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RESUMEN

En esta investigacion se realizo el estudio de las fuerzas de adhesion entre dos tipos
de quitosanos a y B puros y funcionalizados, aplicados sobre un soporte de grado
industrial, fabricado a partir de fibras de alfa celulosa. El quitosano es el segundo
biopolimero mas abundante en la naturaleza luego de celulosa, y las estructuras
moleculares de sus isémeros, se distinguen unicamente por el carbono anomérico C1
de la unidad de glucosa (D-glucopiranosa). Ambos polisacaridos de alta pureza y
elevado grado de desacetilacion >93%, son de bajos pesos moleculares, ademas,
possen una alta amorficidad, la cual fue confirmada por la técnica de difracciéon de RX.
Estos polisacaridos mostraron diferencias significativas en la cuantificaciéon de su
poder bioadhesivo. El quitosano es el derivado desacetilado de la quitina y es una
molécula compuesta por multiples grupos hidroxilo primarios y secundarios (-OH) y
grupos amino funcionales (-RNHz). Se realizaron dos reacciones quimicas para
modular las fuerzas de adhesion evidenciadas en los quitosanos a y B puros. Las
fuerzas de adhesion se cuantificaron mediante una maquina de traccién universal,
aplicando el método de resistencia al pelado en conformaciéon T. Ademas, para
profundizar la comprensién molecular de este fendmeno de adhesion, se empled la
técnica de microscopia de fuerza atémica bajo modo intermitente. Se logré demostrar
la existencia de una fuerza de atraccién punta-muestra, asi como se identificaron los
patrones de topografia superficial. Los quitosanos a y 8 fueron irradiados bajo luz
ultravioleta y sometidos a una fotoreacciéon tipo injerto con el polimero
polivinilpirrolidona. I.as muestras se expusieron a diferentes tiempos de irradiacion y



luego se determinaron los cambios en las fuerzas de adhesion y la humectabilidad.
Luego de 15 minutos de irradiacion, se evidenciaron los valores mas altos de fuerza
de adhesion para ambos polisacaridos. Los cambios de humectabilidad sobre la
superficie del soporte de alfa celulosa, se evidenciaron mediante mediciones del angulo
de contacto utilizando la técnica de la gota sésil. Estos resultados confirmaron las
evaluaciones fisico-mecanicas obtenidas con la maquina de traccién universal. La
segunda reacciéon de funcionalizacién se llevo a cabo entre a- y B-quitosano con
glutaraldehido como agente reticulante. La formacién de enlaces covalentes
relacionados con la presencia de una base de Schiff (banda imina C=N) la cual fue
confirmada mediante espectros IR-TF, incrementé la fuerza adhesiva de ambos
quitosanos en mas de un 25%. Por otro lado, se realiz6 una comparaciéon de
propiedades adhesivas entre ambos quitosanos y una muestra de almidén comercial.
Los resultados indicaron valores similares entre este dltimo y el a-quitosano, mientras
que el B-quitosano los duplicé. En términos de dosificacion y preparacion, el -
quitosano mostré un mejor desempefio. Los resultados de esta tesis doctoral
profundizan en el desarrollo de nuevas formulaciones basadas en el conocimiento de
la modulaciéon de la fuerza de adhesion de estos biopolimeros, para contribuir al
desarrollo tecnologico de este campo de aplicacion.
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ABSTRACT

In this research, the study of adhesion forces between two types of pure and
functionalized o— and {3 chitosan applied on an industrial-grade substrate made from
alpha cellulose fibers was conducted. Chitosan is the second most abundant
biopolymer in nature after cellulose, and it isomeric molecular structures are
distinguished only by the anomeric carbon at position Cl of the glucose unit (D-
glucopyranose). Two commercial grade chitosan molecules from two different marine
sources were used. The - o isomer derived from pink shrimp and the B- isomer
extracted from squid pens. Both polysaccharides of high purity and high degree of
deacetylation (>93%) have low molecular weights and it high amorphicity was
confirmed by RX diffraction. These polysaccharides showed significant differences in
the quantification of their bioadhesive power. Chitosan is the deacetylated derivative
of chitin and is a molecule composed of multiple primary and secondary hydroxyl (-
OH) groups and amino functional (-RNH») groups. Two chemical reactions were
performed on them to modulate the adhesion forces evidenced in pure o and
chitosans. Adhesion forces were quantified using the universal traction machine,
through the T-peel resistance method. Additionally, to deepen the molecular
understanding of this phenomenon, Atomic Force Microscopy was employed on



tapping mode. This technique showed the attraction force between the silicon tip-
sample as well as identified the surface topography pattern. Both chitosans were
irradiated under ultraviolet light and subjected to a graft-type photoreaction with the
polymer polyvinylpyrrolidone. The samples were exposed to different irradiation
times, and changes in adhesion forces and wettability were then determined. After 15
minutes of irradiation, the highest adhesion force values for both polysaccharides were
evidenced. Changes in the wettability on the alpha cellulose support surface were
evidenced through contact angle measurements using the sessile drop technique.
These results confirmed the physico-mechanical evaluations obtained with the
universal traction machine. The second functionalization reaction was carried out
between o- and B chitosan with glutaraldehyde as the cross-linking agent. The
formation of covalent bonds related to the presence of a Schiff base (imine C=N
band) confirmed through IR-TF spectra, increased the adhesive force of both chitosan
by more than 25%. On the other hand, a comparison of adhesive properties was made
between both chitosan and a commercial starch sample. The results indicated similar
values between the latter and a-chitosan, while 3-chitosan doubled them. In terms of
dosage and preparation, B-chitosan showed better performance. The results of this
doctoral thesis deepen the development of new formulations based on the
understanding of the modulation of the adhesion force of these biopolymers, to
contribute to the technological development of this field of application.
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PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

En la actualidad, se conoce de la existencia de la quitina como un biopolimero extraido
principalmente del exoesqueleto de los crustaceos, lo cual es considerado como un
desecho de gran volumen para muchos paises. Debido a que la quitina es insoluble en
agua, hoy en dia se encuentra limitado su uso, por lo cual, es transformado
quimicamente a quitosano, a través de un proceso de hidrdlisis alcalina o enzimatica®
‘. Este polisacarido, se petfila como un biopolimero prometedor para reemplazar
adhesivos sintéticos derivados de hidrocarburos, los cuales se han comercializado a
nivel industrial durante los ultimos 30 afos. Se ha estimado que estos adhesivos base
solvente, presenten una tasa de crecimiento anual del 1.3%, considerando un volumen
de 2500 kilotoneladas registrado en el afio 2021 hasta alcanzar 2670 kilotoneladas para
el afio 2026. Por su parte, el mercado cerrd en 7.6 billones de délares USD para el
2021 y se proyecta en 8.5 billones de délares USD para el 2026, con una tasa anual del
2.3% 19,

Los mercados que mas exigen el uso de estos compuestos, son principalmente la
industria del papel, embalaje, carpinteria, calzado, construcciéon y la industria
automotriz. Algunos ejemplos de estos adhesivos, lo constituyen los derivados del
polivinilacetato, resinas epoxicas, acrilatos, cauchos sintéticos, resinas fenol-
formaldehido y poliuretano. Todos derivados de fuentes no renovables y de origen
petroquimico, por lo que pueden contener compuestos organicos volatiles y toxicos
(VOC’s)>. Las aplicaciones industtiales se realizan principalmente empleando soportes
derivados de celulosa, plasticos, gomas o cauchos, cuero y metales, entre otros.

En el contexto actual de crisis energética y los altos niveles de contaminacion
ambiental, es crucial fomentar la investigacion aplicada y el desarrollo de tecnologias
innovadoras. Este enfoque permitiria la creaciéon de nuevos productos en el campo de
los bioadhesivos, siendo estos una alternativa sostenible y amigable con el
medioambiente, ademas de representar un ahorro de costos para la industria.

El propésito de esta investigacion se basa en la evaluacion de la propiedad bioadhesiva
de la molécula del quitosano aplicado sobre un soporte de alfa celulosa. Se busca
cuantificar el valor de adhesividad en sus isémeros a y 3, empleando la metodologia
de resistencia al pelado y la técnica MFA a escala nanométrica.

Existen muchos puntos por comprender en la modulacién de la adhesividad en los
quitosanos a y . Esto permitirfa obtener productos con caracteristicas atractivas
principalmente para el mercado de los adhesivos aplicados sobre soportes de papel y
carton. Dar aportes sobre propiedades adhesivas que diferencien ambos polimorfos
es una cuestion donde existen pocos trabajos reportados en la literatura.



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Tomando como base la funcién del polimero de la quitina en el proceso biologico de
la formacién y regeneracion de la cuticula de numerosos insectos, este trabajo se
inspira en el hecho de que esta molécula a través de la formacién de mualtiples enlaces
quitina-proteinas, actua como un pegamento natural capaz de brindar rigidez y soporte
a los exoesqueletos'.

La eficacia del quitosano como un bioadhesivo ya ha sido probada en algunos campos
de aplicacion como la biomedicina y farmacia™. Su reactividad y versatilidad, se
relaciona con la presencia de numerosos grupos aminos e hidroxilos, los cuales
facilitarfan su funcionalizacion y a su vez permitirfan la modulacién de las propiedades
bioadhesivas. La Figura 1 resume otras aplicaciones en las que tambien ha sido

demostrada la efectividad de la molécula del quitosano en procesos industtializados'"
12

Recientes estudios publicados por Matkets & Markets' incluyen una estimacion hasta
el afio 2025 del mercado de los bioadhesivos, los cuales tienen como objetivo principal
proyectar la demanda de consumo para los proximos 5 afios. Esto debido a que se ha
experimentado un crecimiento relevante en mayor numero de industrias. Se ha
estimado un crecimiento a nivel mundial desde los 6 billones de doélares USD en el
2020 a 9.7 billones de doélares USD para el afio 2025, con una tasa de crecimiento
anual del 10%.

Especificamente, el mercado global del quitosano presenté resultados de 10.88
billones de délares USD y 63.7 kilotoneladas para el cierre del afio 2022, y se estima
una tasa de crecimiento de 20.1% en el perfodo 2023-2030, para alcanzar cifras de
hasta 47.06 billones de délares al final del afio 2030,

Con este trabajo se pretende hacer una contribucion a la investigacion cientifica sobre
el estudio de los polimorfos a y  del quitosano, destacando su desempefio como
materiales bioadhesivos. Adicionalmente, incorporar este tipo de polisacaridos
naturales, hidrofilicos y reactivos como alternativas a formulaciones adhesivas ya
comercializadas, podria mejorar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de otros
materiales como la celulosa.



Figura 1. Algunas de las aplicaciones del quitosano publicadas en la literatura
cientifica®> "%



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcionalidad de las moléculas a y B quitosano, asi como sus derivados,
como bioadhesivos aplicables sobre un soporte organico celulésico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar las propiedades adhesivas y mecanicas de las moléculas puras o, 3
quitosano en solucidn acuosa, sobre un soporte de origen celuldsico.

2.- Funcionalizar las moléculas a y 8 quitosano mediante reacciones quimicas para
comparar sus propiedades como bioadhesivo natural.

3.- Estudiar el efecto en las propiedades bioadhesivas, al incorporar moléculas
reticulantes sobre soluciones acuosas de «, B quitosano y sus derivados.

4.- Comparar el comportamiento de los bioadhesivos o y B y sus derivados, con
adhesivos comerciales sobre un soporte celuldsico.



CAPITULOI.

ANTECEDENTES

Una gran cantidad de estudios contintan siendo publicados en numerosas revistas y
libros cientificos sobre la quitina, el quitosano y sus aplicaciones. Hoy en dfa existen
asociaciones iberoamericanas, laboratorios de investigacién especializados en su
extraccion, evaluaciéon de propiedades y aplicaciones. Adicionalmente, se ha
incrementado la cantidad de empresas productoras de quitina, quitosano y sus
derivados, inclusive en Latinoamérica, estando presentes en Venezuela, Ecuador,

Chile y Argentina.

A continuacion, se describe una recopilacion de trabajos cientificos publicados en la
literatura en los cuales se ha empleado el quitosano como un material bioadhesivo
funcionalizado, cuya caracterizacién se ha basado en la aplicacién de metodologias
quimicas, fisicomecanicas, espectroscopicas y microscopicas.

Bae y colaboradores (2002)', formularon un adhesivo biolégico a base de gelatina,
proteinas térmicas sintéticas y glutaraldehido como reticulante. Lograron inducir la
formacién de una base de Schiff en la cual los grupos aminos y carboxilicos presentes
en las cadenas péptidas, reaccionaron para formar enlaces iminos que incrementaron
la fuerza mecanica de la gelatina. La fuerza de adhesiéon fue medida aplicando el
método de resistencia al pelado en T colocando el adhesivo formulado entre dos capas
de tejido de piel de ratas. Empleando una velocidad de pelado de 10 mm/min,
consideraron el valor de maximo de fuerza como el mas representativo de cada
formulacién, concluyendo que la incorporacion de las proteinas térmicas sintéticas
permite superar el desempeno de las muestras comerciales.

Umemutra y colaboradores (2003)", investigaron las propiedades adhesivas de mezclas
de polisacaridos y sus derivados, con la finalidad de desarrollar un nuevo bioadhesivo
para la industria de la madera. Para ello, emplearon quitosano grado comercial con
PM=35000 g/mol y GDA=80-90%, disuelto en una solucién al 1% de acido acético.
Seguidamente, combinaron con el polisacirido Konjac glucomanan, extraido del
tubérculo Amorphoballus Konjac. Los ensayos propuestos fueron comparados con tres
productos comerciales: resina urea-formaldehido, polvo de caseina y pegamento a base
de soya. Se prepararon contraenchapados de tres capas de madera para realizar los
ensayos, midiendo las propiedades adhesivas en condiciones secas y humedas. Los
resultados mostraron que al combinar el Konjac glucomanan con el quitosano, se
incremento la adhesividad en ambas condiciones, por lo cual recomendaron su uso
industrial. Esta combinacion, logrd superar el comportamiento de los adhesivos a base
de caseina y soya, ademas se recomendé como un material alternativo al adhesivo a



base de resina urea formaldehido, el cual aunque presento resultados mas destacados
en todos los experimentos, representa la opciéon menos ecologica.

Sionkowska y colaboradores (2005)", estudiaron las propiedades mecanicas y
superficiales de las mezclas de quitosano con polivinilpirrolidona (PVP) antes y
después de exponerlas a irradiacion ultravioleta o UV (A 254nm) durante diferentes
intervalos de tiempo. Evaluaron los cambios en la resistencia a la rotura, el porcentaje
de elongacién y el modulo de Young de las peliculas formadas. Los resultados
demostraron que las propiedades mecanicas de las mezclas se vieron muy afectadas
por la radiaciéon UV. El nivel de cambio de estas propiedades fue menor en las mezclas
que en el quitosano puro y fuertemente dependiente del tiempo de irradiacion y la
composicion de las muestras. Demostraron que el angulo de contacto y la energia libre
de la superficie fueron alterados por la radiaciéon UV, lo que indicé la presencia de
fotooxidacién y un aumento de la polaridad. El rango de estos cambios apunt6 a una
mayor sensibilidad del quitosano a la fotooxidacién en comparacion con PVP y las
mezclas preparadas.

Fernandes y colaboradores (2010)", recubrieron liminas de papel Eucalyptus globus con
quitosano y un derivado de quitosano soluble en agua, empleando una maquina piloto
presurizada. Aplicaron de 1 a 5 capas de recubrimiento y estudiaron las propiedades
generales como gramaje, peso de recubrimiento y densidad aparente. Ademas, sus
fuerzas mecanicas de tension, superficie y resistencia a la rotura, empleando un equipo
de traccion. Finalmente caracterizaron su morfologia, éptica (brillo y opacidad) y
calidad de impresiéon. Los resultados evidenciaron que el papel recubierto con
quitosano y su derivado, tuvieron un impacto positivo en las propiedades finales del
soporte impregnado, relacionandose con el numero de capas de polimero depositado.
Los papeles recubiertos con el derivado de quitosano, presentaron propiedades opticas
y de impresion que superaron al papel con quitosano puro. Los resultaron
demostraron que estos recubrimientos a base de quitosano, podrian considerarse
como una alternativa sustentable para mejorar las propiedades de los productos
papeleros.

Ji'y colaboradores (2017)* desarrollaron una metodologia para prepatrar adhesivos a
base de quitosano reticulados con glutaraldehido, con muy alto desempefio en la
tabricacion de aglomerados de madera de mediana densidad. Investigaron los efectos
del contenido de glutaraldehido sobre la fuerza del enlace adhesivo y la resistencia al
agua del tablero fabricado. Los mejores resultados indicaron valores de fuerza adhesiva
de 1.22 MPa, con un alto médulo de elasticidad, para el aglomerado preparado con
una relacion de 0.25¢g glutaraldehido y 1 g de quitosano. El adhesivo fue caracterizado
por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier IRTF, analisis
termogravimétrico (ATG) y difracciéon de rayos X. Sus excelentes propiedades



adhesivas se asociaron con la reacciéon tipo base de Schiff con la molécula del
quitosano.

Ponguzhali y colaboradores (2017)?' fabricaron membranas a partir de mezclas de
quitosano con polivinilpirrolidona 6 PVP en diferentes proporciones de peso,
midiendo el espesor, las propiedades mecanicas y su solubilidad en agua. La
morfologia de las membranas se analizé mediante microscopia electronica, difraccion
de rayos X (DRX), y técnicas espectroscopicas. Comprobaron que la cristalinidad
disminuy6 con el aumento del contenido de PVP. LLas membranas con una proporcion
de mezcla 1:1 quitosano: PVP, mostraron los resultados mas satisfactorios.
Adicionalmente investigaron la actividad antibacteriana de las membranas contra
Pseudomonas — aeruginosa  Gram-negativa 'y Staphylococcns — anrens  Gram-positiva.
Demostraron que la concentraciéon de PVP contribuy6 al efecto antibacteriano de las
membranas. Finalmente, demostraron la compatibilidad sanguinea de las membranas
a través de una prueba de hemolisis in vitro. Estos hallazgos sugirieron que las mezclas
de quitosano con PVP resultan en materiales prometedores para aplicaciones
biomédicas.

Awalekar y colaboradores (2018)%, investigaron la efectividad de la técnica de
resistencia al pelado en diferentes angulos 90°, 135°, 180° y conformacién en T, para
demostrar su uso como una herramienta que contribuye en la seleccion del adhesivo
adecuado para unir dos materiales diferentes. La investigacion contemplé la medicion
de la energfa total de resistencia al pelado, como una combinacién de la fuerza que
representa la deformacién de la junta adhesiva y la pérdida por friccion durante el
ensayo de traccion. El efecto del angulo de medicioén, la temperatura, humedad y el
espesor de la capa de adhesivo han sido claves en la interpretacién y validacion del
método.

Martinez-Mejia (2019)>, estudiaron la sintesis de hidrogeles preparados a pattir de
quitosano y glutaraldehido como agente reticulante, aplicables al area de ingenieria de
tejidos. La concentracion del glutaraldehido fue variada en un rango desde 2% al 10%
con respecto al polisacarido. La reacciéon de formaciéon de base de Schiff fue
monitoreada considerando el grado de hinchamiento y propiedades reolégicas de los
hidrogeles. Los ensayos de citotoxicidad realizados, demostraron que los hidrogeles
con concentraciones de 2, 4 y 6% de glutaraldehido, resultaron citocompatibles. Por
su parte, las concentraciones mas altas de glutaraldehido, 8% y 10% resultaton
citotoxicas ante los fibroblastos humanos evaluados i vitro.

Brussiere y colaboradores (2021)* reportaron nuevos hallazgos en el mecanismo de
fotodegradacion del quitosano, a través de peliculas expuestas a un envejecimiento
acelerado bajo UV a una A >300 nm y 60°C en presencia de oxigeno. Empleando
espectroscopia IR-TF y UV-visible, identificaron la formaciéon de derivados tipo



gluconolactonas, as{ como rupturas de cadenas que generaron nuevas moléculas de
bajos pesos moleculares. Las variaciones en las propiedades superficiales y mecanicas,
fueron caracterizadas via MFA y se analizaron de acuerdo a los cambios estructurales
encontrados a escala molecular.

Gonzilez y colaboradores (2022)*, realizaron expetimentos de extraccion de alfa
celulosa a partir de un tratamiento de deslignificacion alcalina y blanqueamiento de las
fibras extraidas de la hietba Meghatyrsus maximus. 1a caracterizacion inicial de la
biomasa consistié en 45% de celulosa, 35% de hemicelulosa y 20% de lignina. La
celulosa obtenida se caracteriz6 por IR-TF, difraccion de RX, analisis
termogravimétrico y microscopia electrénica de barrido. El contenido de alfa celulosa
result6 en 98.5% con una cristalinidad del 61%, demostrando que fue posible obtener
un producto final de alta calidad, comparable con las fibras de alfa celulosa comercial.

Joshi y colaboradores (2022)%, reportaron una revision bibliografica para describir el
uso de la técnica de microscopia de fuerza atomica (MFA) en la investigacion de
biopolimeros e hidrogeles basados principalmente en los polisacaridos de quitosano,
alginato, carragenina. Su aplicacion resulta mayoritariamente relevante para el estudio
de la ciencia de ingenieria de tejidos y otras aplicaciones biotecnologicas, donde se
requieren evaluar propiedades mecanicas, elasticas, cargas superficiales, adhesion y
topografia de las superficies, entre otros. Es una de las técnicas microscopicas de
mayor resolucion, y por lo general, se puede aplicar en el aire o incluso en liquidos, lo
que permite la investigacion de una gama mas amplia de muestras que la microscopia
clectrénica de barrido (MEB), que se realiza principalmente en vacio. Su
funcionamiento se basa en el escaneo de la superficie en estudio, en funcioén a la fuerza
detectada entre la punta y la muestra.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

I1.1 Origen de la quitina

La quitina, es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza y su aparicion
inicié con el quimico francés Henri Braconott en 1811 quien extrajo una sustancia
del hongo Agaricus volyacens, insoluble en medio alcalino, a la que lamé Fungina.

En 1823, se descubri6 una sustancia similar en la cuticula del escarabajo a la cual se
nombré por primera vez como quitina del griego “yrrwr” que significa chiton o
envoltura. Afios posteriores se describié esta molécula como un carbohidrato y como
una glucosamina'.

Siendo la celulosa el polimero mas abundante en la naturaleza, resulta quimicamente
interesante la similitud estructural con la quitina. La diferencia radica basicamente en
los grupos acetamidos presentes en el carbono C2 y que reemplazan grupos -OH en
la molécula de celulosa®?, como puede observarse en la Figura 2.

La quitina es una molécula insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos
comunes®. Se encuentra como el principal componente de los caparazones de
crustaceos, como cangrejos, camarones y langostas, ademas en moluscos e insectos, y
adicionalmente se extrae de las paredes celulares de los hongos y levaduras.

Figura 2. Estructuras quimicas: a) celulosa: polimero de 3-(1—4) D-glucopiranosa y
b) quitina: polimero de B-(1—4) 2 acetamido — 2 deoxi— D glucopiranosa®,



I1.2 Tipos de quitina: «, 3, y

Dado que las fibras de la quitina se asocian unas a otras, la molécula adopta tres
posibles organizaciones cristalinas que se muestran en la Figura 3.

a) Ordenamiento antiparalelo (x): presente en la mayor cantidad de artrépodos, siendo la
mas abundante, estable, altamente cristalina (80%) y presenta los mas fuertes
enlaces intermoleculares. Se encuentra en supetficies duras o rigidas®*!,

b) Ordenamiento paralelo (B): encontrado mayoritariamente en calamares, gusanos
gigantes e insectos. Resulta mas reactiva, semicristalina, mas soluble y con débiles
fuerzas intermoleculares®’?,

) Ordenamiento asimétrico (y): es el menos comun, y ademas se ha asociado como una
distorsién de las organizaciones « y B*, aunque también se ha reportado su
presencia en capullos de escarabajos y en paredes celulares de hongos?#%

Figura 3. Tipos de ordenamiento en las estructuras de los diferentes polimorfos de
la quitina®’.

I1.3 Derivatizacion de la quitina a quitosano.

De acuerdo a la nomenclatura de la Sociedad Europea de la Quitina (European Chitin
Society -EUCHIS), estas moléculas deben ser clasificadas en base a su solubilidad en
una solucién acuosa de acido acético 0.1M. El material soluble es llamado quitosano,
mientras que el insoluble es conocido como quitina™.

Las dos caracteristicas quimicas mas importantes que determinan el desempeno, las
propiedades fisicoquimicas y biologicas del quitosano, son el peso molecular y su
grado de desacetilacién. Se denomina grado de desacetilacion (GDA) a la relacion
entre las unidades de glucosamina y N-acetil glucosamina presentes en su estructura.

El quitosano se comercializa con masas moleculares de aproximadamente 10.000 a 1
millén de Dalton y grados de desacetilacion GDA entre (60-95) %*. El quitosano ha
demostrado tener una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad, asi como una muy



baja toxicidad (LD50 en ratas — laboratorio: 16g/Kg), por lo cual estd actualmente
recomendado para consumo humano®’.

La molécula de quitosano posee habilidades de adsorcion sobre diversos soportes, asi
como una alta reactividad quimica debido a los numerosos grupos hidroxilos y aminos
secundarios presentes en su estructura. A un pH por debajo de 6.0, los grupos -NH.
toman caricter catidnico al convertirse en grupos protonados R-NH;" lo cual
diversifica su utilizacién a nivel industrial por la formacién de multiples derivados. Se
conoce sobre su alto desempefio en industrias agricolas, cosméticas, tratamiento de

aguas, adhesivos, biomedicina, alimentos, industria de papel, textil, entre otras™*-*,

La reaccion de N-desacetilacion, se puede llevar a cabo como un proceso quimico o
biolégico. El tratamiento quimico consiste en una hidrolisis basica empleando
soluciones de NaOH o KOH entre (30-50) % vy altas temperaturas. Por su parte, el
proceso biolégico se basa en una hidrolisis enzimatica en la cual se emplean enzimas
catalizadoras como la CDA (quitina deacetilasa) y AXE (acetilxilano esterasa).

La Figura 4 describe las condiciones especificas del proceso industrial de hidrolisis

basica, el cual resulta ser el mas comuin y con el cual se obtiene el rendimiento mas
alto posible del quitosano.

Figura 4. Proceso de transformacion de la quitina a quitosano.



La reaccion quimica de N-desacetilacion bajo hidrolisis alcalina, descrita en la Figura
5, se lleva a cabo como una reaccion de sustitucion nucleofilica de dos pasos:

Figura 5. Proceso quimico de N-desacetilacion: hidroélisis basica.

El primer paso de este mecanismo, consiste en la adicién nucleofilica del i6n hidroxilo
del medio basico, sobre el grupo carbonilo de la funciéon amido, generandose cargas
i6bnicas que se estabilizan debido al alto valor de la constante dieléctrica del medio
acuoso.

En el segundo paso, se estabiliza el grupo amino de la molécula del quitosano, y se
neutraliza el i6n acetato con el catién de la base empleada (Na™ o K).

Recientemente se ha planteado el uso de glicerina como un solvente alternativo en el
proceso de hidrdlisis alcalina®’, lo cual permititia reducit la concentracion del
hidréxido de sodio al 30%. Como consecuencia, esto favoreceria la disminucion de las
cargas ionicas de los grupos hidroxilos en el medio, contribuyendo a evitar la ruptura
de la cadena del polisacarido y por ende afectar su peso molecular.

Por otro lado, el proceso de hidroélisis enzimatica representado en la Figura 6, resulta
una alternativa ecoamigable, sustentable y mas econémica que el tratamiento alcalino
industrial; sin embargo requiere de tiempos de reacciéon mas prolongados y el uso de
enzimas de alto costo. El proceso incluye etapas de destilaciéon a presion reducida,
incubacion, dialisis, liofilizacién y caracterizacién molecular. Las enzimas empleadas
son principalmente las quitinas desacetilasas extraidas de bacterias marinas, varios
tipos de hongos y algunos insectos. Puede emplearse de forma tnica o combinada con
la enzima acetilxilano esterasa para catalizar la reaccion sobre la quitina, hidrolizando



el grupo acetamido presente en las unidades N-acetilglucosamina, y producir unidades

de glucosamina y 4cido acético™ .

Figura 6. Proceso biolégico de N-desacetilacion: hidrolisis enzimatica.

El quitosano resultante a través de estos procesos quimicos y biologicos, es insoluble
en solventes organicos, pero es soluble en soluciones acuosas a pH acido, dada la
presencia de los grupos aminos protonables, segin se presentan en la Figura 7.

Los 4acidos organicos mas estudiados son el férmico, acético, lactico, piravico y
oxalico, mientras que los acidos minerales fuertes que han sido recomendados son
unicamente HCl y HNOs®. El 4cido clorhidrico en particular, presenta una alta
disociacién en agua, por lo cual la fuerza idnica presente en la solucién de quitosano
es muy elevada. Se ha demostrado que ademas de solubilizar completamente al
polisacarido, es capaz de producir una ruptura de su cadena molecular, conocida como



hidrolisis acida, la cual afecta propiedades funcionales como la viscosidad y

solubilidad*®.

Figura 7. Proceso de solubilizacion del quitosano en medio acido

El acido acético por su parte, es empleado comunmente a una concentracion del 1%
v/v para la disolucién de este biopolimero. Debido a que su ionizacién en agua es mas
baja, brinda mayor estabilidad y completa solubilidad a la sal de acetato de quitosano
tavoreciendo su reactividad para obtener compuestos derivados.

I1.4 Diferencias estructurales y cristalinidad de los quitosanos « y 3:

Las propiedades y estructuras de las moléculas de los quitosanos o y B, han sido
estudiadas empleando técnicas espectroscopicas, cristalografia y difraccion de rayos X,
entre otras. El ordenamiento tipo antiparalelo para el a- y el tipo paralelo para el B-
provienen de las moléculas de quitina que le dan origen, y quizas sea la causa de sus
comportamientos diferentes. Se ha demostrado que, aunque son moléculas
quimicamente similares, sus cambios en estructura geométrica y grado de cristalinidad,
marcan la diferencia en sus interacciones intermoleculares con otros compuestos o
soportes*’>!. La estructura antiparalela del quitosano o podtia ser la responsable de la
existencia de sus puentes de hidrégenos intra e intermoleculares y su mayor
cristalinidad en relacion al quitosano (.

Se conoce que los quitosanos con altos pesos moleculares, poseen estructuras mucho
mas compactas que los de bajo peso molecular, debido a que forman mayor numero
de enlaces de hidrégeno intramoleculares, que se enlazan con grupos aminos e
hidroxilos presentes**.

Las Figuras 8 y 9 representan los modelos estructurales de la quitina o y 3 reportados
por Pillai y colaboradores®™, luego de realizar estudios con difraccion de rayos X.
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Figura 8. Estructura molecular representando los enlaces de hidrégeno intra
intermoleculares presentes en la molécula de quitina o*®.



Figura 9. Estructura molecular representando los enlaces de hidrégeno
intramoleculares presentes en la molécula de quitina 3*.

Las combinaciones de las moléculas de quitosano con otros polimeros como alcohol
polivinilico, colageno, polivinilpirrolidona, almidén, etc., han sido reportadas en la
literatura®-"*, Nuevas estructuras moleculares resultan mis o menos amotrfas y/o
cristalinas, lo cual ha permitido modular las propiedades mecanicas finales y hasta
superar las de sus materiales de origen.

I1.5 Reacciones de derivatizacion sobre el quitosano.

Numerosas modificaciones pueden ser realizadas hoy en dia sobre la molécula del
quitosano para diversificar sus aplicaciones finales, este proceso es conocido como
derivatizacion. Las reacciones de sustitucion quimica, elongacién de cadenas a través
de injertos o reticulacién, cuaternizacién, despolimerizaciones, entre otras, se resumen
en la Figura 10°%*2, Las reacciones de copolimetizacién tambien se han llevado a
cabo con la molécula del quitosano®* y ademds sobre la quitina en polvo®.
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También se resaltan reacciones de modificacion de grupos funcionales, que incluyen

> y
procesos como la formacién de derivados aniénicos y anfotéricos del quitosano N, O-
sustituidos bajo carboximetilacion.

Figura 10. Reacciones de derivatizacion tipicas sobre la molécula de quitosano®.

I1.6 Celulosa: Origen y estructura molecular

La celulosa es el polisacarido lineal mas abundante de la naturaleza, y se encuentra en
la pared celular de las plantas, aunque ya se ha demostrado su presencia en hongos,
bactetias, algas y algunos animales®™’. Especificamente en las plantas, la celulosa se
encuentra combinada con lignina y hemicelulosa. Esta ultima se compone de
moléculas de heteropolisacaridos que combinan monémeros de diversos tipos de
azucares como galactosa, fructosa y glucosa.

La celulosa es un biopolimero renovable, biodegradable, sustentable, funcionalizable
y de bajo costo, ademas de tener un elevado interés cientifico y consumo a nivel
industrial ®.



Se conocen seis estructuras polimorficas de la celulosa: I, 1L, 111y, 1L, IV y IV, las
cuales pueden interconvertirse bajo reacciones especificas y de calentamiento. La
celulosa I se encuentra en fuentes naturales, por lo que tambien es conocida como
celulosa nativa. La celulosa II representa la segunda estructura mas estudiada, y puede
ser obtenida a partir de la celulosa I. Por su parte, las celulosas III; y 11111 se forman
bajo un proceso reversible, a partir de las celulosas I y 11 respectivamente, empleando
un tratamiento con amoniaco o aminas. Finalmente, las celulosas IVi y IVy, se
preparan calentando las celulosas III; y 11l respectivamente, a una temperatura de
206°C en un medio de glicerina®°!.

La celulosa es un carbohidrato polimérico compuesto por repetidas unidades
monoméricas anhidras de B-D-glucopiranosa, representadas en la Figura 11. Estas
fracciones se encuentran unidas por enlaces covalentes a las funciones acetal situadas
entre el grupo OH de los atomos de carbonos C1 y C4 (8,1,4 glucano), lo cual
corresponde a la forma biogenética de la celulosa.

Por tanto, la celulosa es un polimero con una cadena lineal muy extensa compuesta de
numerosos grupos hidroxilos, especificamente tres por cada wunidad de
anhidroglucosa. La cantidad de unidades anhidroglucosa presentes, marca el grado de
polimerizacion (GP) de la celulosa, el cual varia con el origen y el tratamiento que se
aplica a la materia prima.

Para el caso de las fibras de celulosa natural, provenientes de la pulpa de madera, se
estima entre 300 — 1700 su grado de polimerizacion (GP), mientras que la extraida del
algodon y otras fibras de plantas, asi como en la celulosa bacteriana, presentan un

rango entre 800 — 10000.

Con respecto a la cristalinidad de la celulosa I, O Sullivan®® mencioné que a través de
la técnica de difraccion de RX| se determind que las microfibrillas de 1a celulosa nativa
tipo I que se obtienen de la madera, estan compuestas entre 67-70% de fase cristalina
y solo un 30-33% puede considerarse amorfa.

Por su parte, la celulosa II tambien conocida como celulosa regenerada, presenta un
grado de polimerizacion entre 250-500 unidades repetidas por cadena de polimero®.
Esta celulosa forma enlaces de hidrogeno intermoleculares extras, unidos
diagonalmente a la celda unitaria, lo que probablemente contribuye a que presente
mayor estabilidad estructural, comparada con la Celulosa I°%%.



Figura 11. Unidad monomérica B-D-glucopiranosa presente en la celulosa®®.

La celulosa tiene una estructura molecular similar a la del quitosano y comparten el
mismo enlace B-(1—4) glicosidico. La principal diferencia es el grupo funcional
presente en el carbono C2 de la molécula. Un grupo amino primario acompafia al
quitosano mientras que el grupo hidroxilo acompana toda la molécula de celulosa.

Las uniones B-(1—4) glicosidicas, favorecen la formaciéon de fuertes enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares bien definidos, los cuales se representan en la
Figura 12. Este hecho origina que la estructura de la celulosa sea muy rigida, cristalina
¢ insoluble en agua™. La celulosa industrializada requiere de modificaciones quimicas
que adicionan nuevos grupos funcionales sobre las unidades repetidas de glucosa.
Estas transformaciones se realizan con el objetivo principal de diversificar su
funcionalidad y caracteristicas de la macro cadena polimérica, entre ellas, quiralidad,

hidrofilicidad, degradabilidad y reactividad®.

A nivel industrial, las fibras de celulosa son tratadas mediante un proceso de
blanqueado y alcalinizacién, en ocasiones con diéxido de cloro, ozono o mezcla
ozono/ peroxido. El proceso empleando diéxido de cloro, resulta ser el método mas
efectivo y comun, ya que tiene el menor efecto sobre la modificacion del grado de
polimerizacion de la pulpa de celulosa I

La celulosa tratada con diéxido de cloro se denomina industrialmente ECF (elemental
chlorine free, por sus siglas en inglés) lo cual refiere a que no hay presencia de dioxinas
u otros compuestos cancerigenos que se producen al emplear cloro gaseoso. Puede
tener una morfologia combinada entre fibras cortas y largas procedentes de arboles de
distintas especies.



Figura 12. Enlaces intra ¢ intermoleculares presentes en la estructura de la celulosa™.

Adicionalmente, se conoce que el proceso de completo blanqueamiento con diéxido
de cloro, ocasiona la remocion de la fraccién amorfa de la estructura de la celulosa
nativa de origen. Estas fracciones se componen de lignina, hemicelulosas y pectinas®.
Por otro lado, si el proceso no se completa, los cambios en la celulosa seran solo
superficiales, por lo que no se modifica el interior de las fibras, como consecuencia, se
encuentran variaciones en los indices de cristalinidad final.

La pulpa de celulosa mas empleada a nivel industrial para la fabricaciéon de papel, es la
que deriva de la madera, conocida como pulpa de madera Kraft. Esta contiene fibras
de diferentes longitudes, densidades y caracteristicas segun la especie. Se clasifican
como fibras cortas y largas de acuerdo al tipo de arbol del cual se originan. Ambas
fibras son muy distintas en su morfologia, composicion quimica y resistencia
mecanica. La pulpa de las fibras largas es la mas utilizada en la fabricacion de papeles
de alta resistencia y como mejorador o refuerzo en el proceso de produccion de
papeles en general. Se asocia la alta resistencia o fuerza de esta pulpa, con la longitud
de sus fibras, la cual es de 3 a 4 veces mayor que las fibras cortas®.

Algunas especies de las que se extraen fibras largas son los arboles coniferos de hojas
perennes como el Picea Scandinavian, Abeto Douglas, Pino Slash, Pino Lodgepole,
Abeto Interior, Pino Loblolly. Por otro lado, las fibras cortas derivan de arboles
frondosos y estacionales como el Aspen, Eucalyptus Globulus, Saligna, European
Birch.



La fraccion de celulosa presente en las fibras cortas y largas, se encuentra en el rango
entre 41-49%, mientras que el contenido de hemicelulosa se ha reportado entre 23-
34% para ambas”’. La mayor diferencia en la composicién quimica de estas pulpas estd
en el contenido de lignina y los extractos, donde las fibras cortas tienen un 20% menos
de lignina y hasta un 70% menos de extractos que las fibras largas. Estas caracteristicas
definen sus propiedades mecanicas y usos finales a nivel industrial®’.

La composicion de estas fibras blanqueadas, se ha reportado superior al 94% de alfa
celulosa, y la mds comercializada se conoce como NBSK- EFC%, La clasificacion de
la celulosa como a«, B o vy, se realiza aplicando la metodologia TAPPI 203 de la
Asociacion Técnica de la Industria de la Pulpa y Papel de los Estados Unidos de
América, la cual se realiza solo a las pulpas que han sido previamente blanqueadas o
deslignificadas. La pulpa de celulosa es sometida a un proceso de extraccion
consecutiva con soluciones de hidréxido de sodio al 17.5% y al 9.45% a 25°C 676110,

La separacién de estas tres fracciones de celulosa, es un procedimiento empirico,
ideado originalmente por Cross y Bevan cerca del afio 1900 y adoptado por primera
vez como un método estindar TAPPI en 1931%. Ha sido ampliamente utilizado hasta
el presente, para caracterizar las pulpas empleadas a nivel industrial en la fabricacion
de papel y derivados de celulosa.

En general, la alfa celulosa es la fraccion insoluble en la solucion de alcali, e indica el
contenido de celulosa de mayor peso molecular no degradado®!'’. T.a By y celulosa
son las fracciones solubles, las cuales se determinan volumétricamente por oxidacién
con dicromato de potasio. La fraccién y celulosa se compone solo del polimero
hemicelulosa en el cual se encuentran unidades de pentosas y hexosas®"*®, mientras
que la fraccion B se conoce como celulosa degradada y se compone de hidrocelulosa
y oxicelulosa, cuyas cadenas son mas cortas que la alfa celulosa. Esta fraccion puede
ser reprecipitada por tratamiento de la solucién alcalina con acido acético!™.

Finalmente, se conoce que el soporte de celulosa, al estar compuesto por fibras de alta
pureza, no sufre modificaciones en su estructura molecular cuando es sometido a una
fuente de luz UV, incluso por petiodos de hasta 10 horas'®. Esta molécula posee una
completa estabilidad quimica molecular.

II.7 Aplicacion de técnicas instrumentales, mecanicas y Opticas, para
caracterizar las moléculas de quitosanos «, B y sus derivados.

Determinacion del grado de desacetilacion GDA



La determinacién experimental del grado de desacetilacion de la molécula del
quitosano, puede ser realizada a través de diversas técnicas ampliamente estudiadas y
reportadas como métodos eficaces y de distintos alcances.

Técnicas como las titulaciones conductimétricas y potenciométricas representadas en
las Figuras 13 y 14, evidencian zonas especificas y puntos de equivalencia
correspondientes a la reaccion acido base de neutralizacion de los grupos protonados
del quitosano.

La Figura 15 muestra la técnica de IR-TF por integracién de sefales, considerando
como mas acertada la relacion de las dreas correspondientes a las seflales a 1420cm™ y
1320cm™ que los autores han podido precisat como en una ecuaciéon de cilculo
detivada de una curva de calibraciéon™".

Finalmente, la determinacién de este parametro del GDA bajo la técnica "HRMN, ha
sido utilizada como un analisis para el control de calidad y la certificacion de la
produccién industrial del quitosano™. La Figura 16 evidencia la representacion grafica
bajo esta técnica. Todas ellas representan metodologias que varfan en precisiéon y
complejidad".

Figura 13. Técnica de titulaciéon conductimétrica. Linea verde corresponde al exceso
de H™. Linea roja representa la titulacion de los grupos -RNHa del quitosano. Linea
azul, exceso de NaOH"2,



Figura 14. Técnica de titulacion potenciométrica para el quitosano evidenciando dos
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puntos de equivalencia’.
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Figura 15. Técnica de integracion de sefiales del espectro IR-TF del quitosano. a)
Curva de calibracion para la relacion de areas A1320/A1420™. b) Integracion de
seflales para el quitosano’’.
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Figura 16. Espectro de protones por resonancia magnética nuclear (HRMN) del
quitosano’.
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I1.8 Microscopia de Fuerza Atémica: Descripcion general

En la técnica de microscopia de fuerza atébmica o MFA, se emplea una punta muy
afilada de silicio de longitud nanométrica, la cual estd sujeta a un brazo voladizo
flexible de nitruro de silicio. El equipo opera en modo medicion de fuerzas de
interacciéon y modo microscopio, generando curvas de fuerza e imagenes topograficas
en 2D y 3D, que evidencian propiedades como la rugosidad y dureza de las superficies
a nivel molecular. La Figura 17 representa los tres modos posibles de contacto entre
la punta y la muestra: no contacto, contacto y contacto intermitente.

La punta realiza un escaner con precision atémica a través de un desplazamiento en
escala de 0.1nm, mientras hace contacto con la superficie bajo estudio, como se
representa en Figura 18. Las fuerzas interatomicas o intermoleculares, son detectadas
con una sensibilidad de 10 nN, y se reflejan grafica y numéricamente a través de la
respuesta de la deflexién y torsion del brazo voladizo™.

Figura 17. MFA (Microscopia de fuerza atomica) — Determinacion de la fuerza de
adhesion bajo 03 posibles modos de contacto, punta-muestra.



Figura 18. MFA (Microscopia de fuerza atémica) — Interaccion atémica.

La interaccion entre la punta y la muestra en un MFA, puede involucrar multiples tipos
de fuerzas, incluyendo las de tipo electrostaticas, tipo van der Waals y las repulsivas.
La contribucion relativa de cada tipo de fuerza puede variar segun las caracteristicas
de la punta, la muestra y las condiciones experimentales.

I1.9 Difracciéon de RX: descripcion general

Esta técnica es ampliamente utilizada para la determinacién de estructuras cristalinas
y la caracterizacion de una amplia variedad de materiales, minerales y polimeros en
estado solido (pulverizadas). Cuando los rayos X inciden sobre los planos de un cristal,
estos son difractados por los atomos que lo conforman, produciéndose un patrén de
interferencia constructiva o destructiva. Este patron resultante, representa una huella
dactilar de la estructura interna del cristal, y puede ser utilizado para determinar no
solo la disposicién de los atomos sino también la distancia entre ellos y su orientacion
relativa. Cuando el patrén de interferencia de las ondas sinusoidales de los rayos X es
constructiva, se cumple con la Ley de Bragg y es posible cuantificar el indice de
cristalinidad de una muestra, a través de la aplicaciéon de ecuaciones matematicas.

Las Figuras 19 ay b, representan un ejemplo de patrones de difraccién de las moléculas
de quitina, quitosano®, alfa celulosa comercial, asi como la molécula de alfa celulosa
extraida de la planta Meghatyrsus mascimus y su biomasa®.

La técnica se aplica utilizando un difractémetro dotado de una fuente de emisién o
anodo de rayos X que emite la radiacion a cortas longitudes de onda, entre 0.5 — 2.5
A. Existen diferentes tipos de fuentes de 4nodo, y se escoge la mas adecuada segtin la
aplicacion, el tipo de muestra y los requisitos de cada experimento. Las mas comunes
son la de cobre y molibdeno. La muestra pulverizada, se coloca en el camino de los
rayos X y se rota en diferentes angulos mientras se registran los patrones de difraccion,



los cuales se derivan de la dispersion que realizan los atomos ante la radiacion
incidente. Esta técnica no es destructiva e invasiva, lo que significa que no se ve
afectada la estructura o composicion de la muestra.

b)

Figura 19. Ejemplo de patrones de difraccion: a) quitina y quitosano®,
b) alfa celulosa comercial (1), alfa celulosa extraida del Meghatyrsus maximus (2) y
biomasa del Meghatyrsus maxinus (3)>.



I1.10 Funcionalizacion de la molécula de quitosano via fotorreaccion UV tipo
injerto.

El proceso de fotorreacciéon tipo injerto via irradiacion UV, consiste en modificar
estructuralmente una molécula a través de una reacciéon de copolimerizacion
empleando una fuente de irradiacion de luz. En este proceso, se adicionan grupos
funcionales en las posiciones reactivas de una molécula base bajo una modificacion
molecular tipo injerto. Varios autores han visto esta reacciéon como una opcion eficaz
para realizar reacciones fotoquimicas sobre el quitosano, irradiandolo con luz
ultravioleta fluorescente™ .

Las lamparas UV emiten una radiacién amplia que abarca las longitudes de onda UVA,
UVB y UVC (150 — 400nm), produciéndose una reticulacién superficial de los
polimeros, que deja inalterado el interior del soporte. La molécula de quitosano
absorbe en la radiaciéon UV en un rango entre 200 — 280 nm.

En este tipo de lamparas fluorescentes, la energfa eléctrica se convierte en energia de
excitacion atémica ya que el tubo contiene vapor de atomos de mercurio. Por esta
razoén ha resultado ser una opcién mas rapida para iniciar reacciones quimicas de
polimerizacion, procesos de curado de adhesivos, tratamientos superficiales resistentes
a rayas, huellas dactilares, etc. También se incluye en los procesos de impresion para
el curado de tintas’®"”,

La molécula de polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero sintético amorfo muy
versatil, usado por muchos afios en investigaciones de la industria farmacéutica dada
su alta solubilidad en agua, baja toxicidad y estabilidad quimica. Es empleada como
estabilizante de activos en sistemas transdérmicos, dispersante, recubrimiento de
pildoras y espesante. Es también considerado un material biodegradable de amplio uso
dentro de la industria alimenticia, cosmética, adhesiva y textil™.

Es un polimero no idnico, ramificado, inerte, resistente a la temperatura,
biocompatible y de pH estable. Posee propiedades humectantes, y tiene la capacidad
de formar facilmente peliculas, aun siendo higroscépico, debido a su alto nivel de
absorcion de agua, de hasta un 40% de su peso’”’. Ademds, es capaz de absorber en
el espectro UV en un rango entre 200 — 400 nm.

Conocida ademas como polividona o povidona, se obtiene a partir del monémero N-
vinilpirrolidona por una reacciéon de polimerizaciéon via radicales libres, la cual se
representa en la Figura 20.



Figura 20. Obtencién de polivinilpirrolidona via radicales libres.

I1.11 Funcionalizacién de la molécula de quitosano a través de la reaccion de
reticulacion tipo base de Schiff.

Los agentes reticulantes, son incorporados en diversas reacciones para que puedan
vincularse quimicamente con la estructura de un polimero, favoreciendo la unién a
través de enlaces ionicos o covalentes entre una cadena y otra. Estas reacciones
comunmente ocurren en fase homogénea o heterogénea empleando moléculas como
glutaraldehido, epiclorhidrina, etilenglicol diglicidil éter, etc.

El proceso de reticulacion se aplica para crear una red tridimensional que reduce la
movilidad de la cadena polimérica, debido a la formacién de nuevos enlaces
intermoleculares que modifican al polimero. Este cambio en su estructura, se relaciona
con la insercion de nuevos grupos funcionales, lo cual tiene una inherencia directa
sobre parametros como la flexibilidad, viscosidad y propiedades mecanicas del
polimero resultante.

Las moléculas de quitosano pueden formar copolimeros a través de un proceso
convencional debido a que el quitosano es disuelto en una solucién acida, formando
un medio acuoso en el cual es incorporado el agente reticulante.

La sinergia entre la molécula de glutaraldehido y el quitosano a un pH controlado, se
presenta a través de una reaccion tipo base de Schiff, que ocurre directamente sobre
los grupos aminos presentes en la estructura del quitosano'””. Cuando la molécula de
quitosano presenta un alto grado de desacetilaciéon (>90%), resulta indicativo de la
presencia de numerosos grupos aminos reactivos en su estructura molecular.

La reaccién de reticulacion entre el quitosano y el glutaraldehido a bajas dosis, se ha
relacionado con el incremento de la adsorciéon del biopolimero sobre soportes
diferentes a la celulosa®™”. Tambien se ha confirmado que hasta una concentraciéon
del 6% de glutaraldehido, no existen riesgos de citotoxicidad entre estos compuestos™.
Este hecho ha permitido diversificar las opciones de aplicacion de esta base de Schiff,
siendo ampliamente estudiada en los diversos campos de investigaciéon biomédica en



los cuales el glutaraldehido continta siendo el mas empleado sobre otras opciones de
agentes reticulantes”.

La formacién de la base de Schiff es descrita en la Figura 21. Puede observarse que el
grupo amino a través de sus electrones libres, ataca directamente al grupo carbonilo
de la funcién aldehido, lograndose una estructura tipo puente entre estas moléculas.
Esta reaccion puede ser comprobada a través de estudios de espectroscopia IR-TF, ya
que algunas sefales son caracteristicas para confirmar la presencia del grupo funcional
imino formado durante la reaccién tipo base de Schiff -C=N- (entre 1620cm™ y
1 66Ocm‘1)1°0’101.
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Figura 21. Reaccién de reticulacion entre el quitosano y glutaraldehido a través de la
formacion de una base de Schiff.

Otra posible reacciéon quimica menos comun entre el quitosano y el glutaraldehido, es
llamada reaccién tipo Michael'™ la cual ocurtre en medio acuoso alcalino. En este caso,
se observa por la técnica de espectroscopia IR-TT, la presencia de una banda de grupo
carbonilo C=0 entre 1720-1730 cm'.

I1.12 Fuerzas adhesivas — Contacto liquido-sélido.

La adhesién y la cohesion, son fendémenos que involucran un adhesivo, un adherente
(soporte) y una interfase. La ciencia de la adhesién estudia los mecanismos
fundamentales que intervienen en la unién de dos materiales, incluyendo fenémenos
de humectacion, difusion, interaccion molecular y formacion de enlaces quimicos.
Ademas, se incluye el entendimiento de los factores que influyen en la adhesiéon como
el tipo de superficie, la rugosidad, la técnica de aplicacion del adhesivo, el espesor de
la capa de adhesivo y la energia de la superficie, entre otros.



Un adhesivo se describe como una sustancia quimica que se aplica basicamente sobre
la superficie de dos materiales en contacto, desarrollando una fuerza capaz de crear
una union resistente. Contribuye a mejorar la distribuciéon de tensiones en la union
adhesiva, logrando incrementar la resistencia a la fatiga. En general, un material
adhesivo debe humectar o fluir sobre las superficies, desplazando todo el aire entre
ellas y asegurando un buen contacto. La Figura 22 representa un esquema general de
la unién entre ambos materiales.

Figura 22. Uni6n de soportes por un adhesivo.

Las fuerzas de adhesion, se relacionan con el conjunto de fuerzas de caracter
fisicoquimico, que se desarrollan en una interfase adhesivo - soporte. Estas fuerzas
mantienen unidos dos materiales de distinta naturaleza a través de un contacto
interfacial intimo, de manera que la fuerza mecanica o trabajo, se transfiere a través de
la interfase. Se trata de las mismas fuerzas que enlazan atomos para formar moléculas
y a su vez generar compuestos liquidos y sélidos. Todas estas fuerzas involucran desde
atracciones tipo van der Waals, enlaces quimicos y uniones electrostaticas. En la Figura
23 se puede observar esquematicamente, la unién de las cadenas internas del adhesivo
la cual se presenta como la fuerza de los enlaces intramoleculares del material (color
azul). Por su lado, la fuerza de adhesion se representa como el contacto adhesivo-
soporte (color rojo).

Por su parte, las fuerzas de enlaces se presentan cuando existe un intimo contacto
entre el adhesivo y el soporte. Estos enlaces se pueden clasificar en tres grupos
principales. El primero de ellos son los enlaces primarios, compuestos por enlaces
i6nicos, covalentes y metalicos.

Los enlaces i6nicos son los de mayor energia (600-1200 kJ/mol), seguidos de los
covalentes, y ambos son ejemplos de enlaces quimicos que proveen los mas altos
valores de fuerzas de adhesion. Por su parte, los metalicos se caracterizan por ser
enlaces de mayor longitud (0.2 — 0.6nm).



Los enlaces secundarios, también conocidos como fuerzas de van der Waals, estan
compuestos por uniones de muy baja energia y de poca longitud, como son los enlaces
dipolo-dipolo y dipolo-dipolo inducido. Estos se encuentran en un rango de energfa
entre 0.8 - 40 kJ/mol y sus longitudes no superan los 0.8 nm.
Finalmente, los enlaces intermedios, son los que contemplan los enlaces de hidrogeno
con menos de 40 kJ /mol y longitudes muy bajas de 0.3 nm"".

Figura 23. Formacioén de la unién adhesiva.

Por otro lado, la fuerza de cohesién, se define como el conjunto de fuerzas internas
que mantienen unidas la estructura molecular de un adhesivo. Se conoce como la
fuerza adhesiva intrinseca, presente en la fase interna de un material.

Los adhesivos como materiales, se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica
o funcionalidad. Ademas se han clasificado segin su origen, sintético o natural. Entre
los del tipo natural, se encuentran la cola animal, adhesivos a base de caseina y
proteinas, asi como los derivados del caucho. El grupo de adhesivos sintéticos
comprende los del tipo acrilicos, epdxicos, siliconas, entre otros.

Las uniones adhesivo-soporte se caracterizan por distribuir uniformemente la tension
y poseer una mayor resistencia a la deformacion, lo cual se presenta con soportes de
variada morfologfa y espesor. Ademas, estas uniones resisten la fatiga y las cargas
ciclicas, aislan contra la transferencia de calor y electricidad y resultan ser mas rentables
que las uniones mecanicas.

Mientras que algunas desventajas, se relacionan con que estas uniones no permiten un
examen visual del area de contacto, a menos que los soportes sean transparentes, se
requiere una preparacion de las superficies para asegurar la durabilidad de las uniones,
pueden requerir tiempos de curado largos y su vida util depende de las condiciones
ambientales a las cuales se expone la junta adhesiva®.



El fenémeno de adhesion también se describe a través de varias teorfas que pueden
reflejar el comportamiento intrinseco de esta union.

I1.13 Teorias que rigen la adhesion en la interfase adhesivo-soporte:

Principalmente se distinguen dos fenémenos basados en Teorfas Fisicas y Quimicas,
los cuales describen los distintos comportamientos que pueden evidenciarse en una
unién adhesiva. Muchas veces estas teorfas se combinan entre si y limitan su total
comprension.

La Figura 24 resume graficamente cada una de las teorias de adhesion que se presentan
en una junta adhesiva.

Figura 24. Diagrama esquematico de las teorias de adhesion: a) mecanica,
b) difusion, c) electrostatica, d) humectabilidad.

Dentro de las teorias fisicas, se encuentra el modelo de adhesién mecanica, la cual
representa la primera teorfa de adhesion propuesta en el ultimo siglo. En este caso, la
fuerza de adhesion se presenta debido al anclaje del polimero adhesivo en los poros,
cavidades, rugosidades y otras irregularidades del soporte; a través de un bloqueo
interno (interlocking). Para que sea una unién eficaz, es preciso asegurar una buena
humectabilidad microscépica por parte del adhesivo, dado que las cavidades no
alcanzadas por este, constituyen puntos potenciales de iniciacion de rotura de la union
adhesiva.

La fuerza de adhesion resultante, puede ser incrementada si se realiza una preparacion
previa de la superficie del soporte, removiendo impurezas (capas con enlaces muy
débiles), incrementando asi la humectabilidad, favoreciendo la deformacion



viscoelastica del adhesivo. Las superficies de adherentes mas rugosos producen una
adhesividad mucho mayor que los adherentes de superficie lisa. Los mas altos niveles
de adhesion se pueden alcanzar cuando se mejoran las propiedades de la superficie
adherente, por lo que la adhesion mecanica por interbloqueo se podria mejorar si se
incrementa el 4rea superficial®.

La absorcién es un factor muy importante para esta teoria de interbloqueo mecanico,
debido a que esto regula la penetracion del adhesivo en los poros o irregularidades del
sopotte. Por tanto, a mayor absotcién se produce mayor adhesion por interbloqueo™.
Por dos décadas, el enfoque de esta teorfa ha sido el area de micro y nanomateriales,
sin embargo, ya hoy se cuenta con mas ejemplos que representan este modelo. La
adhesion de polimeros a fibras textiles y el metalizado sobre soportes poliméricos,
previamente recubiertos con un tratamiento quimico superficial, son dos casos muy
comunes. En ambos casos, el entendimiento de la topografia del soporte es de
relevancia para alcanzar la mas alta adherencia™.

Por su parte, la teoria de la difusioén, desarrollada por Voyutskii y Vasenin, explica la
autoadhesion de dos polimeros similares, como el resultado de la interdifusion de los
extremos de las moléculas poliméricas del adhesivo y el adherente, lo cual ocurre a
través de su interfase y en ambas direcciones. En este caso, las macromoléculas o
segmentos de alto peso molecular, deben tener alta movilidad y poseer parametros de
solubilidad similares. El tiempo de contacto, la temperatura, el tipo de polimeros
involucrados, sus pesos moleculares y la viscosidad, son parimetros que han sido
medidos en estas juntas adhesivas para demostrar el modelo propuesto® #,

La teoria electrostatica, ha sido propuesta por Deryaguin desde 1948, y considera
que el sistema adhesivo - soporte se basa en la doble capa eléctrica que se constituye
cuando dos materiales de naturaleza diferente se ponen en contacto (ejemplo:
polimero y vidrio). Algunos conceptos como campo eléctrico, ley de Coulomb,
capacitor, fuerzas de van der Waals, constante de Hamaker, teorfa DLLVO, potencial
Zeta y densidad de carga, son caracteristicos del principio de la adhesion bajo esta
teorfa. Comunmente es empleada para describir el comportamiento de la adhesion de
polvos sobre soportes solidos, o de liquidos con interacciones coloidales que han sido
recubiertos sobre superficies rugosas o lisas”.

La tnica teoria quimica descrita hasta el momento, es tambien conocida como la
teorfa de la adhesion termodinamica o humectabilidad. En este caso, se aplica para
explicar muchas de las uniones adhesivas mas empleadas en la actualidad, a través del
desarrollo de fuerzas de humectacion, las cuales se presentan en la interfase de
contacto soporte-adhesivo. Es la teotfa mds aceptada y ampliamente estudiada®-!. Las
fuerzas involucradas en el fenémeno de humectacion, se manifiestan a través de
interacciones atomicas y moleculares, conocidas como enlaces primarios y secundarios




de tipo fuerzas de van der Waals e intermedios como los puentes de hidrégeno. Estos
ultimos, aun cuando se consideran mas débiles, tienen un area superficial de contacto
mucho mayor que en el caso de los enlaces covalentes. Al lograrse un intimo contacto
molecular en la interfase, los materiales forman un fuerte enlace adhesivo, asociado
con la magnitud de las fuerzas interatomicas e intermoleculares caracteristicas del
interior del adhesivo (tensiéon superficial) y de las propiedades intrinsecas de los
soportes (energia libre superficial).

Para entender este fendmeno de adhesion termodinamica, se debe considerar, ademas,
que coexisten las siguientes energfas: la fuerza entre moléculas y/o atomos, las fuerzas
sobre las superficies, las fuerzas que atraviesan las superficies, y las interacciones
fisicas. La humectabilidad en una unién adhesiva, se refiere al desplazamiento del aire
(o de otros gases) que realiza un adhesivo en forma liquida, cuando entra en contacto
con un soporte. El resultado de una completa humectabilidad, se refleja por obtener
la mayor area de contacto entre las partes, garantizando as{ el maximo desarrollo de
las fuerzas de adhesion”!.

Por tanto, la adhesion resulta del contacto a nivel molecular de dos materiales y del
desarrollo de elevadas fuerzas superficiales. El primer paso en la formacion del enlace
adhesivo, es el desarrollo de fuerzas interfaciales, en las cuales el adhesivo requiere de
una tension superficial inferior a la del soporte. Un ejemplo comun, es el tratamiento
superficial de los plasticos, en el cual se incrementa su energia superficial y su
polaridad, con lo cual se logra la mayor afinidad con el adhesivo liquido.

Para determinar la energfa libre superficial en un soporte cubierto con un adhesivo, se
emplea un método muy comin conocido como medicion del angulo de contacto, el
cual refleja de forma directa el grado de humectabilidad. Este angulo dependera de la
masa de liquido depositada y/o sus propiedades reolégicas.

El angulo de contacto es el angulo interno presente en una gota de liquido que esta en
contacto con un sélido. Este representa el equilibrio energético entre tres fases: solida,
liquida y vapor. Esta tltima fase en general es aire, la cual se encuentra completamente
saturada con la fase vapor del liquido en la interfase microscopica en la que se realiza
la medicion.

Se considera que un liquido humecta a un sélido, cuando el angulo de contacto es
inferior a los 90°, lo cual sélo se produce cuando la tensién superficial del liquido es
igual o inferior a la energia superficial del soporte. En caso contrario se afirma que no
ocurre humectacion de la superficie del solido por lo tanto las fuerzas de adhesion
resultantes, son muy débiles.



Dado que la tension superficial critica de un soélido esta relacionada con su energfa
libre, esta se determina empleando varios liquidos estandares de tensién superficial
conocida. Los valores obtenidos de angulo de contacto, son graficados empleado
diferentes técnicas de andlisis, y a través de una extrapolaciéon a 0°, se determina el
valor ctitico caractetistico para un nuevo soporte®. Uno de estos métodos es conocido
como “gota sésile”, el cual es el mas comun y se reconoce como la técnica de medicion
estatica. Otros métodos como la técnica de plato de Wilhelmy, la ecuacién de
Washburn, Owens y Wendt, Chibowski y Zisman, también han sido relevantes para la
literatura®.

Figura 25. Diagrama de interpretaciéon del angulo de contacto

La Figura 25 representa esquematicamente las tensiones involucradas en la medicion
del angulo de contacto bajo el método de gota sésile. Ademas, se identifica en qué
casos se tendria mayor fuerza de adhesion que de cohesion ya que se favorece o no la

humectabilidad.

I1.14 Fuerzas de adhesion bajo estudios fisicomecanicos de traccion.

La fuerza de un enlace adhesivo, representa la maxima carga o tensiéon que una union
adhesiva puede soportar antes de romperse o desunirse. Esta fuerza puede
cuantificarse a través de métodos de corte o pelado que incluyen la contribucion de
las fuerzas interfaciales, asi como la energfa de disipacion asociada con la deformacion
interna del adhesivo y el soporte.

La determinacién experimental de la fuerza adhesiva puede ser estudiada bajo
metodologias que difieren en sus modos de aplicacion de tensiéon sobre el enlace
adhesivo. Ademas, se evalia su propagacion interna hasta que se alcanza el colapso
del contacto intermolecular, lo cual se conoce como despegue o desunioén.



La magnitud y la forma como ocurre esta ruptura, dependen de una variedad de
factores como la geometria de la junta adhesiva, la metodologia empleada para estudiar
el despegue de los cuerpos en contacto, y el espesor de la pelicula de adhesivo.
Adicionalmente, la velocidad a la cual se realiza el método y las propiedades internas
de los materiales, como el tipo de adhesivo y morfologia de los soportes, son
caracteristicas igualmente relevantes.

A través de experimentos fisicomecanicos, empleando equipos de traccion (tension-
compresion), se pueden realizar ensayos de pelado empleando diferentes angulos de
corte y velocidades de desplazamiento de la maquina. De esta forma es posible
cuantificar la maxima fuerza adhesiva superficial, evaluada a través de una curva de
tension - desplazamiento.

El método de pelado en conformacion T, ha sido evaluado por varios autores™ " como

un tipo de ensayo de traccién o corte fisicomecanico realizado para determinar la
fuerza de adhesion (por unidad de ancho) que se requiere para romper el enlace entre
el adhesivo y el soporte.

Los soportes deben ser recubiertos con una cantidad fija de adhesivo, la cual se
controla a través del proceso de recubrimiento seleccionado (técnicas de
recubrimiento)®! %,

La Figura 26 describe el sentido de la fuerza necesaria para la separacion o despegue
de dos soportes unidos por un material adhesivo, en cuya unidn existe una tension y
una disipacion de energfa.

Figura 26. Descripcion del sentido de la fuerza y desplazamiento en un ensayo de
traccion”.



La fuerza de tracciéon aplicada, origina una disipaciéon de energfa durante la
deformacion del cuerpo de prueba, por parte del adhesivo y del soporte, lo cual se
presenta en el sentido de orientacion representado en la Figura 27.

Estos ensayos son realizados por un equipo mecanico que aplica una fuerza y realiza
un estiramiento ascendente sobre el cuerpo de prueba en un angulo especifico de 90°
o 180°, tal y como se describe en la Figura 28. Los ensayos con estas caracteristicas se
les conoce como ensayos de resistencia al pelado debido a que la traccion aplicada
ocasiona la ruptura de la unién adhesivo — soporte.

Figura 27. Descripcion de las energias disipadas durante un ensayo de corte o
traccion.

Figura 28. Tipos de ensayos de resistencia al pelado para medir fuerza de
adhesion®!: dngulo de 90°, b) dngulo de 180° y ¢) pelado en conformacién T.

La velocidad de recorrido ascendente es fija durante el despegue del cuerpo de prueba.
Las condiciones de humedad y temperatura deben ser constantes durante el



acondicionamiento de las muestras (temperatura 23°C y humedad: 50%) para evitar
cualquier cambio en la unién adhesiva.

En un ensayo de traccién por resistencia al pelado, la carga aplicada es transmitida
completamente al enlace del adhesivo. En particular el método a 180° y en
conformaciéon T, permiten determinar la energia total disipada considerando las
contribuciones adhesivas y cohesivas presentes en la interfase adhesivo-soporte™. La
reproducibilidad de estos resultados depende de la uniformidad de la capa de adhesivo
recubierta sobre el soporte.

La adhesion se rige por modificaciones interfaciales que ocurren debido a la aplicacion
de un esfuerzo de corte inducido, lo cual produce fallas en la unién de dos cuerpos.
Cuando las fallas se presentan en el interior del adhesivo, del soporte o en la interfase
adhesivo-soporte, se pierde el equilibrio termodinamico alcanzado.

La unién del adhesivo con el soporte esta sometida a un alto esfuerzo de corte que
refleja las deformaciones del enlace y las deflexiones longitudinales y transversales que
se presentan al momento de una falla. El espesor del adhesivo presente en esta junta,
ha sido considerado de interés debido a la relacién directa con el desplazamiento
asimétrico de un cuerpo de prueba fallado®.

Las fallas que pueden presentarse en una unién adhesiva, se describen
esquematicamente en la Figura 29. La primera de ellas se conoce como falla cohesiva,
en la cual la estructura polimérica del adhesivo, se rompe internamente por una
fractura molecular. Ambos lados del soporte quedan con capas irregulares de la
pelicula de adhesivo. La segunda se conoce como falla adhesiva, en la cual las fuerzas
de interaccién entre el adhesivo y el soporte, resultan muy débiles, por lo que no se
alcanza el equilibrio termodinamico. Adicionalmente, se puede presentar una falla de
soporte, la cual refleja que la conformacién molecular del adherente es débil, en cuyo
caso, el soporte colapsa, quedando intacta la junta adhesiva. Esta tltima, también se
conoce como falla por delaminacién del soporte.

Figura 29. Tipos de fallas en la uniéon adhesivo-soporte: a) cohesiva, b) adhesiva,
c) falla de soporte (delaminacion).



Cuando no ocurre delaminacién del soporte, o una falla cohesiva debido a la
inestabilidad de la estructura interna del polimero, el método de resistencia al pelado
en conformaciéon T se reproduce con precision y repetibilidad. Los wvalores
representativos de la fuerza de adhesion, son reportados en unidades de Newton,
gramos-fuerza o libras-fuerza, y se genera una representacion grafica fuerza-
desplazamiento.

Las multiples mediciones de fuerza de adhesiéon que son detectadas durante el
desplazamiento ascendente de la celda de carga del equipo de traccion, se grafican
durante el avance del ensayo, lo cual se representa en la Figura 30. Estos datos
permiten al software calcular el valor de fuerza de adhesividad promedio, ademas de
cuantificar los limites de fuerza maxima y minima, asi como el trabajo de adhesion W,
cuantificado como la integracion del area bajo la curva™.

Figura 30. Representacion caracteristica del ensayo de resistencia al pelado en
conformacién T,

Los métodos de resistencia al pelado han resultado muy dutiles para realizar
comparaciones entre varios tipos de adhesivos (polimeros de distintos pesos
moleculares, moléculas reticuladas, adhesivos naturales o sintéticos, etc). Por otro
lado, al variar el espesor de la pelicula adhesiva, tipo de soporte (flexibles, rugosos,
porosos, elasticos, plasticos, etc), o modificar la velocidad de medicion, se diversifica
la aplicabilidad del método. Este ensayo incluso llega a ser un procedimiento rutinario
de control de proceso en plantas industriales.

La efectividad del método ha sido publicada para evaluar aplicaciones como:
laminados flexibles, juntas adhesivas poliméricas, formacién de peliculas para
dosificaciéon de medicamentos incluyendo mucoadhesion y fabricacion de parches,
electrodeposicion sobre matetiales no conductores’ 54,



La cuantificacion experimental del trabajo del adhesivo W, tambien es posible a través
de métodos fisicomecanicos, considerado este término como un sinénimo de la
energia asociada a la fractura de una junta adhesiva®.

II. 15 Ruptura de una unién adhesiva

Por otro lado, las uniones adhesivas también han sido estudiadas a través de modelos
matematicos y comportamientos graficos que describen como ocurte el colapso del
enlace entre el adhesivo y el soporte. Autores como Goland y Reissner hace mas de
40 afos, inspiraron en 1982 a Kinloch®™ a estudiar extensamente la ciencia de la
adhesion y sus fallas.

En el 2013 Ojalvo y colaboradores®, estudiaron analiticamente, la influencia del
espesor de la capa del adhesivo en la distribucion de la tensiéon sobre esta union,
introduciendo esta variable en las ecuaciones diferenciales previamente planteadas. Su
estudio demostrd que la diferencia en espesores genera dos puntos asimétricos en la
interfaz de contacto, demostrandose que el esfuerzo cortante es mas alto en esas zonas
y por ende ocurre la falla.

Mayores o menores grados de fallas, también dependen de la composicion elastica y
plastica del adhesivo, asi como de la tensién a la cual se somete la unién”.

Para asegurar el éxito de una unién adhesiva, ademas de garantizar su prolongada vida
util, es importante considerar en primer lugar, la limpieza del soporte, ya que debe
estar ausente de cualquier suciedad, grasa, humedad y capas de 6xido.

Por otro lado, la temperatura de aplicacion del adhesivo y la presion a la cual se somete
la unioén, también se consideran relevantes, asi como el tiempo de espera necesario
para garantizar el curado maximo y la solidificacién del adhesivo sobre el soporte.

El método por el cual el adhesivo liquido se solidifica, depende del tipo de adhesivo y
la forma en la cual ocurre su cambio de estado, por lo que los siguientes procesos
resultan ser los mas comunes: reaccion quimica por combinacién de calor, presion y
agentes de curado, enfriamiento a partir de un liquido criogénico y secado como
resultado de la evaporacién del solvente.

I1. 16 Otros bioadhesivos naturales de uso comercial.

Los adhesivos de origen natural, son empleados en el campo industrial desde hace
muchos afos. Estos materiales fueron conocidos inicialmente con nombres generales
como cementos, gomas, mucilagos, morteros, resinas y pastas, antes de ser clasificados
como adhesivos y sellantes.



La primera planta de adhesivos comerciales fue fundada en Holanda en 1690 y los
adhesivos a base de almidén fueron usados en las estampillas de correo cuando estas
aparecieron por primera vez en 1840, mientras que la primera patente sobre adhesivos
a base de dextrinas, se hizo publica en 1867.

Posteriormente aparecio la primera patente sobre adhesivos de caseina en 1876 (U.S
Patent 183,024) los cuales se fabricaron inicialmente en Alemania y Suiza.

Otras opciones también derivadas de fuentes de origen animal y natural son los
adhesivos vegetales, dispersiones de caucho, adhesivos rosinicos, ceras naturales y sus
combinaciones. El quitosano también ingresa a esta lista como derivados de fuentes
marinas y vegetales.

Todos ellos han sido de interés para diversas aplicaciones, debido a que su costo de
obtencién es mucho menor que los de origen sintético, lo que favorece a este mercado
de adhesivos. Ademas, son empleados a bajas dosis y al derivarse de fuentes
inagotables los hace muy atractivos para aplicaciones industriales de alto consumo.

Todo esto ha impulsado nuevas innovaciones para mejorar las férmulas empleando
aditivos quimicos, nuevas maquinas de mezclado con mas tecnologia, pero, ademas,
en el campo cientifico, a crear moléculas derivadas, las cuales pueden ser moduladas
para controlar sus propiedades adhesivas y ademas generar procesos de produccion
mas eficaces!??,

En particular los adhesivos a base de almidon o fécula, se componen de dos
polisacaridos, el principal es la amilopectina (75%), cuya estructura es entrecruzada
con enlaces « 1,4 y « 1,6. El restante 25% corresponde a la molécula de amilosa, la
cual es lineal y helicoidal, ademas, tiene menor peso molecular que la amilopectina.
Ambas moléculas se representan en la Figura 31. Este tipo de adhesivos han sido
empleados desde el afio 1900 en la industria de fabricacién de corrugados y laminas
de carton de fibras sdlidas, asi como en otras aplicaciones'*>!*,

En 1934, Jordan C. Bauer de Stein-Hall Company desarroll6 el primer adhesivo a base
de almidén cocido. Hoy en dia, este método Stein-Hall sigue siendo la base de los
adhesivos de almidon modernos en la industria cartonera. Varios han sido los intentos
comerciales para introducir alternativas de adhesivos incluso de origen inorganico
como el silicato de sodio, pero hasta ahora todos estos proyectos han sido poco
exitosos!’>1%,

Sin embargo, algunas desventajas se mantienen presentes en los procesos industriales
que emplean el almidén como adhesivo, estos son:



a) Estricto control de la viscosidad y de las temperaturas de coccién, b) corta vida util,
c) elevados tiempos de limpieza de maquinarias, boquillas dosificadoras, inslataciones
en general debido al manejo de gran cantidad de material en polvo, d) incremento en
gastos de mano de obra, €) manejo de sustancias corrosivas como el hidroxido de
sodio, entre otras.

b)

7% 30 0%
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Figura 31. Composicién de la molécula de almidon: a) Amilopectina y b) Amilosa'®

0

La férmula mas conocida desde hace mas de 80 afios para preparar adhesivos a base
de almidon cocido, contiene: agua, almidon a base de maiz, trigo o yuca, hidréxido de
sodio y tetraborato de sodio'®.



CAPITULO III. REACTIVOS, EQUIPOS Y METODOS
EXPERIMENTALES

A continuacion, se describen los detalles de todos los productos quimicos empleados,
as{ como los equipos de laboratorio involucrados en la ejecucion de los experimentos
de caracterizacion de los quitosanos y el estudio de sus derivados funcionalizados.

Adicionalmente se describen las metodologias de recubrimiento, la medicién de la
fuerza de adhesion bajo el método de traccion en conformacion T, y la determinacion
del angulo de contacto por microscopia Optica. Todos estos métodos resultan
comunes en el desarrollo experimental de los objetivos planteados.

II1. 1 Reactivos

Descripcion de muestras de quitosanos:

Se seleccionaron 02 productos comerciales de alta pureza, con grados de
desacetilacién y pesos moleculares similares, a fin de reducir el nimero de variables
fisicoquimicas, y dirigir el estudio a la evaluaciéon del comportamiento bioadhesivo

entre estas dos moléculas polimorfas o y B diferenciadas por un carbono anomérico.

Ambos quitosanos son productos comerciales fabricados por la empresa Glentham
Life Sciences en el Reino Unido.

Quitosano « grado comercial y alimenticio (CcH11NOy), CAS: 9012-76-4

Chitosan GP7325 — bajo peso molecular - Reino Unido N.- Lote: 070PMP

Origen: Camaro6n rosado

Apariencia: Polvo fino color blanco

Grado desacetilacion (GDA): 93.09%

Grado acetilacion (DA): 6.91 %

Peso molecular promedio: 890 kDa (Ecuacién Mark Houwink)
Humedad (%): 2.74 %

Tamafio de particula: <= 149 micras

Fecha de fabricacién: 25/05/2018

Fecha de vencimiento: 06/07/2025

Concentracion de grupos NH;" presentes en la solucion al 2% p/v*: 85.51%

Certificado de calidad y resultados de titulacion potenciométrica*; se anexan en el

Apéndice.

>



Quitosano J grado comercial y alimenticio (CcH11NOy), CAS: 9012-76-4

Producto: Chitosan GE4907 — bajo peso molecular - Reino Unido N.- Lote:

727QLB
Origen: Plumas de calamar
Apariencia: Polvo fino color blanco a ligeramente Marron

Grado desacetilacion (GDA):  93.77 %
Grado Acetilacion (DA): 6.23%
Peso Molecular promedio: 795.13 kDa (Ecuacién Mark Houwink)

Humedad (%): 3.75%
Tamafio de Particula: <=149 micras
Fecha de Fabricacion: 27/04/2017
Fecha de Vencimiento: 04/05/2024

Concentracion de grupos NH;" presentes en la solucion al 2% p/v*: 85.51%

Certificado de calidad y resultados de titulaciéon potenciométrica*, se anexan en el

Apéndice.
Descripcion del soporte de celulosa:
Papel de celulosa -grado industrial:

Compuesto unicamente por fibras largas de celulosa pura, previamente blanqueadas.
Obtenidas a partir de virutas kraft. No contiene saturante, colorantes o aditivos.

Procedencia: Empresa Neenah Gessner GmbH — Alemania
ECF pulpa blanqueada /NBSK pulpa Kraft fibras blandas
Gramaje del papel: (70) g/m?

Brillo, ISO: +89 %

% Cenizas: 0.2 %

Especies de origen:

68% Pino Lodgepole

32% Picea Scandinavia

IR-TF y Certificado de calidad, se anexan en el Apéndice.

Descripcion de reactivos quimicos: puros o en soluciones concentradas:

1. Acido acético (CHsCOOH) glacial, anhidro para analisis.
Marca EMSURE ® Merck. N.- articulo: 1.00063.1000
Densidad. 1.0401g/ml. (25°C)

Concentracién: >99.8%

2. Agua destilada — origen: Laboratorio Kutesa S.A / Pera



3. Solucién de NaOH al 10% p/v. Marca EMSURE ® Merck.
N.- articulo: 1.05588.9010. Se prepararon 100mL a la concentracion de 0.1 % v/v.

4.- Solucién de NaOH al 50% p/v. Fabricante Aquaquimi Perd.

5.- Polivinilpirrolidona (PVP), anhidro. Marca Luviskol® K30 powder -BASF
Concentracion: >95%

Peso molecular (método GPC): 40000 — 50000 Da

6. Glutaraldehido (CsHsOy) al 10.50% v/v
Marca Aquacide, fabricado por Laboratorio Roker del Peru.
PM: 100.11 g/mol

7. Almidon refinado de maiz grado industrial — Fabricante Ingredion Perd, S.A. Marca
ALMIDEX®

Apariencia: Polvo blanco

% Humedad: max. 13%

pH (sol.20%): 4.5 - 7.0

Viscosidad Brookfield (60°C): Min. 700 cP

II1. 2 Equipos de laboratorio

1. pH metro marca OHAUS — dotado de electrodo de vidrio modelo ST350.

2. Balanza analitica marca OHAUS — Peso maximo 200g

3. Analizador termogravimétrico OHAUS — Modelo MB120 — 120 g

4. Espectrofotometro IR-TF. Equipo Bruker — Equipado con accesorio ATR —
Cristal de seleniutro de zinc (ZnSe). Rango de batrido: 400 — 4000cm™. Resolucion

4cm!, Universidad Catélica del Pert — Laboratorio CITE Materiales.

5. Viscosimetro analégico - marca Brookfield — Modelo LVT y juego de husillos o
agujas de medicion.

6. Microscopio 6ptico 1000X HiView con software para medir angulo de contacto.
7. Microscopio 6ptico marca Amscope con camara digital de SMP

8. Barra Mayer marca Biuged Laboratory Instruments - Numero 10, medidas: ancho
de recubrimiento: 30cm - largo total: 40 cm.



9. Equipo de tracciéon y compresion con celda de carga de 200 N — Marca
ChemlInstruments. Minima velocidad de trabajo: 3cm/min. — Configurado con el
método de resistencia al pelado en conformacion T para determinar fuerza de
adhesion en unidades de gf/cm (gramos fuerza /centimetro).

10. Horno de secado convencional, marca Memmert — Rango: 25-200°C
11. Incubadora digital marca BOECO — modelo IB-9025A - Rango: 25-65°C
12. Medidor de espesor electronico, marca ChemlInstruments — Modelo Micrometer

13. Camara de secado UV — marca BASF — Equipada con 9 lamparas fluorescentes
UVC marca Philips- Modelo TUV 30. Potencia total de la camara UV: 270W,
equivalente a una intensidad de irradiacion de 0.094 W/cm? programada a una
longitud de onda de 254nm.

14. Agitador mecanico digital, marca Caframo. Modelo BDC1850. Rango de
mezclado 12 — 1800 rpm.

Nota: Los instrumentos y equipos de Laboratorio, pertenecen a la planta de la empresa Kuresa S.A ubicada en

Lima— Pert.

15. Equipo de Microscopia de Fuerza Atémica (MFA) — Modo de contacto
intermitente. Laboratorio de Espectroscopia Laser, UCV — Venezuela.

Caracteristicas de la punta empleada:

Modelo de Constante de  Frecuencia Angulo Radio
la punta Tipo de Fuerza (KHz) Material  lateral (°) (nm) Set point
punta (N/m) \2
Punta de
MSNL - A 0.07 22 silicio en 2255 2 21-23
10 (triangular) un brazo
de nitruro
de silicio

16.- Equipo de difraccion de rayos X (DRX), marca Malvern PANalytical — Modelo
Empyrean Alpha 1. Dotado de una fuente anodo de cobre como tubo emisor de RX.

17.- Titulador potenciométrico — marca Hanna Instruments — Modelo HI5521 dotado
con electrodo combinado de pH modelo HI1131B.

II1. 3 Métodos experimentales:

47



A continuacién, se describen los métodos experimentales generales, que han sido
aplicados en el desarrollo de cada uno de los objetivos planteados.

Preparacion de soluciones:

La preparacién de soluciones de los quitosanos o y 3 puros empleando una solucion
de acido acético al 1% v/v, se realiz6 bajo el siguiente procedimiento:

1.-En primer lugar, se prepararon 2 L. de una solucion diluida de acido acético a una
concentraciéon de 1% v/v, midiendo 20mL del reactivo grado glacial >99.8% vy
aforando a un volumen final de 2L con agua destilada.

2.-Para preparar 500 mL de solucién acuosa de cada quitosano al 1% p/v, se pesaron
5¢ de cada solido y se disolvieron en 200 ml. de la solucién acida al 1% v/v.
Finalmente se transfiri6 el contenido a un matraz aforado, para completar al volumen
tinal.

3.- Para preparar 500 mL de solucién acuosa de cada quitosano al 2% p/v, se pesaron
10g de cada sélido y se disolvieron en 400mL de la solucién acida al 1% v/v.
Finalmente se transfiri6 el contenido a un matraz aforado para completar al volumen
tinal.

4.- Para preparar 250mL de las soluciones de quitosanos al 2.5% p/v se pesaron 6.25g
de cada uno de los sélidos y se disolvieron en 200 mL. de la solucién 4cida al 1% v/v.
Finalmente se transfiri6 el contenido a un matraz aforado para completar al volumen
final.

Cada mezcla se agitdé en un bafo termostatico a 30°C, garantizando la completa
disolucion del quitosano en aproximadamente 15 — 30 min empleando baja velocidad
de mezclado mecanico (60 rpm). Dado que se trata de quitosanos de bajo peso
molecular, se logra la disoluciéon en un periodo de tiempo corto. El quitosano «
requirié un tiempo de mezclado entre 25 -30 min por presentar mayor peso molecular
y por ende mas tendencia a coagulacién durante la disolucion.

Todas las soluciones preparadas, presentan un aspecto transparente y una coloracion
ligeramente amarilla. La fluidez de cada solucion, varié de acuerdo a la concentracion
y la viscosidad de las soluciones de los quitosanos o y 3. Las Figura 32 a y b presentan
el aspecto final de estas preparaciones.

5.- Para preparar 100mL de una soluciéon al 10% p/v de polivinilpirrolidona, se
pesaron 10g del solido y se disolvieron en 70 mL de agua destilada. Se agit6 por 20
min en el bafio termostatico a 45°C hasta obtener una solucién transparente



homogénea, de color amarillo. Posteriormente se transfiri6 el contenido a un matraz
aforado para completar al volumen final.

0.- La preparacion de la solucién de glutaraldehido al 1.05% v/v, patti6 del reactivo al
10.5 % v/v. Se midieron 20mL del reactivo y se completé a un volumen final de
200mL con agua destilada en un matraz aforado.

7.- La solucion de NaOH al 40% v/v se prepar6 a partir de la base concentrada al
50%, para lo cual se midieron 800mL y se complet6 a volumen final de 1000 mL con
agua destilada en un matraz aforado.

a) b)

Figura 32. Aspecto fisico (color y fluidez) de las soluciones al 2% p/v: a) Quitosano
«, b) Quitosano B.

Determinacion de la concentracion de las soluciones de quitosanos:

1.- La concentracién real de las soluciones de quitosanos o y B, se determind
experimentalmente a través de la medicion del porcentaje de materia solida. Se empled
un analizador termogravimétrico marca Ohaus, el cual fue programado a una
temperatura fija de 105°C en modo de parada automatica. En la Figura 33 se puede
observar el equipo utilizado el cual emplea una lampara halégena como fuente de
calentamiento.

2.- Partiendo del peso inicial de la muestra de aproximadamente 1g, el equipo realiza
un calentamiento progresivo sobre la muestra, empleando una lampara hal6gena hasta
alcanzar y estabilizar la temperatura de 105°C. La humedad presente es evaporada
hasta peso constante, reportandose finalmente la concentracion de la solucién como
porcentaje de materia seca.



3.- Se aplico el mismo método a la solucién de acido acético diluido al 1% v/v que fue
empleado en la preparaciéon de las muestras, encontrandose que no hay un aporte
como materia seca, debido a que éste se volatiliza durante el ensayo a 105°C. El acido
acético en solucion tiene una presion de vapor muy elevada, si se compara con la del
agua a la temperatura de 100°C. Se reporta un valor de 555kPa o 4162 mmHg para el
acido acético con respecto a 760 mmHg para el agua, por lo cual se confirma que se
trata de un acido volatil y de bajo punto de ebullicién.

Figura 33. Fotografia referencial del analizador termogravimétrico.

Determinacion del pH y viscosidad de las soluciones de quitosanos:

1.- El pH final fue determinado empleando un pHmetro electrénico Ohaus
previamente calibrado, el cual esta dotado de un electrodo de vidrio, tal como se

observa en la Figura 34.

Las soluciones preparadas al 1% p/v de ambos quitosanos, fueron ajustadas a un pH
cercano a 4.0, afladiendo entre 1 - 3 gotas de solucién de NaOH al 0.1% v/v. Esto se
realiz6 con la finalidad de considerar el pH como un parametro fijo inicial en el estudio
de la estabilidad realizado durante 7 semanas. De igual manera se realizo este ajuste en
las soluciones al 2% p/v empleadas en la reaccién de base de Schiff con glutaraldehido,
de manera de asegurar la presencia de grupos aminos NHa reactivos, los cuales fueron
cuantificados a través de la titulacién potenciométrica.



Por su parte, las soluciones de quitosanos al 2.5% p/v preparadas para realizar las
reacciones de funcionalizacién con PVP, no requirieron ajuste del pH inicial, dado a
que las mezclas preparadas ya arrojaron valores cercanos o superiores a 4.0.

Figura 34. Determinacion del valor de pH de las soluciones preparadas.

2.- La viscosidad dinamica rotacional se determiné a 25°C y por triplicado, a cada
solucion de quitosano o y B, puros y funcionalizados, empleando el viscosimetro
Brookfield analégico modelo LVT que se observa en la Figura 35. Se reporta el valor
promedio considerando que la precisiéon del método es del 1%.

Figura 35. Determinacion de la viscosidad de las soluciones preparadas



M¢étodo de recubrimiento empleando barra Mayer:

Norma internacional de referencia: ASTM D4147-99

Bajo esta metodologia se busca aplicar una pelicula uniforme del bioadhesivo sobre el
soporte de celulosa, empleando un instrumento calibrado. Para ello, se ejerce una
presion uniforme a una velocidad controlada a lo largo de toda la longitud del soporte.
El espesor del recubrimiento humedo, asi como de la pelicula seca obtenida, son
dependientes de la graduacion de la barra Mayer seleccionada.

Estas barras de recubrimiento fueron creadas por Charles Mayer en 1920 y se
comercializan en diferentes calibres desde el numero 3 al 75. La variacion entre ellas
se basa en el diametro del alambre que las recubre, ademas, tienen una forma especifica
y un peso estandar. En la Figura 36 a y b, se puede observar el detalle de una barra
Mayer y un conjunto de diferentes medidas y calibres.

b)

Figura 36. Barras Mayer: a) Detalle de su forma y bobinado de alambre, b) conjunto
de barras con alambres de diferentes calibres.



1.- Se prepard un soporte de celulosa de 15 cm de ancho x 29.7 cm largo para realizar
el revestimiento de los bioadhesivos de quitosanos y sus derivados.

2.- Para cada preparacion, se colocé una cantidad suficiente de la solucién del
bioadhesivo, sobre la zona superior del soporte, considerando un margen de 5.6cm de
papel sin revestimiento.

Las dimensiones del soporte y la orientacion del revestimiento, se describen
esquematicamente en la Figura 37.

3.- Empleando la barra Mayer numero 10 de 35 cm de longitud x 30cm de alambre, se
realiz6 el revestimiento de las peliculas de los adhesivos puros y funcionalizados,
ejerciendo una presion firme y constante en todo el recorrido, tal y como se muestra

en la Figura 38.

4.- Las Figuras 39 a y b representan un ejemplo de las peliculas himedas y secas del
adhesivo recubierto sobre el soporte de celulosa.

Figura 37. Descripcién de las dimensiones del soporte de celulosa recubierto con
bioadhesivo.



Figura 38. Técnica de recubrimiento sobre el soporte de celulosa, empleando la
barra Mayer 10.

2) b)
Figura 39. Pelicula de bioadhesivo recubierta sobre el soporte de celulosa.
a) Aspecto de la pelicula humeda, b) aspecto de la pelicula seca

5.- Se procedi6 a laminar por duplicado cada uno de los soportes himedos, colocando
una hoja de alfa celulosa de la misma longitud, para formar un cuerpo tipo sandwich.



0.- Seguidamente se realizo el secado de las muestras empleando el horno
convencional durante 1 min a 65°C o bajo camara de luz UV, de acuerdo a lo
establecido para cada ensayo experimental.

7.- Empleando un micrémetro automatico, se evaluaron por duplicado los espesores
totales de las muestras laminadas de ambos quitosanos puros para confirmar la
uniformidad del espesor de la capa de adhesivo seco sobre el soporte. La barra Mayer
10, aplica un volumen fijo de adhesivo sobre el soporte.

La Figura 40 muestra el micrémetro electrénico marca Cheminstruments que ha sido
empleado. Se reporta el promedio de las evaluaciones por duplicado, expresado en
milimetros (mm) y con una precision de 0.001 mm.

Figura 40. Micrometro electronico empleado en la determinacion del espesor total
del cuerpo de prueba tipo sandwich.

Método de medicion de la fuerza de adhesion. Resistencia al pelado en
conformacion T:

Norma internacional de referencia: ASTM D1876-2001

A través de este método, se evalia la fuerza requerida para separar progresivamente
dos soportes flexibles que se mantienen unidos por un adhesivo.

La adhesion bajo el método de pelado, se representa como la cuantificaciéon de la
energfa total liberada durante la ruptura de las fuerzas internas que unen al adhesivo
con el soporte, a través de la aplicaciéon de un esfuerzo de corte mecanico.

La preparacion de la muestra, el proceso de secado o curado del adhesivo y el espesor
de la capa de adhesivo, son parametros relevantes para lograr la reproducibilidad de
los resultados.



1.- A partir de los soportes laminados tipo sandwich, revestidos y secos, se prepararon
los cuerpos de prueba, considerando los detalles experimentales representados en las
Figuras 41 ay b.

b)
Figura 41. Preparacion de los cuerpos de prueba:
a) Dimensiones de la muestra, b) esquema general de la muestra en conformacién T.

2.- Para la ejecucion del método con el equipo de traccion, se considerd una velocidad
de ascenso vertical de maquina de 3 cm/min.



3.- El cuerpo de prueba se instalé en el equipo de traccion, empleando dos pinzas
sujetadoras, y seguidamente se inici6 el recorrido de forma ascendente, utilizando una
celda de carga de 200N. Las Figuras 42, a, b, c, describen el desarrollo de la
metodologfa.

4.- Segun el método ASTM 1876-2001, se considera como fuerza de adhesion al valor
detectado por unidad de ancho durante el desplazamiento ascendente del cuerpo de
prueba.

5.- El software EZ Lab. del equipo de traccion Cheminstruments, emite un reporte
individual por cada cuerpo de prueba evaluado, el cual contiene los resultados de los
valores de fuerzas de adhesion maxima, minima y promedio. Adicionalmente, se
expresa el trabajo de adhesion y los parametros estadisticos como la desviacion
estandar y la varianza. Cada uno de los reportes individuales, contiene 470 mediciones
de las fuerzas de adhesion detectadas a lo largo del recorrido de 7.5 cm de longitud de
la muestra.
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Figura 42. Desarrollo del método de resistencia al pelado en conformacion T en
equipo de traccion. a) Ajuste del cuerpo de prueba en las pinzas sujetadoras, b)
montaje final en conformaciéon T, ¢) proceso de pelado ascendente con ruptura de la
unién adhesiva y medicion de la fuerza de adhesion.
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0.- Para el estudio de los resultados finales de cada muestra de quitosano puro y
funcionalizados, se parti6 de los datos obtenidos en los reportes del equipo de traccion
y se aplicé un analisis estadistico de datos empleando el Software R. El ensayo
seleccionado es conocido como Dickey-Fuller aumentado (DFA), el cual es
comunmente utilizado para determinar la estacionariedad de una serie de datos. Se
establecié como criterio de aceptacion estadistico que cuando el valor p del ensayo sea
menor o igual a 0.05, se rechaza la hipotesis nula (no estacionaria) y se concluye que
la serie de datos es estacionaria, en cuyo caso, la media y la varianza se consideran
constantes.

7.- Por cada muesta se seleccionaron 4 cuerpos de prueba, de al menos 10 evaluados
en maquina, cuyas series de datos fueron analizadas bajo el mismo criterio estadistico,
considerando en el reporte final, el valor promedio y tres veces la desviacion estandar,
incluyendo asi un 99.7% de los datos.

M¢étodo de medicion del angulo de contacto:

Norma internacional de referencia;: ASTM D724-99

El angulo de contacto de un liquido, dosificado sobre una superficie sélida, indica
rapidamente el grado de adherencia superficial entre el sélido y la gota de liquido.
Mediante esta norma se puede medir el grado de humectabilidad, capturando la imagen
de una gota liquida asentada sobre un soporte de papel y haciendo posteriormente su
analisis a través de un software.

1.- Se prepararon muestras de soportes de celulosa recubiertos con quitosanos o y B,
de 25mm ancho x 300 mm de largo, los cuales no fueron laminados. El secado se
realiz6 a temperatura ambiente (25°C) y humedad relativa de 55%, dentro de un horno
convencional de laboratorio por 72 horas.

2.- Sobre cada una de las muestras, se colocd una gota de agua destilada de 6uL
empleando una micropipeta graduada. Seguidamente se realizé la medicion del angulo
luego de 5 segundos de contacto de la gota con el soporte celuldsico.

Se tomaron un total de 5 mediciones del angulo de contacto por cada muestra,
considerando una separacion de 2.5cm entre cada evaluacion.

Los resultados fueron tabulados y registrados fotograficamente empleando el software
HiView del microscopio. Para los calculos, se consideraron las dos tangentes de la
linea base y se midieron los angulos internos, descartando la medicién en caso de
diferir significativamente. LLos resultados de las 05 mediciones realizadas por muestra,



se presentan en el Apéndice. La Figura 43 presenta el montaje realizado y la fotografia
real de una muestra evaluada.

3.- Las variaciones en el angulo de contacto, fueron determinadas al comparar los
resultados obtenidos para el soporte de celulosa recubierto con quitosanos o y B,
secados en horno convencional con respecto a los soportes fotoirradiados en la
camara de luz UV a diferentes tiempos de exposicion, los cuales no fueron laminados.

Figura 43. a) Montaje experimental, b) medicién del angulo de contacto a través del
software del microscopio HiView.

Caracterizacion fisicoquimica de los quitosanos o y B:

Estudio de la estabilidad del pH y la viscosidad de las soluciones acidas de los
quitosanos a y B.

1. Los 500mL de cada solucién de quitosanos o y 3 preparados al 1% p/v, fueron
vertidos en 2 botellas color ambar, y seguidamente fueron almacenadas en la
incubadora BOECO por un periodo total de 7 semanas a 25°C.

2.- Cada semana se determiné el valor del pH y la viscosidad dinamica rotacional, a
25°C.

3.- La medicion de viscosidad se realizé por triplicado y sus resultados promedios,
fueron tabulados y representados graficamente. El error o precision del método de

viscosidad brookfield es del 1%.

Determinacion del grado de desacetilacion de los quitosanos « y  bajo la
técnica IR-TF:

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio CITE Materiales de la
Universidad Catolica del Pert, empleando el equipo infrarrojo marca Bruker equipado
con un accesorio platinum ATR.



1. Las caracteristicas polimorficas de las moléculas puras de los quitosanos a y 8 fueron
estudiadas directamente en estado soélido, empleando espectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier IR-TF en un rango entre 4000cm™ a 400 cm™. Se adapté un
accesorio ATR (reflexion total atenuada) para sélidos, y se considerd una condicion
de operacion de 32 scans y una resolucion de 4cm™.

2.- La metodologia empleada consiste en el calculo del grado de desacetilacion (GDA)
de las moléculas de quitosanos o y B a través del estudio de sefiales especificas en el
espectro de infrarrojo IR-TF.

3.- Se tom6 como referencia el trabajo de Brugnerotto y colaboradores (2001)™, asi
como Ramirez y colaboradores (2016)"!, quienes consideraron una ecuacion detivada
de la recta obtenida de la relacién entre la sefial a 1420cm™ y 1320 cm™. Estas bandas
son caracteristicas del grupo N-H de la amida secundaria y las tensiones del grupo
-CH3, respectivamente. De su relacion, deriva el calculo matematico del GDA
aplicado.

4.- A través del software OPUS Spectroscopy, version 7.2 del equipo Bruker, se
determinaron las areas correspondientes de las sefiales mencionadas.

5.- Empleando las ecuaciones 8 y 9 se realizaron los calculos para cuantificar el grado
de desacetilacion expresado como el porcentaje total de grupos aminos presentes en
la molécula de quitosano. Inversamente, el GA representa la cantidad de grupos
acetilos remanentes de la reaccion de conversion de quitina a quitosano.

GDA (%)= {[31.92 x (A1s20/ A1) | - 12.20} Ecuacién (8)
GA =100 — GDA Ecuacién (9)

Siendo GA: El grado de acetilacion
GDA: grado de desacetilacion.

Medicion de la fuerza de adhesion bajo la técnica de Microscopia de Fuerza
Atomica (MFA):

1.- Se emplearon soluciones de quitosanos o y f al 1% p/v en acido acético 2M, las
cuales presentaron un pH final de 3.0. Seguidamente, fueron esparcidas sobre una
superficie de vidrio 1x1 cm? previamente lavada con EtOH y acetona. La superficie
recubierta, fue colocada en un horno a 40°C por 4 horas para formar una pelicula del
biopolimero.

2.- Una vez a temperatura ambiente, se colocaron las peliculas secas sobre un soporte
de acero de 1 cm de diametro, para ser evaluarlas con el equipo MFA.



3.- Para evaluar la muestra del soporte de celulosa, se colocoé un adhesivo de doble
contacto entre la superficie de vidrio de 1x1 cm? y el soporte de acero.

4.- Una vez dentro del equipo MFA, representado en la Figura 44, se realizaron
escaneos en 2 areas de la muestra, generando 5 curvas de medicién de fuerza de
adhesion por area estudiada, en regiones de escaneo de 2 pm?.

5.- Se realizaron varias tomas micrograficas a distintas alturas del sensor (expresado
en pm?), para representar la topografia de las muestras a través del registro de los
mapas morfologicos en 2D y rugosidades en 3D para cada superficie.

a) b)
Figura 44. Microscopio de fuerza atomica Brucker— MFA / UCV: a) Imagen del
equipo MFA, b) zoom del enfoque sobre la muestra.

Evaluacidon de las fases cristalina y amorfa del soporte de celulosa y los
quitosanos « y B, bajo la técnica de difraccion de rayos X (DRX).

Los quitosanos a y 3 en estado sélido y el soporte de alfa celulosa, fueron colocados
en el portamuestras multiple del equipo difractometro RX Malvern-PANalytical. La
fuente de radiacion utilizada fue un tubo 4anodo de cobre (Ka =1.5406 A) y el barrido
de escaneo 20 se realizé en un rango de 8-70° con un generador de 40 mA y 45kV.

1.- Se prepararon muestras de los quitosanos a y  en estado sélido y del soporte de
alfa celulosa en los discos de acero del equipo Malvern Panalytical. Los mismos se
ubicaron en tres posiciones del portamuestras, segun se hace referencia en la
Figura 45. No fue aplicada ninguna técnica de trituracion que modificara el tamafio de
particula o estado fisico original de las muestras.



2.- Aplicando un método estandar de difraccion de RX durante un tiempo de 30 min
sobre las tres muestras, fue posible el registro de los difractogramas de intensidad de
reflexion con respecto a la medicién del angulo 26.

Figura 45. Difractometro de rayos X Malvern Panalytical con fuente de cobre. a)
Imagen del equipo DRX, b) detalle del portamuestras

Preparacion del ensayo de funcionalizaciéon bajo fotorreaccion UV tipo injerto:
Preparacion de las mezclas: quitosanos a y § con PVP

1.- Partiendo de las soluciones de quitosanos o y B al 2.5% p/v, asi como de
polivinilpirrolidona al 10% p/p, caracterizadas previamente de acuerdo a su
concentracion total, pH y viscosidad a 25°C, se prepararon 100mL de cada mezcla
siguiendo las relaciones descritas en la Tabla 1.

2.- El criterio de preparaciéon de las mezclas consider6 una relacion 1:1 entre las
concentraciones finales de los quitosanos «, 3 y el PVP. Por lo cual, estos
experimentos contemplaron fijar concentraciones del 1% y 2% p/v pata todos los
polimeros.

3.- Las dos mezclas preparadas con cada quitosano, se identificaron como: Mezcla 1:
Qto-PVP-1 y QtB-PVP-1 en las cuales la concentracion total es del 2%p/v. Por su
parte, la Mezcla 2 se refiere a: Qta-PVP-2 y QtB-PVP-2, en las cuales la concentracion
total es del 4%p/v.

4.- Cada relacion de mezcla fue preparada afiadiendo primero el volumen
correspondiente de la solucién de quitosano e integrando lentamente el volumen de



la solucién de PVP. Se empleé un agitador magnético para lograr una mezcla final
homogénea.

5.- El mezclado se realiz6 a temperatura ambiente de 25°C por 20 minutos. Todas las
mezclas se dejaron en reposo por 15 minutos antes de iniciar los ensayos de

recubrimiento.

Tabla 1. Preparacion de las mezclas de quitosanos a, 3 con PVP.

Codigo Vol. PVP QZi(ﬁ;S(:;lO Vol. Agua  Concentracién  Concentracién
Muestra de la al 10% al 2.5% destilada final de final de PVP
* 1 (1) 0,
muestra (mL) (mL) (mL) Quitosano (%) (%)
Qta - 80 20 2 -
Mezcla Qtu-PVP- 10 40 50 1 1
1 1
M -PVP-
ezcla  Qu-PVP 20 80 . 2 2
2 2
QB - 80 20 2 -
Mezcla QtB-PVP- 10 40 50 ) 1
1 1
M -PVP-
ezcla Qi-PVP 20 80 ) 5 5
2 2
PVP 20 - 80 - 2

Experimentos de fotoreaccion UV tipo injerto:

1.- Los cuerpos de prueba previamente laminados, fueron irradiados dentro de la
camara UV marca BASF, a una intensidad de luz de 0.094 Watts/cm? durante
diferentes periodos de tiempo. Los tiempos de irradiaciéon evaluados fueron: 5min,
10min, 15min, 20 min y 25min.

2.- Al culminar el tiempo de exposicion en la camara UV, las muestras fueron
colocadas dentro del desecador durante 20 min, para luego realizar las mediciones de
fuerza de adhesion en un area a temperatura de 25°C y humedad relativa 50.5%.

Preparacion de muestras para ensayos de funcionalizacién de los quitosanos «
y B con glutaraldehido (Gt) bajo reaccion tipo base de Schiff.

1.- A partir de las soluciones acidas de quitosano o y B al 2% p/v y la soluciéon de
glutaraldehido al 1% v/v, se realizé la preparacion de tres mezclas, siguiendo los
detalles indicados en la Tabla 22.



2.- Se tom6 como base de calculo la relacién p/p entre Gt/NH,, considerando la
cantidad real de grupos aminos presentes en la solucion al 2%p/v. A partir del valor
de la concentraciéon de los grupos amonio en soluciéon (la cual se determiné bajo
titulacion potenciométrica), se calculd la cantidad de grupos —NH: reactivos, por
diferencia con el valor del GDA de cada quitosano.

Para el quitosano a, se considero:

GDA@R-TE)= 93.14% (cantidad total de grupos —NH. presentes en la molécula de
quitosano).

%NH;" reportado via titulacién potenciométrica = 85.51%, y considerando el GDA,
el %NH;"= 79.64%, lo cual corresponde a la cantidad real de grupos protonados
presentes en la solucién al 2% p/v.

%NH>=13.49% (se calcula por diferencia)

Por lo tanto, para 100mL de solucién al 2% p/v, estin presentes:
1.8628¢g totales de grupos -NHo, de los cuales 0.2513g corresponden a grupos -NHa

reactivos.

Para el quitosano B:

GDA@R-TF)= 93.77% (cantidad total de grupos —NH: presentes en la molécula de
quitosano).

%NH;" reportado via titulacién potenciométrica = 85.51%, y considerando el GDA,
el %oNH;"= 80.18%, lo cual corresponde a la cantidad real de grupos protonados
presentes en la solucion al 2% p/v.

%NH2=13.59% (se calcula por diferencia)

Por lo tanto, para 100mL de solucién al 2% p/v, estan presentes:
1.8754¢ totales de grupos -NHo, de los cuales 0.2549¢g corresponden a grupos -NHa

reactivos.

3.- Para la preparaciéon de las mezclas, se tomaron 100mL de solucién de cada
quitosano al 2% p/vy se afiadi6 el equivalente de solucién de Gtal 1% v/v, mezclando
durante 10 min a 25°C con un agitador magnético, hasta observar completa
integracion. El resumen de mezclas preparadas, se presenta en la Tabla 2.

4.- Transcurrida 1h de la preparacion, se procedié con la caracterizaron de las mezclas,
y al procedimiento de recubrimiento sobre el soporte de celulosa empleando el
método de barra Mayer 10.

5.- Los cuerpos de prueba se secaron en horno convencional Memmert por un tiempo
de 1 min a una temperatura de 65°C para posteriormente evaluar la fuerza de adhesion
bajo el método de resistencia al pelado en T, ya descrito.



Tabla 2. Relacion de mezclas de quitosanos « y 3 con glutaraldehido al 1% v/v.

Volusr::le n de Cantidad de Volumen
Cédigo de la uitosa.no a] | 8Tupos -NH, afnadido de sol. Masa de Gt Relacion (p/p)
muestra 9 2% p/v ptesentes glutaraldehido al | presente (g)** | Gt/NH2 reactivos
o
(mli) (2)* 1% v/v (mL)
Qto-2 0 0 0
-NHp: totales:
QtO(—Gt—l 1.86 2 0.02 0.08
100
Qta-Gt-2 “NH, reactivos: 4 0.04 0.16
0.25g
Qto-Gt-3 6 0.06 0.24
QtB-2 0 0 0
QtB-Gt-1 -NH: totales: 2 0.02 0.08
1.88
100
QtB-Gt-2 NH o 4 0.04 0.16
0.25g
QtB-Gt-3 6 0.06 0.24

*. Se calcul6 considerando GDA real de los quitosanos o y B, y del % de grupos -NH reactivos en solucion.
** Calculado a partir de la densidad de la soluciéon Gt 1% v/v = 1.0145 g/mL

Preparacion del adhesivo natural a base de almidén:

La férmula preparada corresponde a un adhesivo empleado en el sector de fabricacion
de laminas de cartones corrugados, la cual fue suministrada por la empresa Cartonera
Papelera Alfa del Perd. LLa misma es conocida como una férmula estandar tipo Stein
Hall, empleada en procesos tradicionales de corrugacion industrial, que puede ser
adaptada de acuerdo al tipo de almidén empleado y a las condiciones operacionales de
cada fabricante.

El procedimiento experimental realizado, considera la preparaciéon de dos fases
tomando como base el almidén de maiz. Estas se conocen como: fase de gelatinizacion
la cual se emplea como un vehiculo para controlar la viscosidad final del adhesivo, y
una fase de suspension en la cual produce un almidén con alta pegajosidad.

Ambas representan 100 g totales de adhesivo:

Preparacion de la “Fase de gelatinizacion”:

1.- Se anadieron las siguientes materias primas en un vaso de vidrio provisto de un
agitador y plancha de calentamiento:




Para preparar 26g de esta fase, se pesaron:
Agua destilada: 12¢
Almidon (Almidex®):  35¢g
Hidréxido de sodio (sol. al 40% p/v): 2 ¢

2.- Se inici6 la agitacion a temperatura de 71°C por 15 minutos promoviendo la ruptura
de los granulos del almidén y provocando un proceso de absorcién de agua. El
aumento de volumen que se observa, se conoce como el proceso de gelatinizaciéon o
hinchamiento del almidén de maiz.

3.- Transcurrido este tiempo, se afladieron 8.5g de agua destilada para disminuir la
temperatura, favorecer la gelificacién de la pasta formada y controlar la viscosidad de

esta fase.

Preparacion de la “Fase en suspension”:

1.- Para preparar 74g de esta fase, se pesaron:
Agua destilada: 56.5¢g
Tetraborato de sodio decahidratado: 0.54 ¢
Se agit6 por 3 minutos y luego se adiciono:
Almidon (Almidex®): 17¢

2.- Esta prepapacion se calenté igualmente a 71°C y bajo agitacion se le afiadi6 la fase
de gelatinizacion.

3.- La preparacion final se agité por 5 min mas y seguidamente se aplicé sobre el papel
de alfa celulosa en caliente, empleando el método de revestimiento con barra Mayer
10, anteriormente descrito.

4.- Adicionalmente, se realizaron los experimentos de determinacion de la fuerza de
adhesion bajo el método de resistencia al pelado en conformacion T.

5.- Finalmante, el adhesivo se caracterizo evaluando propiedades de pH, viscosidad
brookfield y concentracién como porcentaje de materia solida.



CAPITULO IV. DISCUSION DE RESULTADOS

Caracterizacion fisicoquimica y determinacion del grado de desacetilacion de
los quitosanos oy 3

Resultados de la evaluacion de la estabilidad del pH y viscosidad durante 7
semanas:

Las soluciones de los quitosanos o y 8 han sido preparadas al 1% p/v en acido acético
diluido, el cual es un 4cido débil con un valor de pKa de 4.74, por lo que presenta una
baja concentracion de iones acetato —CH3;COO" en equilibrio con el acido. Este hecho
permite la completa solubilizaciéon de la sal de acetato de quitosano formada y por otra
parte, no se ve favorecida la hidrolisis sobre la molécula de quitosano. La Figura 46
presenta la reaccion de equilibrio de este 4acido y su valor de constante de acidez. Se
obtuvieron soluciones completamente liquidas, transparentes y homogéneas para
ambos quitosanos.

Ka
CH;COOH + H,O —————— CH;COO" + H;0"

ansos] o]

Ka = = 1.8x10°

[CH3COOI—IJ

Figura 46. Disociacion del acido acético en medio acuoso.

Los resultados de la Tabla 3 muestran los valores de pH inicial y luego del ajuste con
la solucion de NaOH al 1% v/v, aproximadamente a 4.0, lo cual se ha considerado
como el punto de partida para el estudio de estabilidad de este parametro.



Tabla 3. Caracterizacion de las soluciones acuosas de quitosano o y g al 1% p/v,
antes del almacenamiento a 25°C por 7 semanas.

Muestra A pH pH Viscosidad Concentracion
inicial ajustado  (cP) ** (%) *
Liquido
fluido y
Quitosano transparente o 3.4 168 102
« Lote: con ligera
070PMP  coloracién
amarilla
Liquido
Quitosano fluido y
B Lote:  transparente  3.84 4.05 155 1.01
727QLB con ligera
coloraciéon
amarilla

Aspecto (25°C, 50.5% humedad telativa), pH ajustado con solucién de NaOH al 0.1% v/v (25°C)
*. La concentracion se determind bajo el método de materia sélida por termobalanza Ohaus, 105°C, 1g, secado
automatico. ** Viscosidad Brookfield LVT — aguja 2, 30 rpm, 25°C

Durante 7 semanas se determiné el valor del pH de ambas soluciones de los
quitosanos o y B. Al finalizar el estudio, se evidencié que no hubo un cambio
significativo de los valores iniciales previamente ajustados. Estos resultados
demuestran que la sal de acetato de quitosano se mantiene soluble y practicamente
invariable en la solucion acida preparada. Adicionalmente, este hecho se relaciona con
el equilibrio que existe entre el acido acético y el i6n acetato, el cual se comporta como
un sistema tampoén o regulador del pH del medio.

La Tabla 4 presenta los valores de pH de cada solucién evaluados cada semana a
temperatura de 25°C. Adicionalmente, la Figura 47 representa graficamente los
resultados obtenidos en el periodo de tiempo mencionado.



Tabla 4. Evaluacion de la estabilidad del pH de las soluciones de quitosano al 1%
p/v durante 7 semanas a 25°C.

Medicion del PH (25°C, medido a las soluciones al 1% p/v en solucion
de acido acético). Tiempo “S” = semanas

(t=0) t=1S t=2S t=3S t=4S =58 t=6S t=7S

Muestra

Quitosano
« Lote: 394 395 397 3.97 400 4.01 4.03 4.04
070PMP

Quitosano
B Lote: 405 405 4.07 4.07 409 410 410 4.10
727QLB

4.5
—@— Alfa Quitosano Lote:
070PMP

Beta Quitosano Lote:
727QLB

3.5
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (semanas)

Figura 47. Representacion grafica de la estabilidad del pH de las soluciones de
quitosanos al 1% p/v evaluada en un periodo 7 semanas.

Con respecto a las viscosidades, se observa que el quitosano  al 1% p/v, presentd un
menor resultado inicial de 155 cP comparado con el quitosano a en 168 cP. Se puede
interpretar que estas diferencias estan relacionadas tanto con sus pesos moleculares
como con la influencia de las fuerzas de sus enlaces. Por lo tanto, en el caso del
quitosano B, la viscosidad obtenida se asocia con su peso molecular de 795.13 kDa, el
cual es inferior al valor del quitosano a de 890 kDa. Este ultimo, es el biopolimero que
presenta fuerzas intra e intermoleculares mas fuertes, por lo que se presume que a su
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vez aument6 su volumen hidrodinamico, y como consecuencia su viscosidad se
incremento.

Al transcurir la primera semana del estudio de estabilidad, se observé un descenso en
la viscosidad de ambos quitosanos, lo cual se mantuvo hasta finalizar las 7 semanas de
evaluacion. Una posible explicaciéon a este comportamiento, se asocia a la
consecuencia de la adicién del hidroxido de sodio sobre las soluciones de ambos
quitosanos, el cual se disocia en iones Na" y OH’, los que podrian interferir en el
equilibrio del medio. La presencia de los iones OH" provenientes de esta base fuerte,
podria ser capaz de ocasionar la neutralizacion de la repulsion electrostatica de los
iones -NH3" del quitosano, disueltos en la solucién. Como consecuencia de ello, la
molécula de quitosano modificarfa su conformacién molecular, disminuyendo su
volumen hidrodinamico debido a la preferencia del agua por solvatar al i6n hidroxilo
ante el i6n amonio del polimero. Este efecto producido por la solvatacién del medio
acuoso, es lo que podtia influir directamente en el descenso de la viscosidad™.

Los resultados obtenidos luego de la evaluacion de estabilidad por 7 semanas, se
presentan en la Tabla 5 y se representan graficamente en la Figura 48. La precision de
la determinacion de la viscosidad Brookfield, es del 1%. En el Apéndice se presenta el
detalle de las mediciones por triplicado realizadas a cada muestra.

Tabla 5. Evaluacion de la estabilidad de la viscosidad de las soluciones de
quitosanos al 1% p/v durante 7 semanas a 25°C:

Medicion de la Viscosidad (cP)

(25°C, Brookfield LVT, aguja 2, 30rpm. Medido a soluciones de
quitosano al 1% p/v en solucién de acido acético). Tiempo "S" = semanas.
Muestra Precision de los datos es * 1%

Igtnzcgl =1S =28 t=3S =4S =55  t=6S  t=T7S

Quitosano «

Lote: 168 121 112 105 98 92 87 77
070PMP

Quitosano
Lote: 155 130 126 117 111 100 91 82
727QLB
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Figura 48. Representacion grafica de la estabilidad de la viscosidad de las
soluciones de quitosanos al 1% p/v en un petriodo 7 semanas.

Resultados de la determinacion del grado de desacetilacion de los quitosanos
oy B bajo la técnica IR-TF.

La Tabla 6 presenta el resumen de las sefiales observadas en cada espectro IR-TF de
los quitosanos a y B, los cuales se ven representados en las Figuras 49 y 50
respectivamente.

En general ambos espectros presentan sefiales de % transmitancia muy similares en
todo el rango de evaluacion entre 400cm™ y 4000cm™ pero con diferencias apreciables
en sus intensidades. En particular, no se observan diferencias significativas en la banda
de tensiéon del carbono anomérico que distingue la conformacién o« de la B en
893.45cm™y 894.42cm™ respectivamente.

La Figura 51 presenta una comparacion de los espectros de ambos polisacaridos, en
la cual se han identificado los diferentes grupos funcionales que caracterizan su
estructura molecular.



Tabla 6. Comparacién de las sefiales presentes en los espectros IR-TF de los
quitosanos puros a y 3.

Descripcion de las sefiales en el Quitosano « Quitosano

espectro IR L: 070PMP(cm™) | L:727QLB(cm™)
Vibracién de alargamiento de los grupos O-H 3354.40 3355.41
y N-H solapados 3291.34 3292.89
Tension asimétrica de extension del 287285 2872 41

enlace C-H
Vibracién asimétrica de tension del enlace
C=0 del grupo amida 1650.50 1650.50
Deformaciones cqmblpadas del grupo amino 1590.28 1590.24
primario NH;

Flexién asimétrica del enlace C-N de 142091 1424.40

la funcién amida

Estiramiento CH3 del grupo acetamido 1376.08 1376.84

Tension asimétrica del enlace CHs, presente en

el grupo N-acetil glucosamina. 152102 152038
Vibracién del grupo C-O 1258.33 1259.88

Flexion asimétrica del enlace 1,4 glicosidico 1149.48 1150.73
C-0-C 1060.12 1060.23

Tension de carbonos anoméricos 893.45 894.42

Figura 49. Espectro IR-TF del quitosano a — Lote 070PMP — Modo transmitancia
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Figura 50. Espectro IR-TF del quitosano § —Lote 727QLB — Modo transmitancia

Figura 51. Comparacion de espectros IR-TTF para los quitosanos o y {3, identificando
los grupos funcionales principales. La estructura molécular muestra los sitios en los
cuales se pueden formar los puentes de hidrégeno.



Se han podido distinguir las bandas asociadas a los enlaces de hidrégeno presentes en
ambos quitosanos, asi como el estiramiento —C-H, identificados en el rango entre 2800
cm™ y 3500 cm™. Se evidencia que ambos quitosanos presentan las mismas sefiales de
grupos funcionales caracteristicos, sin embargo, se observa un cambio en la intensidad
de las bandas en el espectro del quitosano . Este hecho podria estar relacionado con
la posible formacion de fuertes enlaces de hidrogeno entre el agua de hidratacion
presente en esta molécula, y los grupos funcionales N-H, O-H y C-H del quitosano.
La cantidad de agua presente en cada polisacarido, ha sido confirmada en 3.78% para
el isémero By en 2.71% para el isomero a a través de la termobalanza OHAUS.

Adicionalmente, se destaca que existe mayor flexiéon asimétrica del enlace 1,4
glicosidico en el isémero B, lo cual podria derivarse de una libre rotaciéon bajo esta
conformacién molecular, hecho que pudiera resultar mas impedido en la estructura o.

En la Figura 52 se ilustran los posibles enlaces de hidrégeno presentes en la estructura
de los polisacaridos de quitosano, asociados a los carbonos 6, 3 y 2, entre los que se
destaca el enlace C(6)H-O...HNC(2) como el que requiere mayor movilidad
molecular para incrementar su intensidad, dada la lejania de sus grupos funcionales
polares.

C(6)O-H...0=C,
C(3)O-H...O,
C(6)O-H...OHC(3),
CN-H...0=C,y
C(6)H-O...HNC(2)

Figura 52. Descripcién de los enlaces de hidrégeno intramoleculares que puede
formar la molécula del quitosano.

Por otro lado, el grado de acetilaciéon GA, aunque es muy similar en ambos quitosanos,
se manifiesta por la presencia de bandas de mediana intensidad, pero bien definidas



entre 1200 cm™ y 1650 cm™. Estas sefiales se asocian al residual del grupo acetamido
derivado del proceso de desacetilacion de la quitina.

Las Tablas 7 y 8 muestran el resumen de sefiales acotadas para la integraciéon del
espectro considerando un rango de 1280 cm™ a 1340cm™ para integrar la sefial de
alrededor de 1320cm’. Mientras que, para integrar la sefial en aproximadamente
1420cm™ se considerd un rango entre 1402 cm™ y 1440 cm.

Tabla 7. Coordenadas de integracion de las sefiales para quitosano o« - software
OPUS Spectroscopy

Identificacion de | Sefial en el Area Rango de
la sefial (cm™) espectro IR integrada integracion
A1320 1321.02 cm™ 0.1815 1280-1340
A1420 142091 cm'™ 0.055 1402-1440
Relacion
A1320/A1420 330

Figura 53. Integracion de sefiales IR para quitosano o (1420.91 cm™y 1321.02 cm™).



Tabla 8. Coordenadas de integracion de las sefales para quitosano - software
OPUS Spectroscopy

Identificacion de | Sefial en el Area Rango de
la sefial (cm™) espectro IR integrada | integracion
A1320 1320.38 cm™ 0.1627 1280-1340
A1420 1424.40 cm™ 0.049 1402-1440
Relacion
A1320/A1420 332

Figura 54. Integracion de sefiales IR para quitosano  (1424.40 cm™ y 1320.38 cm™).

Las Figuras 53 y 54 muestran los espectros con la ampliacién e integracion de las
sefiales a 1420 cm™ y 1320 cm™ para las dos moléculas de quitosano, las cuales fueron
calculadas a través del software OPUS Spectroscopy con una resolucion de 4.1 em™.

Las areas integradas cercanas a 1420cm™ corresponden a 0.055 para el quitosano oy
0.049 para el quitosano B. En apréximadamente 1320cm™ las areas calculadas fueron
0.1815 para el quitosano « y 0.1627 para el quitosano B.



Aplicando las ecuaciones (8) y (9), se obtuvieron los siguientes resultados
experimentales para el calculo del grado de acetilacién y desacetilacion de estas dos
moléculas:

Calculos para el quitosano 3:
A1320,38 = 0.1627
Aia24.40= 0.049

Empleando la Ecuacién (8) obtenemos el GDA:
GDAR = (31.92x (0.1627/0.049) -12.20) = 93.7874 %

Empleando la Ecuacién (9) obtenemos el GA:
GAB =100 - GDAB =100 —93.7874 = 6.2126 %

Resultados reportados por el fabricante para quitosano 8 lote 727QLB:
GDAB =93.77%
GAB = 6.23%

Calculos para el quitosano «:
Aixr2= 0.1815
A1a2001 = 0.055

Empleando la Ecuacién (8) obtenemos el GDA:
GDAw = (31.92 x (0.1815/0.055) -12.20) = 93.1360 %

Empleando la Ecuacién (9) obtenemos el GA:
GAa = 100 — GDAB = 100 - 93.1360 = 6.8640 %

Resultados reportados por el fabricante para quitosano o lote 070PMP:
GDAwx = 93.09%
GAa = 6.91%

A través de la metodologfa aplicada, ha sido posible obtener resultados del grado de
acetilacion GA y grado de desacetilacion GDA de ambos polisacaridos, los cuales han
resultado muy similares a los reportados por el fabricante de ambas moléculas.

La Tabla 9 presenta la comparacion de los resultados obtenidos por ambas técnicas.



Tabla 9. Comparacion de resultados GDA y GA entre técnicas IR-TF y "THRMN.

Tipo de Reporte %GDA %GA
quitosano
Calculo IR-TF 93.14 6.86
Quitosano « 1
HRMN (.Reporte del 93.09 6.91
fabricante)
Calculo IR-TF 93.79 6.21
Quitosano B RN (Reporte del
. 93.77 6.23
tabricante)

Dada la precisién de estos resultados, se puede considerar que esta técnica IR-TF
result6 una herramienta eficaz para caracterizar ambos poliscaridos los cuales
posteriormente serfan funcionalizados bajo reacciones quimicas tipo injerto y base de

schiff.

Analisis cualitativo de los patrones de difraccion de RX obtenidos
para los quitosanos «, B y el soporte de alfa celulosa.

Los quitosanos a y 8 en estado solido (polvo), asi como el soporte de alfa celulosa,
fueron colocados en el portamuestras multiple del equipo difractémetro de RX. Los
patrones de difraccion caracteristicos para estos tres polisacaridos estudiados, se
obtuvieron como consecuencia de la dispersion de los rayos X incidentes sobre estas
moléculas. Los resultados pueden ser apreciados en la Tabla 10 y las Figuras 55-57.

El analisis cualitativo de los difractogramas de intensidad de reflexiéon en funcion al
angulo 20, revela la presencia de picos anchos de intensidad variable. Para ambos
quitosanos, la linea base del patrén de difraccion se observa de gran magnitud o
altamente difusa, lo cual podria ser consecuencia de las zonas amorfas en ambas
muestras. En el difractograma obtenido para el quitosano «, se pueden apreciar dos
picos de baja y mediana intensidad, ubicados a 10.16° y 19.99° respectivamente. Al
comparar con el obtenido para el quitosano B, el primer pico practicamente no se
aprecia, indicando un incremento en la amorficidad o pérdida de orden en el
empaquetamiento de los atomos de este polisacarido. El tnico pico observado, es mas
ancho y de menor intensidad que el que presenta el quitosano « y se detectd en un

angulo de 19.78°.

Una posible explicacién para el comportamiento difuso que se ha observado en gran
magnitud en estas muestras de quitosanos, puede relacionarse con su alto grado de
desacetilacién y con la presencia de humedad. Este hecho se presume, debido a que
durante el proceso de deacetilacion de la quitina, el cual puede involucrar etapas



consecutivas de hidrolisis, ocasionaria la pérdida de su alta cristalinidad inicial. Por otra
parte, la humedad de estas muestras, podria intervenir en la definicién e intensidad de
los picos, causando interferencia en las interacciones de los atomos que conforman la
estructura. Adicionalmente, debido a que el quitosano 3 presenta estructuras paralelas,
se podria asociar este hecho con la diferencia significativa que presentan sus patrones
de difraccion. Estos resultados sugieren que el quitosano  presenta una estructura
muy poco ordenada en la cual predomina la amorficidad.

Por su parte, el patron de difraccion del soporte de celulosa compuesto de fibras largas
virgenes, present6 dos picos de gran intensidad ubicados a 15.26° y 22.77°. Se puede
interpretar que debido a su linea base amplia, la cual abarca varios angulos de
difraccion 26, asi como la presencia de picos poco estrechos, éste compuesto tambien
presenta amorficidad. Sin embargo, la alta intensidad y la mayor definiciéon de sus dos
picos, permiten suponer que posee un empaquetamiento mas ordenado de sus atomos,
claramente mayor al observado para ambos quitosanos.

Tabla 10. Comparacion de las sefiales observadas en los difractogramas RX.
Medicion de la intensidad con respecto al angulo 20.

< % Agua
Muestra Angulo 20 (°) | GDA (%) | GA (%)
10.16
Quitosano « 93.14 6.86 2.74
19.99
Quitosano 93.79 0.21 3.75
19.78
15.26
Alfa celulosa - -
22.77
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Figura 55. Difractograma de rayos X para la muestra de quitosano o puro.
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Figura 56. Difractograma de rayos X para la muestra de quitosanos {3 puro.
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Figura 57. Difractograma de rayos X para el soporte de alfa celulosa.

Determinacion de la fuerza de adhesion para el soporte de alfa
celulosa y quitosanos « y 3, empleando la técnica de microscopia de
fuerza atomica (MFA) - modo intermitente.

A través de la técnica de microscopia MFA, se han podido medir las fuerzas de
adhesion a nanoescala, asi como identificar la topografia a nivel molecular de los
quitosanos a, B y el soporte de alfa celulosa. La aplicacion de esta técnica consistié en
poner en contacto una punta de silicio de 2nm de radio con la muestra del polisacarido,
lo cual permitié cuantificar las interacciones intermoleculares detectadas. Las curvas
de fuerza en funcién a la distancia de separaciéon de la punta, reflejaron
comportamientos caracteristicos para cada muestra. Para evaluar los polimorfos del
quitosano, se emplearon peliculas preparadas a partir de soluciones acuosas a pH 3.0,
mientras que el soporte de alfa celulosa se colocé directamente en el disco
portamuestras.

Las representaciones graficas de estas mediciones, se observan en las Figuras 58-60.
Las fuerzas atractivas (de adhesion) y repulsivas electrostaticas fueron medidas.
Adicionalmente, se refleja el area de contacto punta-muestra, la cual caracteriza de
forma cualitativa, la rigidez molecular de cada polisacarido. La cuantificaciéon de la
fuerza de adhesion, se logré al detectar la atracciéon molecular punta-muestra, cuya
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intensidad es capaz de vencer la deflexion elastica del brazo voladizo de nitruro de
silicio.

Las mediciones fueron realizadas 10 veces en 02 areas aleatorias de cada muestra,
empleando el modo de contacto intermitente. Las Tablas 11-13, presentan los
resultados individuales y promedios, expresados en nN (nanonewton) y la Figura 61
representa el grafico final comparativo de los tres polisacaridos evaluados.

De los resultados obtenidos, se puede destacar que la fuerza de adhesiéon sobre la
pelicula de quitosano J, resulté ser significativamente superior a la registrada con la
muestra de quitosano «. Se cuantificaron 19nN para el quitosano 3 y solo 3.5nN para
el quitosano «, lo cual corresponde a una diferencia relevante del 81.6%. Este
comportamiento pudiera ser asociado con algunas caracteristicas que diferencian estos
dos polimorfos y que puede diferenciarse a una escala nanométrica. Algunas de estas
caracteristicas se pudieran interpretar, considerando los siguientes hechos:

Se aprecié que durante el contacto punta-muestra, la superficie de la pelicula de
quitosano o no sufrié penetracion de la punta, demostrando que se trata de un material
mas rigido que el quitosano 3. Como consecuencia, se podria interpretar que debido
a que resulté ser ademas un poco mas cristalino que 3, presentaria una flexibilidad
molecular mas impedida. Este hecho pudo ser demostrado durante el barrido de la
punta al detectar la topografia de las peliculas, las cuales se evidencian en las Figuras
62 y 63. La estructura del quitosano a posee una rugosidad superficial inferior a §,
cuantificindose en 4.1nm mientras que el isomero 3 duplica su valor con 8.1 nm. El
polimorfo {3 por tanto, ha demotrado ser mucho mas amorfo o irregular y por ende
podria presentar una mayor movilidad de su estructura que «, lo cual ha favorecido las
interacciones atractivas cuantificadas a nivel nanoscopico. La distancia a la cual se
detectaron estas fuerzas atractivas, resulté en 0.25um para el quitosano §y 0.1 um
para el quitosano «. Este hallazgo sugiere que las nubes electronicas del quitosano o
son mas débiles y requieren de un mayor acercamiento para presentar una atraccion
adhesiva.

Por otro lado, la medicién de las fuerzas de adhesion para el soporte de alfa celulosa,
gener6 un valor promedio de 3.7 nN a una distancia de 0.25 pm. Este valor result6
cercano al promedio de la medicién realizada sobre la pelicula de quitosano o, pero
nuevamente la magnitud de las distancias, asi como la presencia de grupos funcionales
mas polares en la celulosa, pueden confirmar este comportamiento molecular
diferenciado. Ademas, pudo observarse que la estructura de alfa celulosa, presento
caracteristicas de rigidez, mientras que superé a los quitosanos en la propiedad de
rugosidad, con intensidades en el mapa 3D que alcanzan los 565nm segun se evidencia

en la Figura 64.



Finalmente, la evaluacion topografica, se completé con microfotografias en 2D para
las 3 superficies evaluadas. Se estudiaron los comportamientos morfologicos de las
peliculas de todos los polimeros los cuales mostraron alta dispersion en el perfil de
rugosidad. Otros graficos y microfotografias en 2D, se presentan en el Apéndice.

Tabla 11. Determinacién de la fuerza de adhesion (nN) via MFA — Modo de
contacto intermitente. Resultados para quitosano o

Medicion Fuerza de adhesion (nN)

2.92
2.94
2.95
2.93
2.94

Area I

(O B O N

3.89
4.06
3.96
3.97

10 3.98

Area II

O 0 1 &

Promedio
t 20 (3.45 + 1.08) nN




Figura 58. Representacion grafica de la medicion de fuerza de adhesion (atractiva) y
la fuerza de repulsion para el quitosano o.

Tabla 12. Determinacion de la fuerza de adhesion (nN) via MEA- Modo de

contacto intermitente. Resultados para quitosano {3

Medicion Fuerza de adhesion (nN)
1 17.95
2 17.91
Areal 3 19.38
4 20.96
5 19.32
6 16.69
7 17.30
Area II 8 21.59
9 21.72
10 17.62
Promedio

+
v 20 (19.04 * 3.48) nN




Figura 59. Representacion grafica de la medicion fuerza de adhesion (atractiva y la
fuerza de repulsion para el quitosano f.

Tabla 13. Determinacion de la fuerza de adhesion (nN) via MFA — Modo de
contacto intermitente. Resultados para soporte de alfa celulosa

Medicion Fuerza de adhesion (nN)
1 3.54
2 3.85
Area I 3 3.86
4 3.81
5 4.22
6 4.16
7 3.42
Area II 8 3.70
9 3.63
10 3.15
Promedio

+
+ 20 (3.73 £ 0.81) nN




Figura 60. Representacion grafica de la medicion de la fuerza de adhesion (atractiva)
y la fuerza de repulsion para alfa celulosa.
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Figura 61. Comparacion de la fuerza de adhesion promedio detectada para cada
polisacarido.
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Figura 62. Microfotografia 3D de la pelicula de quitosano « bajo microscopia MFA.
Evaluacién topografica de la rugosidad.

Figura 63. Microfotografia 3D de la pelicula de quitosano $ bajo microscopia MFA.
Evaluacion topografica de la rugosidad.



Figura 64. Microfotogratia 3D del soporte de celulosa bajo microscopia MFA.
Evaluacién topografica de la rugosidad.

Resultados de la evaluacion de las propiedades adhesivas de los quitosanos «
y B puros.

Para evaluar la fuerza bioadhesiva de ambos quitosanos puros, se considerd la
aplicacion de tres soluciones a diferentes concentraciones, 1%, 2% y 2.5% p/v, las
cuales se aplicaron sobre el soporte de alfa celulosa y se secaron en horno
convencional por 1 min a 65°C.

Las evaluaciones de estas tres concentraciones, arrojaron resultados muy
diferenciados, debido a que a una concentracién del 2.5% p/v, los cuerpos de prueba
presentaron delaminacion durante el ensayo de traccion. Este hecho presume que la
fuerza de adhesion resultante supero a la fuerza de cohesiéon del soporte de celulosa,
debido a que se observé el rompimiento de las fibras internas del mismo.
La Figura 65 evidencia el comportamiento que se ha manifestado al emplear esta
concentracion de las soluciones de ambos quitosanos.

Por el contrario, al disminuir la concentracion al 1% p/v, las fuerzas de adhesién de
los quitosanos « y 3 resultaron tan bajas que no se logrd la unidn con el soporte de
celulosa. Como consecuencia, no se pudieron evaluar los cuerpos de prueba con el
equipo de tracciéon. En este caso, se puede suponer que a esta concentraciéon, las
interacciones intermoleculares entre estos polisacaridos, son muy débiles o nulas.



Figura 65. Soporte de alfa celulosa delaminado. Evaluacién de ensayo de resistencia
al pelado empleando solucién de quitosano al 2.5% p/v.

Al evaluar la fuerza de adhesion de las muestras a una concentracion del 2% p/v, se
lograron obtener resultados reproducibles y estadisticamente estacionarios, los cuales
se evidencian en la Tabla 14. Al comparar los valores promedios, se observa que el
quitosano a presentd una fuerza de 55 gf/cm, mientras que el quitosano § duplicé este
resultado, reportaindose 105 gf/cm. Este hecho sugiere que las interacciones
intermoleculares entre la celulosa y el quitosano 3 son mas fuertes, lo cual podria
asociarse con la formacién de un mayor numero de enlaces tipo puentes de hidrégeno
intermolecular. Como ya se ha evidenciado a través del estudio de difraccion RX, la
estructura del quitosano B presenta mas amorficidad. Esta caracteristica le permitiria
formar enlaces a menor distancia y por tanto mas fuertes, entre sus grupos funcionales

polares -N-H y O-H y los multiples grupos hidroxilos de la celulosa,

Por su parte, el quitosano « aun cuando posee los mismos grupos funcionales que su
isomero B, presenta mayor rigidez molecular dada su conformacién de mayor
cristalinidad. Esta propiedad estaria revelando una interacciéon mas débil con la alfa
celulosa la cual es superior en cristalinidad y ordenamiento molecular. Estos resultados
permiten sugerir que la afinidad en fuerzas de adhesién es mas débil entre estos
polisacaridos cuando su empaquetamiento molecular incrementa su componente
cristalino.



Tabla 14. Resultados de la medicion de la fuerza de adhesion promedio de los
quitosanos puros a una concentracion del 2% p/v en los cuerpos de prueba tipo
sandwich.

Fuerza de adhesion promedio (gf/cm) * 3o0*
Quitosanos puros

Quitosano « al 2%p/v Quitosano 8 al 2% p/v

55+ 18 104 + 21
54 + 19 105 + 21
Promedio: 55 + 19 Promedio: 105 * 21

*datos provienen de analisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de las tres
desviaciones estindar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribucién normal.

Resultados de la evaluacion de la fuerza de adhesion de los quitosanos oy 3
funcionalizados con polivinilpirrolidona, a través de la fotorreaccion UV tipo
injerto.

Las soluciones de los quitosanos «, 3 y polimero PVP, fueron caracterizadas para
determinar sus propiedades finales de concentracién, pH y viscosidad, a partir de las
cuales se realizaron 02 mezclas entre estos polimeros. La Tabla 15 presenta los
resultados de estas evaluaciones, resaltando que la solucién de polivinilpirrolidona
presentd pH acido, por lo cual no afectd la estabilidad de los quitosanos en solucion,
ademas posee baja viscosidad debido a su peso molecular 40 — 50 kDa.

Las mezclas preparadas presentaron un aspecto homogéneo y fueron caracterizadas
segun se indica en la Tabla 16.

Seguidamente, se realizo el recubrimiento de las 02 mezclas quitosano — PVP sobre el
soporte de alfa celulosa. Las muestras tipo sandwich, se colocaron dentro de la camara
UV a una longitud de onda de 254 nm, como se representa en la Figura 66. Los
tiempos de exposicion fueron 5, 10, 15, 20 y 25 min, aplicando una baja intensidad de
radiacion UVC de 0.094 W/cm? a una distancia de 5 cm de separacion de las muestras.



Tabla 15. Caracterizacion de las soluciones acuosas de PVP y quitosanos o y 8.

Viscosidad  Concentracion

Muestra Aspecto pH (cP) ** (%) *
Quitosano « al 2.5% ..
p/v Liquido transparente 3.98 195 2.51
Lote: 070PMP ligeramente amarillo
Quitosano $ al 2.5% L
p/v qumdo transparente 401 175 549
Lote: 727QLB ligeramente amarillo
Polivinilpirrolidona Iiquido tr rent
al 10% p/v Aquido transparente 5.31 240 10.02
PVP — K30 ligeramente amarillo

Aspecto y pH: (25°C, 50.5% humedad relativa)
* La concentracion se determiné como materia sélida, empleando la termobalanza Ohaus, 105°C, 1g, secado automatico.
** Viscosidad Brookfield LVT — aguja 2, 30 rpm, 25°C.

Tabla 16. Caracterizacion de las mezclas de quitosanos a, 3 con solucion de PVP.

Cédigodela  Concentracion real Aspecto de la H Viscosidad
muestra de la mezcla (%)* Mezcla p (cP)**
Liquido
Qto-2 2.04 transparente 4.08 180
ligeramente amarillo
Liquido
Qta-PVP-1 2.05 transparente 4.16 205
ligeramente amarillo
Liquido
Qtu-PVP-2 4.02 transparente 4.30 218
ligeramente amarillo
Liquido
Qtp-2 2.05 transparente 4.05 164
ligeramente amarillo
Liquido
QtB-PVP-1 2.02 transparente 4.14 190
ligeramente amarillo
Liquido
QtB-PVP-2 4.03 transparente 4.25 205
ligeramente amarillo
Liquido
PVP-2 2.02 transparente 4.87 160
ligeramente amarillo
Aspecto y pH: (25°C, 50.5% humedad relativa)
* La concentracion se determiné como materia sélida, empleando la termobalanza Ohaus, 105°C, 1g, secado automatico.
** Viscosidad Brookfield LVT — aguja 2, 30 rpm, 25°C



Figura 66. Muestras tipo sandwich dentro de la camara de irradiacion UVC.

La fotoreaccién tipo injerto entre la molécula del quitosano y el polimero de
polivinilpirrolidona, podria ocurrir debido a que bajo la luz UVC, ambos podrian
formar radicales libres, los cuales reaccionarian entre si para crear nuevos enlaces
covalentes. Hsta macromolécula resultante, incrementaria el nimero de grupos
tuncionales polares y la masa molecular, por lo que se esperaria que se formen peliculas
mas hidrofilicas altamente compatibles con el soporte de alfa celulosa. La reacciéon que
da origen a estas uniones via injerto, se describe en la Figura 67.

Figura 67. Fotoreaccion tipo injerto bajo luz UV entre los polimeros de quitosano y
polivinilpirrolidona.

Para la determinacion de las fuerzas de adhesion se aplico la metodologia de resistencia
al pelado en T, y los resultados obtenidos para ambas mezclas se analizan y presentan
en las subsiguientes tablas y graficas. El analisis estadistico de los resultados se realizé
empleando el software R y aplicando el test Dickey-Fuller, considerando el criterio de



estacionariedad como rechazo de la hipotesis nula planteada. Para iniciar estos
experimentos, se realizé6 un recubrimiento de la solucién de PVP preparada sin
incorporar el quitosano, y se coloc6 en la camara UV durante 10 min. Al llevar la
muestra al equipo de traccion, los soportes de papel se separaron por completo, por
lo cual no fue posible cuantificar una fuerza de adhesion. Este experimento previo a
la ejecucion de los ensayos de fotoreaccion, fue realizado para confirmar que la
molécula de PVP no se comporta como un material bioadhesivo en estos
experimentos.

Al realizar la medicion de las fuerzas de adhesion para las mezclas a baja concentracion
de ambos polimeros, identificadas como Qtx-PVP-1y QtB-PVP-1, se pudo confirmar
que a un tiempo corto de exposicion al UV (5 min), no hubo reproducibilidad de los
datos. Este comportamiento se podtia asociar con una baja estabilidad de la pelicula
del bioadhesivo sobre el soporte, lo cual sugiere que no se ha alcanzado la reaccion de
injerto rapidamente a esta concentracion evaluada de sélo 1% p/v de quitosano. La
Tabla 17 y la Figura 68, presentan los resultados obtenidos.

Luego de 10 min de irradiacion, pudieron ser cuantificadas estas fuerzas de adhesion
para ambas mezclas, encontrandose resultados muy similares de 78 gf/cm para Qto-
PVP-1y 77gf/cm para la mezcla QtB-PVP-1. Al alcanzar 15 min de exposicion, se
lograron obtener los valores mas altos de adhesion en la interfase del bioadhesivo
funcionalizado sobre el soporte de alfa celulosa. En este caso, el valor de fuerza
alcanzado por QtB-PVP-1 fue de 125¢f/cm, mientras que Qta-PVP-1 presenté 110
gf/cm. Hasta este nivel de fotorreaccion, las mezclas han podido reflejar un maximo
contacto con el soporte, lo cual se presume que ocurre debido a interacciones del tipo
puentes de hidrégeno entre los diversos grupos polares de los bioadhesivos
funcionalizados y los multiples grupos hidroxilos del soporte. Adicionalmente, las
fuerzas de van deer Waals fueron incrementadas debido al aumento de la masa
molecular.

Al incrementar el tiempo de exposicion a 20min y 25min, se pudo apreciar un cambio
significativo en los resultados, debido a que descendieron para el caso de la mezcla
Qto-PVP-1 a 86 y 39 gf/cm respectivamente. Mientras que la mezcla con QtB3-PVP-1
no mostrd resultados reproducibles y cuantificables por la técnica de traccion. Estos
hallazgos pueden suponer que el bioadhesivo funcionalizado alcanzé un maximo de
resistencia a la irradiacion UV empleada. Esto sugiere estar asociado con una ruptura
de los enlaces glicosidicos de la estructura molecular del quitosano, los cuales podrian
debilitarse por efecto de un prolongado tiempo de exposicion. La Figura 69 presenta
esta posible reaccién de fotooxidacién que se ha podido presentar a partir de los 20
min para la mezcla Qt3-PVP-1, y de forma mas lenta en la mezcla Qta-PVP-1.



Adicionalmente, pudiera ser relevante considerar que la mezcla Qta-PVP-1 resultd
ser mas resistente a la exposicion a esta corta longitud de onda, debido a la
caracteristica semi-cristalina del polisacarido, ya que al ser mas ordenado y rigido,
podria ser capaz de ser mas resistente a esta condicion. El biopolimero puede ser
funcionalizado sin degradarse significativamente. De hecho, se ha podido observar
que a 15 min de irradiacion, presento resultados de fuerza adhesiva que superaron
evaluaciones previas de quitosano « a concentraciones superiores (2% p/v). Por lo
cual, se presume que la incorporaciéon del PVP permititfa potenciar la fuerza de
adhesion empleando menores concentraciones de este polisacarido.

En el caso del bioadhesivo QtB-PVP-1, la concentraciéon de los mismos no fue
suficiente para crear una pelicula funcionalizada estable a tiempos de exposicion
superiores a 15min.

Tabla 17. Resultados de la fuerza de adhesion de los quitosanos o y 3
funcionalizados con PVP bajo fotoreaccion UV, mezcla 1. Evaluacion a diferentes
tiempos de irradiacion.

Tiempo de | Fyerza de Adhesion promedio (gf/cm) * 3¢*
irradiacion
UV (min) Qta-PVP-1 QtB-PVP-1

5 No estacionario No estacionario

10 78 + 18 77 £ 15

15 110 + 33 125 + 21

20 86 £ 18 No estacionario

25 39 + 18 No estacionario

*datos provienen de andlisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de las tres
desviaciones estandar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribucién normal.
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Figura 68. Representacion grafica del comportamiento de la fuerza de adhesion con
el tiempo de irradiacion UV para las mezclas Qta-PVP-1y QtB3-PVP-1

Figura 69. Posible ruptura del enlace glicosidico de la molécula de quitosano a partir
de 20 min de irradiacién UV.

Al incrementar la concentracion de los quitosanos o y 3 al 2% p/v, representado por
las muestras Qta-PVP-2 y QtB-PVP-2, se cuantificaron resultados de fuerza de
adhesion en todos los periodos de tiempo de irradiacion al UV, los cuales se presentan

en la Tabla 18 y graficamente en la Figura 70.

Los valores de fuerza adhesiva que han sido cuantificados, resultaron superiores en
magnitud a los registrados para las mezclas a baja concentracion de quitosano (1%
p/v). Esto permite interpretar que al incrementar la concentracién de ambos
polimeros, se logra formar una pelicula bioadhesiva mas resistente a la irradiacion, que
ademas interactua mas fuertemente en la interfase con el soporte de celulosa. Una
posible explicacion a este hecho, se basa en que la reaccion fotoquimica de injerto a la
concentracién mas alta, requirié de menos tiempo de exposiciéon al UV para formar
los radicales libres reactivos que forman el enlace covalente de la unién intermolecular.
Se pudo observar que a medida que se elevo el tiempo de permanencia en la camara,
se alcanzé un maximo grado de reaccion entre estos polimeros, el cual ha sido de 15
min, coincidiendo con lo observado en las evaluaciones anteriotres. Posteriormente, se



observa el descenso de estos valores, lo cual se asociarfa nuevamente con una posible
fotooxidacion o ruptura de la molécula del quitosano.

Adicionalmente, se puede interpretar de estos resultados, que los valores cuantificados
son bastante cercanos entre las mezclas con ambos polisacaridos. A diferencia de lo
observado previamente, el quitosano {3 funcionalizado, incrementé su estabilidad ante
la irradiaciéon UV, lo cual se puede vincular con la presencia del polimero PVP.

El polimero de PVP podria favorecer la formaciéon de una pelicula bioadhesiva con
una polaridad superior a la obtenida con los quitosanos puros, debido a que su
estructura molecular posee atomos electronegativos. Esto a su vez, incrementaria las
interacciones atractivas con los grupos hidroxilos del soporte de alfa celulosa.
Adicionalmente, la presencia de la molécula PVP, tambien favoreceria la resistencia a
la fotooxidacion principalmente en la molécula altamente amorfa de quitosano B.

Para ambos quitosanos, la presencia del polimero PVP en su estructura molecular,
permiti6 incrementar su poder bioadhesivo, principalmente en las mezclas de mayor
concentracion de polimeros, por lo que serfa posible modular esta propiedad
considerando esta caracteristica y controlando el tiempo de irradiacion.

Tabla 18. Resultados de la fuerza de adhesion de los quitosanos o y 3
funcionalizados con PVP bajo fotoreaccion UV, mezcla 2. Evaluacion a diferentes
tiempos de irradiacion.

Tiedrzpo Fuerza de Adhesién promedio (gf/cm) # 30*
lg;dlelz;l Qtx-PVP-2 QtE-PVP-2
5 124 + 36 119 £27
10 125 + 33 125+ 42
15 132 + 30 149 % 39
20 131 + 27 130 £ 33
25 107 + 39 118 £ 27

*datos provienen de analisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de las tres
desviaciones estandar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribuciéon normal.
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Figura 70. Representacion grafica del comportamiento de la fuerza de adhesion con
el tiempo de irradiaciéon UV para las mezclas Qta-PVP-2 y QtB-PVP-2.

Como un experimento complementario y para confirmar la posible ruptura de la
molécula de quitosano por fotooxidacion, se procedio a exponer en la camara UV por
15 min, las muestras tipo sandwich de los quitosanos puros al 2%p/v. Luego de este
tiempo, se evaluaron las propiedades adhesivas por el método de traccién, observando
resultados de 5gf/cm y 3 gf/cm para los quitosanos o y 8 respectivamente. Con estos
resultados se podria concluir que efectivamente estos polisacaridos no resisten a esta
irradiacién debido a la ruptura de sus enlaces primarios.

Las representaciones graficas de las Figuras 71 y 72, resumen el efecto observado al
incrementar la concentracion de los quitosanos a y [ respectivamente, para llevar a
cabo la fotorreaccion tipo injerto con el PVP. La tendencia en ambos casos es a
incrementar la fuerza de adhesion mientras se alcanza el maximo grado de reaccién a
los 15 min y posteriormente el descenso provocado por las posibles modificaciones
moleculares que se presentan.
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Figura 71. Representacion grafica comparativa del comportamiento de la fuerza de
adhesion cuantificada para las mezclas Qta-PVP-1y Qta-PVP-2
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Figura 72. Representacion grafica comparativa del comportamiento de la fuerza de
adhesion cuantificada para las mezclas Qt3-PVP-1y QtB-PVP-2
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Para confirmar la posible ruptura molecular del quitosano, se realiz6 el estudio bajo
espectroscopia IR-TF sobre las muestras de Qta-PVP-2 y QtB-PVP-2 luego de ser
expuestas por 20 min al UV. Se seleccionaron estas muestras, debido a que ya se
confirmé previamente que a partir de este tiempo se presentd un cambio en la

propiedad adhesiva.

Los espectros IR-TF representados en la Figura 73, evidenciaron una disminucion de
las sefiales a 1149 cm™ y 1060 cm™ que corresponden a los enlaces glicosidicos del
quitosano. Adicionalmente, las sefiales caracteristicas del polimero PVP visibles a 2950
cm y 1289 em™ permiten confirmar su presencia en la nueva molécula de injerto. El
incremento en la banda de grupos carbonilos a 1652 cm™ tambien puede asociarse con
el nuevo grupo carbonilo formado en la posible estructura de equilibrio del radical
libre de la molécula de quitosano, a consecuencia de su fotooxidacién (Figura 69).
Estos cambios en la huella dactilar de la macromolécula de injerto, permiten sugerir
que si ha tenido lugar un fraccionamiento molecular del polisacarido al prolongarse la
exposicion a la irradiacion UV.

Figura 73. Comparacion de espectros IR-TF de las mezclas Qta-PVP2 y Qt3-PVP2
después de la irradiacion UV durante 20 min.



Evaluacion de la humectabilidad a través del método del angulo de contacto:

Para realizar este estudio se procedio a recubrir el soporte de alfa celulosa con las dos
mezclas de quitosano-PVP evaluadas anteriormente. Llas muestras sin laminar, fueron
expuestas a la luz UV, considerando los mismos tiempos de irradiacion desde 5 a
25min.

Empleando el microscopio 6ptico y su software HiView se determinaron la tangente
correspondiente al angulo de contacto de la gota de agua colocada sobre el film de
cada bioadhesivo funcionalizado. Las mediciones fueron realizadas 5 veces sobre cada
muestra y sus valores promedios se presentan en la Tabla 19 y se representan
graficamente en la Figura 74. Adicionalmente, las fotografias al microscopio se han
reportado en el Apéndice.

Los resultados obtenidos presumen cambios en la humectabilidad de las peliculas a
medida que se increment6 la exposicion a la irradiacion UV. Esto podtia ser
relacionado con una posible modificacion de la energia superficial del recubrimiento,
ocasionado por el incremento de su polaridad a medida que avanza la reaccion
fotoquimica de injerto. Como consecuencia de esto, la tendencia que se ha observado
evidencia una disminucién del angulo de contacto al incrementarse la concentracion
de los polimeros. Por otro lado, al incrementar los tiempos de exposicion a 20 y 25min,
estos angulos de contacto se incrementaron, lo cual podria relacionarse con una
modificacion en el equilibrio de las interacciones moleculares con la celulosa.

Figura 74. Variacién del angulo de contacto con el tiempo de irradiacion UV.



Tabla 19. Resultados de la medicion del angulo de contacto a las mezclas recubiertas
sobre el soporte de alfa celulosa (sin laminacion). Secado a los diferentes tiempos de
irradiacion al UV.

. Angulo de
izmign de contacto Desviacion
Muestra irradiacion . ;
UV (min) promedio estandar
)
5 . .
10 62.14 0.09
Qta-PVP-1 15 55.74 0.06
20 62.14 0.09
25 67.17 0.06
5 . .
10 70.43 0.17
QtB-PVP-1 15 50.21 0.07
20
25 . .
5 51.48 0.02
10 47.90 0.04
Qta-PVP-2 15 38.63 0.27
20 38.25 0.18
25 55.69 0.10
5 51.72 0.26
10 47.45 0.32
QtB-PVP-2 15 31.46 0.22
20 43.90 0.08
25 44.45 0.29

Resultados de la mediciéon de la fuerza de adhesion de los quitosanos « y 8
funcionalizados con glutaraldehido bajo reaccion de base de Schiff.

Una vez preparadas las mezclas entre las soluciones de ambos quitosanos y el
glutaraldehido, se dejaron en reposo por 1 hora con la finalidad de observar y medir
sus caracteristicas fisicoquimicas, las cuales se presentan en la Tabla 20.

Luego de este tiempo, se percibié un cambio en la coloracion de las soluciones al
incrementar la cantidad de glutaraldehido en la mezcla, de amarillo a ambar oscuro.



Tabla 20. Caracterizacion de las soluciones quitosanos — Gt

Cédigo de Viscosidad
la muestra Aspecto de la mezcla | pH final (cP)**
Liquido transparente
Quo-Gt-1 amarillo oscuro - fluido 410 435
Qta-Gt-2 Liquido transparente 407 710

ambar - viscoso
Qto-Gt-3 Gel ambar oscuro 4.14 nd

Liquido transparente
QtB-Gt-1 a4t parety
amarillo oscuro - fluido
Liquido transparente
QtB-Gt-2 9 P
ambar - viscoso

QtB-Gt-3 Gel ambar oscuro 412 nd

Aspecto y pH: (25°C, 50.5% humedad relativa).
** Viscosidad Brookfield LVT — aguja 2y 4, 30 rpm, 25°C

4.11 360

4.10 615

Esta primera observacion, estuvo acompafiada del incremento en la viscosidad y un
cambio de estado de liquido a gel, lo cual result6 indicativo de la formacion de la base
de Schiff. Se pudo confirmar que las concentraciones mas altas de glutaraldehido,
correspondientes a las relaciones Gt/NHz de 0.16 y 0.24 patra las mezclas 2 y 3
respectivamente, resultaron en un alto grado de reticulacion, por lo que posiblemente
el incremento en el peso molecular, ocasioné esta gelificacion.

La presencia de geles, resulté inmanejable para la técnica de recubrimiento con barra
Mayer. Especificamente para el quitosano «, esta gelificacion se observé en mayor
magnitud. Por este motivo, no se consideraron las mezclas 2 y 3, para las evaluaciones
posteriores.

Las dos soluciones que fueron seleccionadas, corresponden a la mas baja relacion
Gt/NH2 = 0.08, es decir, con la mas baja concentracién de glutaraldehido, las cuales
se identificaron como Qta-Gt-1 y QtB-Gt-1. Las Figuras 75 a, b y ¢, muestran
fotografias en microscopio 6ptico a 10X de las peliculas de los quitosanos a y B puros,
de aspecto transparente, y luego de reaccionar con Gt.

La reaccion tipo base de Schiff involucra la amina primaria presente en el carbono C2
de la molécula del quitosano y los grupos carbonilos presentes en el glutaraldehido,
como se representa en la Figura 76 a. La reaccion comprende la formacién y
estabilizacion, del enlace imino -C=N-, lo cual ocurri6 bajo un mecanismo de
condensacion en un medio acuoso acido de pH alrededor de 4.1. Adicionalmente, el
glutaraldehido puede sufrir autocondensacion alddlica en el medio acido, como se
observa en la reaccién quimica representada en la Figura 76 b, produciéndose una



estructura polimérica que al formarse ocasiona un cambio de coloracion caracteristico,
el cual fue claramente percibido en las mezclas con ambos quitosanos (Figura 75 c).
El mecanismo de formacién de este subproducto bajo autocondensacion, se explica
detalladamente en la Figura 76 c, en el cual se producen dos nuevos sitios altamente
reactivos, identificados en la estructura de la nueva molécula resultante.

)

Figura 75. Aspecto de las peliculas de quitosano revestidas sobre el soporte de alfa
celulosa. Peliculas secas, fotografiadas en microscopio 6ptico a 10X: a) quitosano o
puro, b) quitosano B puro, c¢) pelicula reticulada (cambia de coloracién): QtB-Gt-1.

La Tabla 21 muestra el detalle de estas sefiales principales detectadas en los espectros
IR-TTF realizados sobre las soluciones acuosas que han sido funcionalizadas Qta-Gt-1
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y QtB-Gt-1. Por su parte, las Figuras 77 y 78, presentan los espectros comparativos
con los quitosanos puros.

La sefal mas relevante de la base de Schiff, corresponde a la formacién del enlace
covalente representado por el grupo imino (-C=N-), la cual se localiz6 alrededor de
1636cm™ para ambas muestras de Qto-Gt-1 y QtB-Gt-1.

Adicionalmente se pudo apreciar la disminucion de las sefiales correspondientes al
grupo amino primario —-NHz del quitosano, las cuales se desplazaron ligeramente hasta
1552 cm en los espectros de ambos quitosanos reticulados. Finalmente, la sefial
caracteristica del grupo carbonilo de aldehido a 1720 cm™ tampoco fue obsetrvada,
confirmando que no quedan moléculas de glutaraldehido libres sin reaccionar con el
quitosano.

Figura 76. a) Reaccion de formacion de la base de Schiff, b) Reaccion de
autocondensacion alddlica del glutaraldehido, ¢) Mecanismo de formacion del
polimero de glutaraldehido bajo autocondensacion.



Tabla 21. Comparacion de las sefiales en los espectros IR-TF de quitosanos
reticulados con Gt: Muestras: Qta-Gt-1 y QtB-Gt-1.

Descripcion de las sefales en el espectro Qta-Gt-1 QtB-Gt-1
IR-TF (cm™) (cm™)
Estiramiento y vibracion de la base conjugada
de schiff o grupo imino —C=N- 1636.28 1636.54
2% banda que confirma presencia de la base de
Schiff: Disminucion de grupos NHa libres 1552.16 1552.26
%
/V Deformacion del grupo -NH;

Vibracién y estiramiento
del grupo imino —C=N-

Figura 77. Espectros IR-TF del quitosano « puro (rojo) y reticulado Qta-Gt-1
(azul). Ampliacion entre 1200 -2500 cm!



X

Deformacion del grupo -NH;

Vibracién y estiramiento
del grupo imino —=C=N- _—v

Figura 78. Espectros IR-TF del quitosano 3 puro (rojo) y reticulado QtB-Gt-1
(azul). Ampliacién entre 1200 -2500 cm™!

Medicién de la fuerza de adhesion: Aplicacion del método de resistencia al
pelado en conformacion T.

Los experimentos realizados sobre las mezclas reticuladas quitosano-glutaraldehido,
demostraron que la fuerza bioadhesiva en la interfase de unién con el soporte de alfa
celulosa, se incrementé con respecto a lo observado para los polisacaridos puros.

La Tabla 22 resume los resultados de la fuerza adhesiva promedio (gf/cm) que ha sido
detectada en la evaluacion de los cuerpos de prueba empleando las mezclas Qto-Gtl
y QtB-Gtl. Se evidencia que los resultados obtenidos para las peliculas reticuladas con
quitosano B, practicamente han duplicado la fuerza por unidad de ancho obtenida con
el quitosano a.



Tabla 22. Determinacion de la fuerza bioadhesiva (gf/cm) de los adhesivos
reticulados quitosano-glutaraldehido, revestido sobre soporte de alfa celulosa.

Fuerza de Adhesion promedio (gf/cm) * 30*
mezclas quitosano-glutaraldehido
Qta-Gtl QtB-Gtl
71+ 17 149 + 21
721+ 19 150 + 20
Promedio: 72 + 18 Promedio: 150 * 21

*datos provienen de analisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de
las tres desviaciones estindar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribucién normal.

Aunque este estudio fisicomecanico no permite diferenciar a nivel molecular entre las
teorfas de adhesiéon que dominan en la interfase de las peliculas revestidas y el soporte
de alfa celulosa, podria considerarse eficaz para reflejar diferencias en el
comportamiento bioadhesivo de ambos polisacaridos. Estas evidencias cuantificadas,
posiblemente estén describiendo fuerzas de contacto intermolecular entre la nueva
macromolécula quitosano-glutaraldehido, de un caracter polar superior, y los multiples
grupos hidroxilos presentes en el soporte de alfa celulosa. Esto se asocia con la
formacién de un nuevo enlace covalente -C=N-, que incrementa la polaridad de la
macromolécula resultante con respecto a los isémeros de quitosanos puros.

Comparacion del comportamiento bioadhesivo entre los quitosanos «, B y el
almidon:

La preparacion del adhesivo a base de almidén, se realizé siguiendo una conocida
térmula industrial, 1a cual requirié de dos fases de mezclado para la obtencion de las
caracteristicas finales como aspecto y fluidez. En la primera fase, el almidén se someti
a calentamiento, debido a que este compuesto es insoluble en agua fria. En presencia
de hidréxido de sodio, ocurrio la gelatinizacion de los granulos del almidén, originado
por la absorcién de agua y la posible formacién de enlaces intermoleculares que se
manifiestaron por el incremento de la viscosidad. La presencia de hidréxido de sodio
en esta fase, contribuy6 con la disolucién de las moléculas de glucosa presentes en el
almidon, y ademas en mantener estable la temperatura de gelatinizacion.

Por otro lado, el tetraborato de sodio decahidratado se empled para la preparacion de
la fase de suspension, debido a que su funcion es incrementar el poder adhesivo de la
formulacién, brindando pegajosidad. Se presume que esta sal favorece la hidratacion
rapida del almidén, asi como permite mantener la fluidez del adhesivo de manera de
que al mezclarlo con la primera fase se facilita su revestimiento en caliente. Este



comportamiento del tetraborato de sodio posiblemente se relacione con que las sales
de borato de sodio tienen la propiedad de actuar como un aditivo de reticulacion del
almidon, formando enlaces covalentes que podrian estabilizar su viscosidad.

La Tabla 23 muestra los resultados de la caracterizacién fisicoquimica del adhesivo
preparado, el cual fue evaluado a 60°C en un estado fluido. El adhesivo se dejé en un
bafio termostatico para mantener controlada esta temperatura en el proceso de
evaluacion y revestimiento.

Tabla 23. Caracterizacion del adhesivo a base de almidén de maiz:

pH Viscosidad Concentracion
o
b (i SRS (Adimensional) (CP’,S,S © (%) *
Adhesivo Past
de asta 4.98 975 20.08
. 1, opalescente
almidon

Aspecto y pH: (60°C, 50.5% humedad relativa).
* Determinado como Materia Sélida por termobalanza Ohaus, 105°C, 1g, secado automatico.
** Viscosidad Brookfield LVT — aguja 4, 60 rpm, 60°C.

Para conocer el desempeno bioadhesivo del almidén sobre el soporte de alfa celulosa,
se realiz6 el revestimiento bajo la metodologia de 1a barra Mayer 10, y posteriormente
se evaluo su fuerza de adhesion bajo el método de tracciéon en conformacion T. Los
resultados finales se resumen en la Tabla 24. Adicionalmente, la Tabla 25 presenta la
comparacion de los resultados obtenidos para el almidon y los ya reportados para los
quitosanos a, B puros y funcionalizados con PVP y glutaraldehido.

Tabla 24. Determinacion de la fuerza bioadhesiva (gf/cm) del adhesivo de almidén,
revestido sobre soporte de alfa celulosa.

Fuerza de adhesion promedio (gf/cm) * 3o*
Adhesivo de almidén

Muestra 1 Muestra 2

55+ 14 55+ 15

Promedio: 55 + 15

*datos provienen de analisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de
las tres desviaciones estindar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribucién normal.



Se puede observar que el resultado de fuerza de adhesion para este compuesto, resultd
en 55gf/cm. El caricter bioadhesivo cuantificado, posiblemente se asocia a la
presencia de numerosos grupos hidroxilos libres en las unidades de la amilosa. Por lo
tanto, se podria interpretar que estos grupos estarfan interactuando con grupos
funcionales similares presentes en la molécula de alfa celulosa, formando fuertes
enlaces tipo puentes de hidrégeno.

Al comparar los resultados de la fuerza de adhesiéon para todos los bioadhesivos
evaluados, se puede apreciar que el almidon y el quitosano o presentan numéricamente
el mismo resultado, aun cuando sus estructuras moleculares son significativamente
diferentes. Adicionalmente, el quitosano o fue estudiado a una concentraciéon baja del
2% p/v, mientras que el almidén requirié 10 veces mas concentracion, es decir 20%
p/v para alcanzar la misma fuerza. Los resultados podrian interpretarse
relacionandolos en primer lugar con la diferencia espacial entre los enlaces a 1,4
presentes en el almidon, con respecto a los enlaces B 1,4 de la celulosa. Este hecho
posiblemente interfiera con la formacién de nuevos enlaces tipo puentes de hidrégeno,
los cuales a su vez favorecerfan las fuerzas de adhesion. Adicionalmente, dada la
presencia de una alta fraccion de amilopectina (molécula ramificada) en el almidon,
podria presentarse un impedimento estérico que no permita el libre movimiento e
interacciéon molecular con los grupos hidroxilos de la celulosa.

Por otra parte, la molécula de quitosano o, en principio no presenta este efecto estérico
y ademas comparte la disposicion espacial 3 1,4 de la celulosa, lo que debe estar
promoviendo una interacciéon quimica mas eficaz con el soporte, aun a baja
concentracion.

Finalmente el quitosano B, demostré que puede tener interacciones mas fuertes con
los grupos polares de la alfa celulosa lo cual posiblemente tambien se relacione con
que su estructura molecular tiene mas libertad de rotacién y carece de un estructura
mas rigida como ya se demostrd para la conformacion a.



Tabla 25. Comparacion de la fuerza bioadhesiva (gf/cm) del adhesivo de almidén,
con los bioadhesivos de quitosanos puros y funcionalizados.

Fuerza de Adhesion promedio (gf/cm) * 36* quitosanos puros
y funcionalizados**, con respecto al almidon
Bioadhesivo Resultado

Quitosano « puro 55+ 19
Quitosano 3 puro 105 £ 21
Qta-PVP 1 (15 min UV) 110 £ 33
QtB-PVP 1 (15 min UV) 125 £ 21
Qta-PVP 2 (15 min UV) 132 £ 30
QtB-PVP 2 (15 min UV) 149 + 39
Qta-Gtl 72+ 18
QtB-Gtl 150 £ 21
Almidon 55* 15

*datos provienen de andlisis estadistico con software R aplicando el test Dickey-Fuller, y la regla de
las tres desviaciones estindar en la cual el 99.7% de los datos se encuentran en una distribucién normal.
** Se consideran los resultados a 15 min de exposicion UV para ambas mezclas con PVP.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

1.- Durante el almacenamiento de las soluciones de quitosanos o y 3 por 7 semanas,
se observé un descenso significativo de la viscosidad calculandose en un 54% de
disminucién para el quitosano o con respecto a un 47% para el quitosano .

2.- La técnica IR-TF resulté un método eficaz para calcular el grado de desacetilacion
de las moléculas de quitosano. Se demostrd experimentalmente que se trata de un
procedimiento aplicable para ambos isémeros o y B.

3.- A través de la técnica DRX, se obtuvieron los patrones de difraccion de los
quitosanos a, B y el soporte de alfa celulosa, revelandose que las tres moléculas
presentan un alto grado de componente amorfo. Se resalta que este analisis fue
cualitativo y se concluye que el quitosano {3 es el polisacarido con menor orden en su
estructura molecular, mientras que la alfa celulosa resulté ser el polimero mas semi-
cristalino y ordenado.

4.- Las mediciones de fuerza de adhesiéon empleando el microscopio de fuerza
atbmica, demostraron que existe una gran diferencia entre ambos polisacaridos,
encontrandose que el quitosano B supero al quitosano a en 81.6%. La técnica tambien
permiti6 evidenciar de forma cualitativa que la pelicula de quitosano 3 es tambien la
menos rigida, lo que ademas se confirmé con el mapa topografico en 3D.

5.- A través de la funcionalizacién via fotorreacciéon UV tipo injerto, se lograron
obtener peliculas bioadhesivas de quitosano-PVP con una elevada polaridad asociada
a la incorporaciéon de nuevos grupos funcionales de alta electronegatividad. Esto se
reflejé en la cuantificacion de las fuerzas adhesivas a medida que se incremento el
tiempo de irradiacion UV. Debido al incremento de la concentracién de PVP, se
lograron obtener recubrimientos mas resistentes a esta irradiacion, pero ademas se
evidencié que son estables por un tiempo maximo de 15 min. Luego de este tiempo,
se presentaria una fotooxidacion del polisacarido afectandose la unién adhesiva y las
interacciones en la interfase con el soporte de celulosa.

0.- La fuerza de adhesion de los polisacaridos puros comparados con los reticulados
con Gt, se increment6 en un 24% con respecto al quitosano a puro y en 29% con
respecto al quitosano 3 puro.

7.- Los resultados de la medicién de la fuerza de adhesion para el adhesivo a base de
almidon, resultaron ser similares a los obtenidos para el quitosano o puro, y
aproximadamente un 50% menor a los resultados obtenidos para el quitosano § puro.



8.- El quitosano B por su parte, se destacé como el biopolimero de mayor fuerza de
adhesion tanto puro como funcionalizado bajo las dos reacciones de derivatizacion
evaluadas, tipo injerto y reticulacion. Se demostrod, que éste al incrementar la adhesion,
tambien incrementa la humectabilidad sobre el soporte de alfa celulosa y favorece las
interacciones en la interfase de la unién adhesiva.

9.- Hasta el momento, resulta novedoso que este trabajo de investigacion doctoral,
presente resultados comparativos bien diferenciados, entre las moléculas de
quitosanos « y B que provienen de diferentes fuentes. Sus caracteristicas principales
como el grado de desacetilaciéon y peso molecular, presentan valores cercanos que
pueden ser comparables, considerando que se trata de biopolimeros naturales y no
sintéticos. Sin embargo, sus resultados como bioadhesivos puros y funcionalizados,
han diferenciado de forma relevante estas propiedades, atribuidas a la diferencia en su
cristalinidad y formacién de puentes de hidrégeno intermoleculares. El impacto
directo sobre la reactividad de ambos polimorfos es consecuencia de ambas
caracterfsiticas estructurales. La existencia de la correlacion entre la estructura y
propiedad sigue siendo un desafio en el campo de este biomaterial.
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CAPITULO VII. APENDICE

1.- Caracteristicas reportadas por el proveedor del soporte de alfa celulosa.

2.- Certificados de calidad de las muestras de quitosanos o y B comerciales.



Quitosano «: Lote 070 PMP



Quitosano B: Lote 727QLB



3.- Resultados de la titulacién potenciométrica de las soluciones de quitosanos a y {3 al

2% p/V.

Anaisis en laboratorio externo SILAB —Per.



Graficos para la titulacion de la solucion 2%p /v del quitosano o



Graficos para la titulacion de la solucién 2%p /v del quitosano {3



4.- Detalles del Microscopio de Fuerza Atémica — MFA:

a) Aspecto de pelicula seca de quitosano, b) muestra de celulosa en soporte de acero,
c) puntas para cantilever MFA, d) detalle del soporte punta —brazo voladizo, €) vista
del interior del microscopio.

d) ¢)



5.- Medicioén del angulo de contacto de las mezclas quitosanos — PVP irradiados bajo
luz UV.

Tiempo
Muestra itra d(:aelci()n Angulo de contacto (°) Pror(rol)e dio Deesst\glr?ccl;c;n
UV (min)
Qtor 10 62.02]62.11|62.26|62.17|62.15|  62.14 0.09
PVP-1 15 55.71(55.82| 55.7 | 55.67|55.79| 55.74 0.06
20 62.02]62.11[62.26|62.17|62.15|  62.14 0.09
25 67.11167.16|67.12|67.25|67.21| 67.17 0.06
5
Qte- 10 70.33|70.45|70.22|70.48|70.67| 70.43 0.17
15 50.19]50.21|50.11]50.23|50.29| 50.21 0.07
PVP-1
20
25 : . : . : . .
5 51.47|51.45|51.50|51.49|51.50| 51.48 0.02
Qtor- 10 47.91147.89(47.93|47.95|47.84| 47.90 0.04
PVP2 15 38.83138.49(38.77|38.21|38.84| 38.63 0.27
20 38.23138.54(38.11|38.26| 38.1 | 38.25 0.18
25 55.71(55.69|55.81|55.53|55.72| 55.69 0.10
5 51.58(51.53|51.50|52.00|52.01| 51.72 0.26
10 47.17147.2847.76|47.82|47.21| 47.45 0.32
P%tlgs-z 15 31.18131.45(31.37|31.52|31.78| 31.46 0.22
20 43.99143.91(43.80|43.95|43.83| 43.90 0.08
25 44.33| 44.3 |44.12|44.83|44.66| 44.45 0.29




0.- Representacion fotografica de la medicion del angulo de contacto para la mezcla
Qta-PVP-1 a diferentes tiempos de irradiacion UV. Método gota sésile con agua
destilada.

Qtx-PVP-1-UV 10’ Qtx-PVP-1-UV 15’

s
———

B 02 117.82° .
Qtx-PVP-1- UV 20° Qta-PVP-1- UV 25

7.- Representacion fotografica de la medicion del angulo de contacto para la mezcla
Qta-PVP-2 a diferentes tiempos de irradiaciéon UV. Método gota sésile con agua destilada.

Bt1.46° 128.64° - 208 " L
Qtx-PVP-2 - UV 5’ | Qta-PVP-2 — UV 10’ Qtx-PVP-2 —
UV 15°

i ARG
Qtx-PVP-2 -UV 20’




8.- Representacion fotografica de la medicion del angulo de contacto para la mezcla
QtB-PVP-1 a diferentes tiempos de irradiacion UV. Método gota sésile con agua
destilada.

Qt3-PVP-1-UV 10’ Qt3-PVP-1-UV 15’

9.- Representacion fotografica de la medicion del angulo de contacto para la mezcla
QtB-PVP-2 a diferentes tiempos de irradiacion UV. Método gota sésile con agua
destilada.

ﬂ
58" ™ ~51.52°
e ..“
QB -PVP-2-UV5’ Qt3-PVP-2-UV 10’ Qt3-PVP-2-UV 15’

QtB-PVP-2-UV 20’ QtB-PVP-2 -UV 25’
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10.- Representaciones graficas de la medicion de fuerza de adhesion intermolecular via
MFA para: quitosano a (réplicas a, b); quitosano B (réplicas c, d), soporte de alfa
celulosa (réplicas e, f).

Laboratorio de Espectroscopia Laser, UCV — Venezuela.

a) b)



11.- Microfotografias 2D de la pelicula de quitosano « bajo microscopio MFA a 1.4um
y 2.4pm.



12.- Microfotografias 2D de la pelicula de quitosano § bajo microscopio MFA a 1.1um
y 1.7um.



13.- Microfotografias 2D del soporte de alfa celulosa bajo microscopio MFA a 1.4um

y 5.8um.

14.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacién T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos del quitosano o puro.

alternative hypothesis: stationary

Reporte de
Muestra Serie de datos Ensayo estadistico Dickey - Fuller - valor p: Resultado
Software R <0.05 estadistico
aceptado
data: Qt169
Qt o Puro-1 Dickey—‘FuHer = -4.§435, L.ag order = 13, p-valug = 0.0f ., Estacionario
alternative hypothesis: stationary
Quitosano
o puro
data: Qt171
Qta Puro-4 Dickey-Fuller = -5.0989, Lag order = 13, p-valug = 0.0101 Estacionario

_
[ON)
~




15.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos del quitosano {3 puro.

Reporte
Muestra Serie de | Ensayo estadistico Dickey - | de valor | Resultado
datos Fuller - Software R p: <0.05 | estadistico
aceptado
Data: Qt172
Qt 8 Dickey-Fuller = -5.2731,
Puro.2 Lag order = 7, p-value = 0.01 0.01 Estacionario
uro ) .
alternative hypothesis:
Quitosano stationary
8 puro Data: Qt173
Qt 8 Dickey-Fuller = -5.4556,
PuroA4 Lag order = 7, p value=0.01 0.01 Estacionario

alternative hypothesis:
stationary




16.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos de la funcionalizacién del quitosano

- PVP — Mezcla 1.

alternative hypothesis: stationary

Reporte de
Muestra Serie de Ensayo estadistico Dickey - valor p: Resultado
datos Fuller - Software R <0.05 estadistico
aceptado
Data: Qt188 Dickey-Fuller = -
Qt o M1- 4.5484, Lag order = 9, p-value = . .
5min-1 0.1304 alternative hypothesis: 0-1304 No estacionario
stationary
Data: Qt189 Dickey-Fuller = -
Qta M1- 5.0524, Lag order = 9, p-value = . .
5min-2 0.1786 alternative hypothesis: 01786 No estacionario
stationary
Data: Qt190 Dickey-Fuller = -
Qta M1- 4.7261, Lag order = 9, p-value = . .
10min-1 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt191 Dickey-Fuller = -
Qta M1- 5.0539, Lag order = 9, p-value = . .
10min-2 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt192 Dickey-Fuller = -
Qua Ml-— | 38214, Lag order =9, p-value = 0.01793 | Estacionario
15min-1 0.01793 alternative hypothesis:
Mezcla: Qtux .
) stationary
Data: Qt193 Dickey-Fuller = -
Qta M1- 5.3877, Lag order = 9, p-value = . .
15min-2 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt194 Dickey-Fuller = -
Qta M1- 5.3877, Lag order = 9, p-value = . .
20min-1 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt195 Dickey-Fuller = -
Qt o M1- 3.9546, Lag order = 9, p-value = . .
20min-2 0.01127 alternative hypothesis: 0.01127 Estacionario
stationary
Data: Qt196 Dickey-Fuller = -
Qt o M1- 4.2615, Lag order = 9, p-value = . .
25min-1 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Qt o« M1 Data: Qt197 Dickey-Fuller = -
5 Sr(flin—Z_ 4.278, Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
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17.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos de la funcionalizacién del quitosano

- PVP — Mezcla 2.

stationary

Reporte de
Muestra Serie de Ensayo estadistico Dickey - valor p: Resultado
datos Fuller - Software R <0.05 estadistico
aceptado
Qt o« M2- Data: Qt158 Dickey-Fuller = -
S min1 4.0856, Lag order = 9, p-value = 0.0100 Estacionatrio
0.01alternative hypothesis: stationary
Data: Qt159 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.2888, Lag order = 9, p-value = . .
5min-2 0.01 altegrnative hypopthesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt164 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.7443, Lag order = 9, p-value = . .
10min-1 0.01 altegrnative hypopthesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt224 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.2166, Lag order = 9, p-value = . .
10min-2 0.01 altegrnative hypopthesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Qt o« M2- Data: Qt165 Dickey-Fuller = -3.972,
15min1 Lag order =9, p—val}le = Q.0104 0.0104 Estacionatrio
Mezcla: Daltergat;;; }];ypithelsjlsilstatlor;a?(;g
ata: Qt ickey-Fuller = -4.509,
Qtx - PVP2 ?;rimM—é_ Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
alternative hypothesis: stationary
Data: Qt166 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.4044, Lag order = 9, p-value = . .
20min-1 0.01 alternative hypothesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt169 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.2176, Lag order = 9, p-value = . .
20min-4 0.01 altegrnative hypopthesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt170 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 4.8477, Lag order = 9, p-value = . .
25min-1 0.01 altegrnative hypopthesis: 0.0100 Estacionario
stationary
Data: Qt171 Dickey-Fuller = -
Qt o M2- 3.7166, Lag order = 9, p-value = . .
25min-2 0.02317 a%ternative hygothesis: 0.02317 Estacionario
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18.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos de la funcionalizacién del quitosano
B - PVP — Mezcla 1.

stationary

Reporte
Muestra Serie de Ensayo estadistico Dickey - de valor Resultado
datos Fuller - Software R p: <0.05 estadistico
aceptado
Data: Qt200 Dickey-Fuller = -
Qt g M1- 1.4022, Lag order = 9, p-value = . .
5min-3 0.8314 alternative hyppothesis: 08314 1 No estacionario
stationary
Qt 8 M- Data: Qt201 Dickey-Fuller = -1.619, . .
S min.d Lag order = 9, p-value = 0.7396 0.7396 No estacionario
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M- Data: Qt202 Dickey-Fuller = -
10min1 5.8659, Lag order = 9, p-value = 0.0100 Estacionatrio
0.01 alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M- Data: Qt203 Dickey-Fuller = -
10min.2 4.7975, Lag order = 9, p-value = 0.0100 Estacionario
0.01 alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M- Data: Qt205 Dickey-Fuller = -
15min.1 5.38806, Lag order = 9, p-value = 0.0100 Estacionario
0.01 alternative hypothesis: stationary
Mezcla: Qt 8 M- Data: Qt206 Dick_ey—Fuller = - . .
QtB- PVP1 15min.2 4.7091, Lag order = 9, 'p—valu'e = 0.0100 Estacionario
0.01 alternative hypothesis: stationary
Data: Qt208 Dickey-Fuller = -
Qt g M1- 3.1876, Lag order = 9, p-value = . .
20min-2 0.09007 agl;ternative hygothesis: 0.0900 No estacionario
stationary
Data: Qt210 Dickey-Fuller = -
Qt g M1- 3.1491, Lag order = 9, p-value = ) .
20r§1in—4 0.09671 a%ternative hygothesis: 0.0967 No estacionario
stationary
Data: Qt211 Dickey-Fuller = -
Qt g M1- 2.5247, Lag order = 9, p-value = ) .
25riin—l 0.3562 al%ernative hyppothesis: 0.3562 No estacionario
stationary
Data: Qt212 Dickey-Fuller = -
Qt g M1- 2.4488, Lag order = 9, p-value = ) .
25r§1in—2 0.3883 al%ernative hyppothesis: 0.5883 No estacionario
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19.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos de la funcionalizacién del quitosano
B - PVP — Mezcla 2.

Reporte
. Ensayo estadistico Dickey - Fuller— | de valor | Resultado
Muestra | Serie de datos ¢ Software R Y P <0.05 | estadistico
aceptado
. Data: Qt173 Dickey-Fuller = -4.9475,
Qe M12 -omin- Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
alternative hypothesis: stationary
. Data: Qt174 Dickey-Fuller = -4.6049,
Qe M22 -omin- Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt175 Dickey-Fuller = -4.7244,
10min-1 Lag or.der =9, p—vzjllue Z.O.Ol 0.0100 Estacionario
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt176 Dickey-Fuller = -3.4441,
10min.2 Lag order = 8, p-value = 0.04768 0.0477 Estacionario
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt179 Dickey-Fuller = -3.7564,
. Lag order = 9, p-value = 0.02118 0.0212 Estacionario
Mezcla: 15min-1 . . .
Qu- D QUi Ditiey Tullr = 4295
ata: ckey-Fuller = -4. ,
PVP2 (12; ri 111\1/1_22_ Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt182 Dickey-Fuller = -5.5060,
20min.2 Lag order = 9, p-value = 0.01 0.0100 Estacionatrio
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt184 Dickey-Fuller = -3.8673, ‘ ‘
20min.4 Lag ord§r =9, p—valge = 0201563 0.01563 | Estacionario
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt185 Dickey-Fuller = -4.4983, . .
25min1 Lag or.der =9, p—vglue Z.O.Ol 0.0100 Estacionario
alternative hypothesis: stationary
Qt 8 M2- Data: Qt187 Dickey-Fuller = -3.5358, ' .
25min.3 Lag order = 9, p-value = 0.03886 0.0389 Estacionario

alternative hypothesis: stationary




20.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacion T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando
el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos de la funcionalizacién del quitosano
o - Gt — Mezcla 1 y quitosano B - Gt — Mezcla 1.

Reporte
. Ensayo estadistico Dickey - Fuller— | de valor | Resultado
Muestra | Serie de datos Software R P <0.05 | estadistico
aceptado
Data: Qt217 Dickey-Fuller = -5.3849,
Mezcla: Qt AlphaGT-1 Lag order =13, p—vglue = 0.01 0.0100 Estacionario
Qto - Gt alternative hypothesis: stationary
1 Data: Qt218 Dickey-Fuller = -5.308,
Qt AlphaGT-2 Lag order = 13, p-value = 0.01 0.0100 Estacionario
alternative hypothesis: stationary '
Data: Qt219 Dickey-Fuller = -3.9213,
Qt BetaGT-1 Lag ordgr =13, p—val.ue = Q.01292 0.0129 Estacionario
Mezcla: alternative hypothesis: stationary
QtB- Gt-1 Data: Qt220 Dickey-Fuller = -5.0167,
Qt BetaGT-2 Lag order =13, p—V'alue = 0.01 0.0100 Estacionario
alternative hypothesis: stationary

21.- Resultados del analisis estadistico de los datos derivados del método de resistencia
al pelado en conformacién T. Evaluacion realizada a través del software R, aplicando

el ensayo Dickey Fuller sobre las series de datos del almidén.

Reporte
Muestra | Serie de datos Ensayo estadistico Dickey - Fuller — | de valor Resu{ta.do
Software R p:<0.05 | estadistico
aceptado
Almidén puro- Data: Qt222 Dickey-Fuller = -3.5624,
1 Lag order = 9, p-value = 0.0363 0.0363 Estacionario
Adhesivo alternative hypothesis: stationary
almidon Almidén puro. Data: Qt223 Dickey-Fuller = -3.5342,
5 p Lag order = 9, p-value = 0.0359 0.0359 Estacionario
alternative hypothesis: stationary






