
64.632%. Este proceso de degradacion de la celulosa se atribuye a la despolimerizacion,
la deshidratacién y la descomposicién de las unidades de glucosa, y culmina con la
formacion de un residuo de carbono (Golova, 1975), donde en las Ultimas etapas se
observé perdidas de masa muy lentas de 2.395% y 8.067%. El DTG de la celulosa
bacteriana indica que la temperatura donde ocurre la mayor degradacién térmica se da en

370.87 °C.

La celulosa bacteriana presento un contenido de ceniza de 16.268% con una
masa de 1.211 mg. Sin tomar en cuenta al contenido de agua (perdida de 8.63% de

masa), el contenido de ceniza es de:

1.211mg
% Ceniza = 1009
Ntz = e Tmg — 7.467 mg * 0.0863) - 1007 (14)

% Ceniza = 17.7499%

El contenido de ceniza en la celulosa es alto, no obstante, en un estudio realizado
por Pacheco, G (2017) que realiza un TGA de varias muestras de celulosa bacteriana
segun su fuente de carbono durante su cultivo, se obtuvo un rango de contenido de

residuo (contenido de ceniza) de 5% al 15%.

Analisis Termogravimétrico De Biopelicula De Quitosano Y Celulosa Bacteriana
Del TGA de la mejor pelicula (N° de QCB con gel (21.6480 mg), se obtuvo el

siguiente resultado.



88

Figura 32
Analisis termogravimétrico de pelicula quitosano-celulosa bacteriana con gelatina
(6ptima).
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Del TGA de la pelicula QCB con gelatina (Figura 32), se identificaron siete etapas
de cambio en la masa. En la primera etapa, se produjo una pérdida de masa del 10.567%
debido a la evaporacion del agua, con un rango de temperatura desde 50 °C hasta 176.94
°C. En la segunda etapa, que se ubico entre 176.94 °C y 326.48 °C, se observo una fuerte
pérdida de masa del 38.754% debido a la degradacion térmica de QCB y gelatina. La
tercera, cuarta y quinta etapa, ubicadas en un rango de temperatura desde 326.48 °C
hasta 547.67 °C, continuaron con la degradacion térmica y produjeron pérdidas de masa
del 15.153%, 3.807% y 10.644%, respectivamente. En las Ultimas etapas, las pérdidas de
masa se ralentizaron, con una disminucién del 0.706% entre 547.67 °C y 618.60 °C, y una
disminucién del 6.216% entre 618.60 °C y 889.33 °C. El DTG muestra el punto con mayor

pérdida de masa durante la degradacién térmica, la cual ocurre a 275.31 °C.

El contenido de ceniza de la pelicula de QCB con gelatina, es de 14.154 % (3.058

mg), excluyendo al agua (pérdida de masa de 10.567%), el contenido de ceniza es de:

3.058 mg
0, [ = 1 0,
b Ceniza = 8 mg — 21.648 mg » 01567) - 1007 (15)

% Ceniza = 16.7509%
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El valor de contenido de ceniza de 16.7509 % es alto por el contenido de celulosa

bacteriana y gelatina.

A continuacion, se realiza una comparacion de los analisis termogravimétricos del

quitosano, celulosa bacteriana y la pelicula de QCB con gelatina.

Figura 33

Comparacion de analisis termogravimétrico de quitosano, celulosa bacteriana y pelicula

de QCB.
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En la Figura 33 se puede observar que en el DTG los valores criticos de

(9)p  ( wibapn)p b Aauag

(s/%)

temperatura en la pérdida de masa son menores en la pelicula de QCB con gelatina, esto

indica que su temperatura de degradacién térmica es menor en comparacion a la del

quitosano o celulosa bacteriana.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Se logré producir quitosano a partir de exoesqueletos de camarén con un
rendimiento del 36.3278% a través de las condiciones experimentales empleadas.
La desacetilacion alcalina de la quitina resulté en quitosano de un alto grado de
desacetilacion, con un 85.46% de desacetilacion.

A través del cultivo de Acetobacter Xylinum, se produjo celulosa bacteriana rica en
carbono, con una tasa de produccién de 0.17 gramos al dia en condiciones
normales. Durante el proceso de purificacion y secado, se observé una
disminucidn significativa en el contenido de humedad y peso de la celulosa
bacteriana.

En la produccion de hidrogel a base de pelicula de quitosano-celulosa bacteriana,
se demostrd que ajustar el pH resulté en un aumento en la fraccién gel, con un
incremento del 10.9778% del valor medio. Ademas, se demostré una disminucion
significativa de viscosidad del 94.1925% cuando el proceso incluia calentar la
muestra a temperatura igual o superior a 70 °C y se encontraba en presencia de
sales.

Se establecié un rango 6ptimo de composicién para la produccién de peliculas de
guitosano-celulosa bacteriana con valores altos de fraccion gel y viscosidad, a
través de un riguroso estudio de superficie de respuesta. Dentro de este rango
Optimo se logré demostrar una degradacion térmica en menores temperaturas en
comparacion al quitosano y celulosa bacteriana puros.

Las peliculas de quitosano-celulosa bacteriana son prometedoras para su uso en

la regeneracion de heridas y quemaduras debido a sus propiedades
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antiinflamatorias, analgésicas y cicatrizantes, identificadas en otros estudios
previos. Ademas, la presencia de una alta fraccion gel y viscosidad en estas
peliculas permite su adherencia a la piel, manteniéndola hidratada y protegiéndola

contra bacterias, lo que refuerza su potencial aplicacién médica.

Recomendaciones

Se recomienda que, en los procesos de lavado continuo, asegurarse que el pH
gquede totalmente neutralizado, dado que la presencia de sales podria existir un
efecto en las propiedades fisicoquimicas.

Para una mayor produccion de celulosa bacteriana es importante tener en cuenta
la temperatura y fuente de carbono. La temperatura y la fuente de carbono son
factores criticos en la produccion de celulosa bacteriana. La temperatura afecta el
crecimiento bacteriano, mientras que la fuente de carbono es la materia prima
utilizada para la produccién de celulosa. Por lo tanto, es fundamental considerar
ambos factores para lograr una produccién eficiente y de alta calidad de celulosa
bacteriana.

Para lograr una produccion de hidrogel de quitosano y celulosa bacteriana con
altos valores de viscosidad, se recomienda la neutralizacion mediante lavado
continuo y se recomienda omitir el proceso de secado con calor ya que este
proceso solo era necesario para determinar la fraccién gel y se sugiere realizar
secado al vacio.

Se recomienda realizar ensayos de actividad antibacteriana para determinar la
viabilidad de la pelicula de quitosano y celulosa bacteriana en la ingenieria de
regeneracion de tejidos. La realizacion de estas pruebas puede proporcionar
informacion valiosa sobre el potencial de la pelicula de quitosano y celulosa

bacteriana para ser utilizada en aplicaciones médicas.
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