UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES

“INJERTO DE
D,L-LACTIDA SOBRE QUITOSANO MEDIANTE
POLIMERIZACION POR APERTURA DE ANILLO”

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIA E INGENIERIA DE MATERIALES

PRESENTA:
Q. Rodolfo Jesus Romero Aragon

TUTOR PRINCIPAL
DR. RICARDO VERA GRAZIANO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:

DRA. CONCEPCION KEIKO SHIRAI MATSUMOTO
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DR. ANTONIO MARTINEZ RICHA
UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

MEXICO, D. F., SEPTIEMBRE 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado Asignado

PRESIDENTE Dra. Sofia Guillermina Burillo Amezcua
PRIMER VOCAL Dr. Ricardo Vera Graziano

SEGUNDO VOCAL Dra. Lioudmila Fomina

TERCER VOCAL Dr. Humberto Vazquez Torres
SECRETARIO Dr. Miquel Gimeno Seco

Sitio donde se desarrolld el tema:
Instituto de Investigaciones en Materiales, UNAM, Laboratorio C-202.

Division de Ciencias Naturales y Exactas, Facultad de Quimica, UG, laboratorio de
polimeros.

ASESOR DEL TEMA

Dr. Ricardo Vera Graziano

SUSTENTANTE

Q. Rodolfo Jesis Romero Aragon



Dedicatoria

Dedicada a cada uno de los seres divinos que me he encontrado en esta hermosa
vida y que me han compartido un poco de su sabiduria infinita.

Gracias a todos



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autonoma de México por abrirme sus puertas y la mente.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada para la

maestria realizada.

Al personal académico, administrativo y personas restantes que laboran en el Instituto de
Investigaciones en Materiales (1IM). A la coordinacion y posgrado en Ciencia e Ingenieria
en Materiales (UNAM), Maria Isabel Gémez Romero, Maria Luisa Reséndiz B.,
Lic. Esther Carrillo Espinosa, Diana Elizabeth Arias Calzadillay al Dr. Heriberto Pfeiffer

Perea.

Al Programa de Apoyo a Estudios de Posgrado (PAEP) por el apoyo otorgado durante mi
estancia académica en este posgrado.

PAPIIT
CONACYT SENER HIDROCARBUROS 117373

Al Dr. Ricardo Vera Graziano, por sus aportes y ensefianzas como director de esta
investigacion
Al Dr. Antonio Martinez Richa, por sus consejos, ser parte de mi comité tutor y

permitirme hacer una estancia en su laboratorio en la Universidad de Guanajuato (UG).

A la Dra. Keiko Shirai Matsumoto, por sus consejos, ser parte de mi comité tutor y su
buena disposicion.

Al distinguido jurado Dra. Sofia Guillermina Burillo, Dr. Ricardo Vera, Dra. Lioudmila
Fomina, Dr. Humberto Vazquez y Dr. Miquel Gimeno que se tomaron el tiempo y la

dedicacion de revisar este trabajo.

Al Dr. Alfredo Maciel Cerda por su apoyo, consejos y amistad, que fue una parte

fundamental para la elaboracion de este proyecto.
Al Dr. Filiberto Rivera Torres por escucharme y orientarme en este trayecto.

A la Q. Odemaris y el departamento de quimica analitica de la UG, a la QFB. Damaris
Cabrero, al 1Q. Gerardo Cedillo Valverde.

Al grupo de investigacién: Dr. Ricardo Vera Graziano, Dr. Filiberto Rivera, Dr. Alfredo
Maciel Cerda, Dr. Raudl Montiel, Alida, Ulises, Lauro, Aurora, Selene, Lizeth,

Andrémeda, Marissa, Daniela, Josué, Amnon, Angélica, Andrés y Paty.



A mis comparieros y amigos del posgrado: Abril, Gloria, Mayra, Karen, Raziel, Eduardo,
Leonel y Rafa.

A mi madre Rosa Maria, a mis hermanos Rogelio y Rosario, a mi abuelita Esperanza, a
mi futuro sobrino, a mi familia y brothers: César, David, Jesus, José, Laura, Lucero,

Monica, Marisol y Raziel.

A mi madre adoptiva Rocio Martinez por adoptarme como su hijo y abrirme las puertas

de su hogar y su corazon.

A mi maestra Carmen Marcela Guilbert Contreras por su amistad, todas sus ensefianzas,

apoyo Y Conse;jos.

A todas las personas que hicieron posible este gran proyecto.



Contenido

RESUMEN ...ttt s 1
INEFOTUCCION <.ttt sttt ettt b et eb et b e b e 2
ODJEEIVOS ...ttt b e bbbttt h e h e b e bt eae 4
GBNEIAL ...t bbbttt 4
PAITICUIAIES ...ttt 4

L [0 1 (=ES] SRR 4
Capitulo 1. Generalidades y ANtECEUBNTES.......cceeriruirieirieerieirieeriee ettt 5
1.1 BIOMALEITAIES. ..ottt 5
A =TT oo ] [0 1=T (0PTSRS 6
1.3 Piel: eStructura y COMPOSICION .......c.eccveiiierieiiieieereiteete st ete e ste e ese e st sbesteesaebesaee e e 7
IR T o T o [T 5 4TRSS 8
L.3.2 DBIIMIS .ttt b e sb et b ettt bbbt bbbt n et ne e 8
1.3.3 HIPOUBIIMIS ...ttt ettt st b ettt ese e 9
1.4 QUItINA Y QUITOSAND ....veveeereiieeieiecteete sttt e et e v et e et e testeeabesteesaesbesssesesbeensesseeseensessnensenes 9
1.4.1 ODtencion de QUITOSAN0........cceecuerieeeeieeteete st eteste et ste e e e sbe e sae e aesbe e e ebesaeeneenns 10
1.4.2 SiNteSIS A8 QUITOSANO .....c.coveuiriirieiiieieieierte ettt ettt 11
1.4.2.1 MELOUO QUIMICO ...ttt ettt 11
1.4.2.2 MEtOd0 DIOIOGICO ...ttt ne s 11
1.4.3 Propiedades fiSICOQUIMICAS .......c.ciieieriieieiesteee ettt sttt ettt 11
1.4.4 Propiedades DIOIOQICAS ......cceiueecieiiieeeiiceete sttt ettt st 12
I o] [T o [0 - Ut A oo ) ISP 13
1.5 1 ELACIAO TACTICO ....euvveiiiececece ettt 13
15,2, LACHIAR ...ttt bbb 14
1.5.3 Sintesis del poli(acido IACTICO) ....ccveeveeiiiiieiiceeeceeeee e 14
1.5.4 Polimerizacion por apertura de anillo ..........cceeevevieieiicececeecee e 15
1.5.5 Mecanismo de coordinaCion-iNSErCION.........c.covrueveirrieueinirieeerseiees et 16
1.5.6 Catalizadores utilizados en la polimerizacion por apertura de anillo de lactida ........ 17
1.5.7 POlimMerizacion ENZIMALICA ........coervruerieuerieierieerieereeer et 18
1.5.7.1 Lipasa Yarrowia HPOIYHICA .......cceeierieieieseeeree e 20
1.5.8 Propiedades del poli(ACIA0 1ACTICO) ..cveuveueerieeieiiriecieriee e 20
1.6 Consideraciones de disefio de materiales para regenerar la piel ........cccccoevvevveeevereenenne. 21
1.7 Modificacion del QUITOSAN0...........cecuiiiirierieieieeeeee ettt ae s 21
1.8 EStAUO A AITE ...t 23
Capitulo 2. Materiales Y MetodolOgia..........ccevvrererieieieieieireserese e 28
2.1 IMBEETTAIES ...t 28
2.2 Sintesis del copolimero de injerto de lactida en quItoSano...........cccceeeveveeceereeceereseeeee, 29

2.3 Caracterizacion de 10S COPOIIMEIOS.......ccevieeeriieeeeetee et 30



2.3.1 Espectroscopia en el infrarrojo (FTIR-ATR) c.ccovviieiiieeeeeeceeeee e 30

2.3.2 Resonancia magnética nuclear de *C RMN CP-MAS Yy IH RMN ........c.ccccevvnenenee. 31
2.3.3 Andlisis termogravimeétrico (TGA) ...ooeecieieeeeeeeet ettt 31
2.3.4 Calorimetria diferencial de barrido modulado (MDSC) .......cccccveineeneineirccene 31
Capitulo 3. Resultados Y ANALISIS ......c.coueirieirieerieirieeeeee et 32
3.1 Sintesis de copolimero quitosano-g-polilactida (QL) ......ccceeeeviiiecieieceee e 32
3.2 Estructura por espectroscopia en el infrarrojo (FTIR-ATR) ...ccovvvveieveveeeceeeece e 34
3.3 Estructura por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear..........ccccoveevecveeveenene. 37
B3 LBC RMN CP-MAS ..ottt ettt ettt be s aeaeas 37
3.3.2 Estructura del copolimero de injerto por *H RMN Gel.........ccovuverirereinieeeeeirennns 41

3.4 Transiciones térmicas por calorimetria diferencia de barrido modulado (MDSC). .......... 42
3.5 Degradacién térmica por termogravimetria (TGA).....ovcveviieeverecece e 45
Capitulo 4. CONCIUSIONES ......coveuiieiiieiiieierie ettt sttt ebe e 51
PEISPECTIVAS.....cvetirtitetetee ettt ettt b et b e sttt et a e bt bt sa e b et n et e e ne e 53
RETEIENCIAS ...ttt bbbttt b e bbbt st e et et esenaeens 54

A 01T o [Tt OSSR RPSRORR 60



Indices de tablas y figuras

Tabla 1. Polimeros sintéticos biodegradables ............ccoeorereininiineee s 6
Tabla 2. Catalizadores que se usan en la sintesis de poli(acido lactico). [33, 34]......cccceveenee. 17
Tabla 3. Quitosanos modificados reportados en la literatura. [43-46] ......cccccevvveveerieceeviesreenenne. 22
Tabla 4. Proporciones del copolimero de injerto de lactida y quitoSano..........cceceveeveevreeenenne. 29
Tabla 5. Anélisis gravimétrico de la reacCion de iNJErto. .........cceveveecereeeere e 33
Tabla 6. Bandas de absorcion en el infrarrojo del quitosano. ...........ccceveeevineeceereeceereceeee, 34
Tabla 7. Bandas de absorcion en el infrarrojo de PLA. ..o 35
Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *C RMN CP-MAS del quitosano. ..........cccccceveveveennane. 38
Tabla 9. Desplazamientos quimicos en *C RMN CP-MAS del copolimero de injerto QLE. ... 39
Tabla 10. Transiciones relevantes y entalpias de los copolimeros de injerto determinadas por
IMIDSC ..ottt sttt sttt st sttt e st e bt sttt e s b et et e st e st e Rt e R e e b e b e b e s tense e et eneeneeneas 44
Tabla 11. Porcentaje de PLA injertado en quitosano por termogravimetria. ..........ccccoceceveeneene. 50
Tabla 12. Bandas de absorcion en el infrarrojo de lactida. .........cccccveeeveeiecinecceeceeeee, 60
Figura 1. Representacion esquematica de la piel. [9]..ccooveveiieieiiieeceeeeeee e 8
Figura 2. Estructura de la quitina y del qUITOSANO0.........cceeeveririenieieieeeeree e 10
Figura 3 Enantiomeros del 4CId0 TACTICO ......c.cuevieuiriiiiciie e 13
Figura 4. Estereoisdmeros de 1a IaCtida...........eecveieeeiiiiieiiceeeeeeee e 14
Figura 5. Métodos de sintesis para la obtencién de poli(acido lactico) de alto peso molecular.. 15
Figura 6 Polimerizacion por apertura de anillo, mecanismo de coordinacién-insercion. [7]...... 16
Figura 7. Mecanismo de polimerizacion enzimatica. [36] ........ccccovveeevereereenieiece et 19
Figura 8. Reaccion de la copolimerizacion de injerto de lactida sobre quitosano....................... 32
Figura 9. Espectro en el infrarrojo del qUITOSAN0. .......cceeveriiieeiereceee e 34
Figura 10. Espectro en el infrarrojo del poli(acido 14CtiCO).......cccoovveeeiiiieiiiiciececeee e, 35
Figura 11. Espectros en el infrarrojo del Quitosano, PLA e injerto de quitosano-PLA (QL 1:15).
..................................................................................................................................................... 36
Figura 12. Espectro en el infrarrojo de los copolimeros de injerto catalizados con enzima YLL.
..................................................................................................................................................... 37
Figura 13. Espectro de *C RMN CP-MAS del qUIt0SaN0. ........cccveveverereeereeeereeeeeeeereeeeeee e 38
Figura 14. Espectro de *C RMN CP-MAS del copolimero de injerto QLE 1:15. (*bandas
laterales de rOtACION) .......ccuiiuieiiice ettt et be s te e b et e s e et e sbeeabesbeesaentens 39
Figura 15. Espectros de RMN *C CP-MAS de a) quitosano, de los copolimeros injerto
sintetizados, b) sin catalizador, c) con enzima YLL y d) con SNOCty. ....ccccevvvveereeninieeieenee, 40
Figura 16. Espectro de *H RMN de quitosan0. [51]......ccceevveverereerierereeieerereeerereseeeseve e 41
Figura 17. Espectros de *H RMN en gel, DMSO-ds, de los copolimeros sintetizados a) sin
catalizador, b) con octoato de estafio y ¢) con enzima YLL. .....cccccvevevereevineeeeneeeee e 42
Figura 18. Termogramas MDSC de los copolimeros QL, QLE y QLS todos con la proporcién
1:15 QUItOSAN0:IACTIAAL ...eceveveceieiiceeecteee ettt sttt erae it 43
Figura 19. Termograma DSC Al PLLA ......oo ettt e ettt st ne s 43
Figura 19. Termograma de TGA Y DTG del PLA. ....oo ittt 45
Figura 20. Termograma de TGA Y DTG del qUItOSAN0. .......ccveeierieeeierieseeeeseeeerie e 46
Figura 21. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:15 sin el uso de
CALAIIZAAOT. ..vtieeeeeee ettt b bbb sttt et s bt e bbbt et ettt ne e 47

Figura 22. Termograma TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:15 sintetizado con
BNZIMA YLL. ottt sttt 48



Figura 23. Termograma TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:15 sintetizado con

SN(OCE) 2. vttt bbbt b e eas 49
Figura 24. Termogramas TGA y DTG de los copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador

(] PSSRSO 49
Figura 25. Espectro en el infrarrojo de 1actida. ..........cceeereveninieniciiiceseeeeeeeee 60

Figura 26. Espectros en el infrarrojo de las materias primas a) lactida, b) PLA y ¢) quitosano . 61
Figura 27. Espectros en el infrarrojo de dos copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador

con proporciones de a) 1:5,0) L:10 Y C) Lid5...oi it 61
Figura 28 Espectros en el infrarrojo de dos copolimeros de injerto sintetizados con catalizador
enzimatico YLL con proporciones de @) 1:5, 0) 1:10y €) 115 oviereoiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 62
Figura 29. Espectros en el infrarrojo de dos copolimeros de injerto sintetizados con catalizador
octoato de estafio con proporciones de @) 1:5, 0) 1:10y €) L:15..ciiciiicieiieeeeeeeeeeeeee 62
Figura 30. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QL........ccccoveeevieveeceerieenennnne 63
Figura 31. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QLS..........ccooeeveeneenieennen 63
Figura 32. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QLE ........cccceeivveceieenennene 64
Figura 34. Termograma MDSC del quitosano y los copolimeros de injerto QL con proporcién

IR0 Y0 T R TSRS 64
Figura 35. Termograma MDSC del quitosano y los copolimeros de injerto QLE con proporcién
IR0 Y R T PP 65
Figura 36. Termograma MDSC del quitosano y los copolimeros de injerto QLS con proporcion
I S Y T R T RS 65
Figura 37. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:5......ccccvvvecevieeeennene 66
Figura 38. Termograma de TGA 'y DTG del copolimero de injerto QL 1:10......cccccecevveerueuennee 66
Figura 39. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:15.......cccoveevvivenennene 67
Figura 40. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:5.......cccoveevevivennennen. 67
Figura 41. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:10........cccccevrueneneee. 68
Figura 42. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:15........ccccevvveuennee 68
Figura 43. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:5......ccoeveeeiveeennene 69
Figura 44. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:10........ccccvevruennee. 69
Figura 45. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:15........ccceeevvveevenene 70
Figura 46. Termograma de TGA de los copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador...... 70
Figura 47. Termograma de TGA de los copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador...... 71
Figura 48. Termograma de las DTG de los copolimeros de injerto sintetizados con enzima YLL
..................................................................................................................................................... 71

Figura 50. Termograma de las DTG de los copolimero de los injertos sintetizados con octoato
A8 BSLAMO . ...ttt bbbttt 72



Resumen

La ingenieria de tejidos requiere de nuevas rutas de sintesis para obtener polimeros
biocompatibles que promuevan la regeneracion de tejidos que han sido dafiados. En este
trabajo se busco una nueva ruta de reaccion a través de una enzima para catalizar la

reaccion de injerto de la lactida sobre quitosano.

El objetivo de este trabajo fue preparar el copolimero quitosano-injerto-polilactida (QL)
mediante el método de polimerizacion por apertura de anillo de lactida. Se realizé la
sintesis usando como catalizador organometalico octoato de estafio y con el
biocatalizador enzimatico de lipasa Yarrowia Lipoyitica.

La estructura del copolimero fue determinada por las técnicas de espectroscopia al
infrarrojo, resonancia magnética de carbono en sélido y de proton en gel. Las propiedades
térmicas fueron determinadas por termogravimetria y calorimetria de barrido diferencial
modulado. El porcentaje de injerto, eficiencia, incorporacion y rendimiento se determino

de manera gravimétrica.

El injerto de lactida se llevo a cabo tanto en los grupos hidroxilos como en los grupos
amino de la estructura del quitosano. EI mayor injerto se logré en la reaccion donde se
utilizo el biocatalizador, las cadenas mas largas se lograron con el octoato de estafio y el
injerto fue menor sin el uso de catalizador. A medida que se aument6 la proporcién entre
el quitosano y la lactida el porcentaje de injerto aumenta. Este material puede tener
potencial aplicacion en la obtencién de andamios para la regeneracion de la piel, debido
a sus caracteristicas que mimetizan las funciones de la matriz extracelular y a que no

contiene catalizador metalico.



Introduccion

Entre las causas frecuentes y graves de dafios a la piel se encuentran las quemaduras. Las
quemaduras de segundo y tercer grado dafian la capa externa e interna de la piel, éstas
ultimas son mas profundas y por lo tanto més dificiles de tratar debido a que no solo
causan dafios severos a la piel, sino también a los tejidos que se encuentran debajo de ella,
como los masculos. Los tratamientos son a través de injertos de tejidos humanos o un

material que mimetice la matriz extracelular de este tejido.

El quitosano y el poli(&cido lactico) son polimeros biodegradables y biocompatibles que
se utilizan en diversos materiales para la regeneracion de cartilago, piel y hasta hueso. El
quitosano presenta propiedades de bioactividad que ayuda al crecimiento de las células,
ademés de ser un bactericida, lo cual es muy apropiado para el tratamiento de las
quemaduras, debido a que la piel esta expuesta al medio ambiente y se debe proteger de

agentes patdgenos.

En los métodos convencionales de sintesis para la polimerizacion del poli(acido léctico),
PLA, se utilizan catalizadores de estafio, los cuales no se pueden eliminar por completo,
y puede causar dafios. Por ello, se propuso en este trabajo la sintesis del copolimero
quitosano-g-polilactida, Q-g-PLA, por medio de un catalizador enzimatico libre de
metales pesados (lipasa Yarrowia Lipolytica) que se pueden utilizar en la regeneracion de

tejidos, en este caso piel.

Se pretende sintetizar un material cuya estructura y composicién mimetice las funciones
de la matriz extracelular, para que tenga la capacidad de promover la regeneracion de la
piel. Ademas el Q-g-PLA obtenido mediante copolimerizacion por injerto, conserva las
propiedades biologicas del quitosano y mejora sus propiedades mecanicas con injerto del
PLA. Una posible aplicacién es utilizarlo como un apdsito, que cubra las heridas por

guemaduras.

Este trabajo de tesis se organiza de la siguiente manera. El capitulo I, Generalidades y
Antecedentes, menciona conceptos basicos como biopolimeros biodegradables como
quitina, quitosano y su obtencion, ademas del acido lactico, su dimero y polimero y el
estado del arte. El capitulo 11, presenta la descripcion de los materiales y el procedimiento

experimental, asi como las técnicas utilizadas para la caracterizacion del copolimero de



injerto de quitosano y PLA. El capitulo 111, discute y muestra los resultados de las técnicas
de caracterizacion del copolimero. En la seccion final se discuten las conclusiones y

perspectivas.



Objetivos
General

Sintetizar y caracterizar el copolimero quitosano-g-polilactida, Q-g-PLA, mediante la
reaccion por apertura de anillo de lactida usando como catalizador (a) octoato de estafio

(SnOcty), y (b) un biocatalizador enzimatico obtenido de lipasa de Yarrowia lipolytica.

Particulares

Determinar los efectos de los siguientes catalizadores en la sintesis del copolimero
Q-g-PLA por apertura de anillo mediante tres rutas: sin catalizador, con catalizador

de estafio (SnOct) y con biocatalizador enzimatico de lipasa de Yarrowia lipolytica.

Caracterizar la estructura quimica del quitosano y de los copolimeros Q-g-PLA con
apoyo de las técnicas de FTIR-ATR, *H RMN y 3C RMN CP-MAS.

Caracterizar las propiedades térmicas del quitosano y de los copolimeros Q-g-PLA
mediante MDSC y TGA

Hipotesis

La sintesis del copolimero entre el quitosano y la lactida se llevara a cabo por la apertura
de anillo de la lactida, a través de un biocatalizador enzimatico de lilpasa de Yarrowia
lipolytica, injertandose en los grupos funcionales amino e hidroxilo del quitosano, en

dimetil formamida.



Capitulo 1

Capitulo 1.
Generalidades y Antecedentes

1.1 Biomateriales

Segun Williams (1987) un biomaterial se define como un “material interactivo™ que no
es un alimento ni un farmaco, esta contenido en un sistema terapéutico capaz de establecer
una interaccion apropiada con el tejido y sus alrededores sin inducir a su huésped a una
respuesta adversa. Los biomateriales pueden ser polimeros, ceramicos, metales o

materiales compuestos.[1]

Un biomaterial es un material sintético, que no produce efectos adversos en el organismo
cuando se pone en contacto con tejidos vivos y liquidos fisioldgicos; puede emplearse
para evaluar, tratar, aumentar, completar o reemplazar un 6rgano o un tejido vivo; se
diferencia de un material bioldgico en que este es producido por un sistema biolégico,

aunque este puede tratarse para ser empleado como biomaterial. [2]

La biocompatibilidad es la propiedad mas importante de los biomateriales, se define como
la capacidad de un material de actuar sobre un huésped, con el objetivo de generar una

respuesta apropiada para una aplicacion especifica.[3]



Generalidades y Antecedentes

1.2 Biopolimeros

Los polimeros biocompatibles pueden ser biodegradables o no biodegradables. Ambos
pueden ser  naturales y sintéticos. Son ejemplos de polimeros naturales el
colageno/gelatina, poliaminoacidos, elastina, albdmina, fibrina, celulosa, almidon,
quitina, quitosano, acido hialurénico, sulfato de condroitina, acido alginico, heparina,
queratina y poli(hidroxibutirato). Al ser naturales poseen una mayor afinidad por las
células, ademas algunos de estos polimeros tienen las caracteristicas de tener una
estructura y composicion similar a la matriz extracelular, mimetizando a ésta para la

sustitucion de tejidos.[4, 5]

Los polimeros sintéticos (Tabla 1) que mas se utilizan en estas aplicaciones son:
poliglicolida, polilactida, polidioxanona, poli(e-caprolactona), poli(lactida-co-glicolida),
poli(trimetilen carbonato), poli(ésteres uretano), poli(éstereres amida), poli(orto ésteres),
polianhidridos,  poli(anhidrido-co-imida),  poli(fumarato  propileno),  poli(acril

cianoacrilatos), polifosfacenos y polifosfoéteres.[5-7]

Los biopolimeros pueden presentar caracteristicas importantes como procesabilidad,
esterilizabilidad, propiedades mecanicas y opticas, bioestabilidad o biodegradabilidad,

permeabilidad, apariencia y un costo adecuado. [3, 5]

Tabla 1. Polimeros sintéticos biodegradables

Poli(acido lactico) / \

A0 A

\ .l;l;. i
Poli(s-caprolactona) /

,I.uxi_r__.-.xj V,ql,

Poli(acido glicdlico)

Poli(B-hidroxibutirato) ||
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Tabla 1. Polimeros sintéticos biodegradables (continuacion)

Poli(orto éster) { B OO RO SRR
—0-HC” CHy O CHy 0~ g_.'lq--—=

Poli(anhidido sebacico)

Polifosfaceno /' NHCH,COOE!
NHCH,
S o,

\ NHCH,COOEt /

Poli(fosfaceno éster) [ ©
(n ~P-0—(CHy)y
0-C;H; /

{1

1.3 Piel: estructura y composicion

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, con un area superficial aproximada
de 1.8 m?, el cual representa el 16 % de total de la masa corporal. Tiene muchas funciones,
la mas importante es actuar como una barrera que proteja al cuerpo de agentes externos
nocivos, manteniendo el sistema interno intacto e hidratado. La piel estd compuesta de

tres capas: dermis, epidermis e hipodermis, como se muestra en la Figura 1. [8]
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Figura 1. Representacién esquematica de la piel. [9]

1.3.1 Epidermis

La epidermis, la capa exterior de la piel, se define como epitelio escamoso estratificado
con espesor que varia de 0.1 mm hasta 1.4 mm, con una capa externa de células muertas.
Estas células son destruidas y reemplazadas constantemente por la afluencia de nuevas
células desde el interior. Estd compuesta principalmente de células llamadas
queratinocitos que producen queratina. En la parte mas interna de la epidermis se produce

el pigmento melanina. [8]

1.3.2 Dermis

La dermis se define como una matriz de tejido conectivo de soporte duro, con un espesor
qgue varia de 0.6 a 6 mm, compuesta por una red de colageno, fibras elasticas,
glicosaminoglicanos (GAG), nervios, grasas, vasos sanguineos, dentro de esta, se
encuentran contenidas las bases de las glandulas sudoriparas y de los foliculos pilosos.

Su funcidn es proveer a la epidermis de nutrientes y resistencia mecanica. La dermis
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contiene fibroblastos que sintetizan colageno, elastina, tejido conectivo y GAG. Los
dendrocitos se encargan de defender al organismo de posibles infecciones.[8]

1.3.3 Hipodermis

La hipodermis también se conoce como subcutis o tejido subcutaneo, es la capa méas
interna y gruesa de la piel de hasta 3 cm en el abdomen. Es la red de tejido conectivo
cuyos espacios se rellenan con los adipocitos, éstas son celulas especificas de
almacenamiento de grasa que rellenan los espacios de esta red. Las mujeres tienen mas
adipocitos en la hipodermis que los hombres. Los adipocitos suplen de energia, aislan y

también protegen contra posibles dafios. [8]

1.4 Quitina y Quitosano

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante en el planeta, después de la celulosa,
y el primero en identificarla fue el quimico francés Braconnot en 1811. La quitina es un
homopolimero lineal denominado poli(B-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina), presente
principalmente en el reino animal. Es sintetizado por un gran nimero de organismos como
los crustaceos, que esta presente en sus caparazones en forma de microfibrillas cristalinas

y forman una estructura compleja entre proteinas, minerales y lipidos. [10-12]

El quitosano es el principal derivado de la quitina, descubierto por Rouget en 1859, es un
copolimero lineal de [-(1,4)-2-acetamida-D-glucopiranosa y 2-amino-2-deoxi-3-D-
glicopiranosa, este ultimo es su mayor componente. [11, 13] Hasta el momento no hay
una nomenclatura oficial para diferenciar la quitina del quitosano. Sin embargo, se usa el
grado de acetilacion presente en las cadenas del polimero para diferenciarlos, si el
porcentaje de acetilacion es mayor a 50% se llama quitina y si es menor al 50% se llama

quitosano (Figura 2). [14]
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NH,

HO -

Sim>50% =% Quitina

Sin>50% ™» Quitosano

Figura 2. Estructura de la quitina y del quitosano

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza en exoesqueletos de
crustaceos, como cangrejos, camarones, insectos, en las paredes celulares de bacterias,
hongos, etc. [15]. Por lo tanto los desechos marinos son la materia prima para la obtencion
de este biopolimero, anualmente se desechan toneladas de este material, lo que lo
convierte en un problema ambiental. Si este desecho se transformara en quitosano, seria
posible darle una funcién benéfica, y de esta forma se transformaria de basura a un
biopolimero con potencial uso biomédico, y asi sintetizar los diferentes derivados de la

quitina, en especial el quitosano.

1.4.1 Obtencion de quitosano

La quitina se obtiene a partir de desechos marinos como las cascaras de camarén y
crustaceos, en Meéxico se produjeron 146, 605 toneladas de camarén en 2012
(CONAPESCA, 2012), de los cuales alrededor del 35 a 45% es desperdicio. Esto se
convierte en un problema ambiental, este recurso se podria aprovechar, pero solo se le da

uso a una pequefia parte de esta materia prima. [16]

10
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1.4.2 Sintesis de quitosano

1.4.2.1 Método quimico

La quitina se desacetila en medio alcalino por dos métodos quimicos, homogéneo y
heterogéneo, los cuales se diferencian por el tipo de condiciones de reaccion. En el primer
método se usan temperaturas bajas y tiempo prolongados de reaccién, lo que produce una
desacetilacion homogénea, por otra parte, en el método heterogéneo las condiciones son
a mayor temperatura y menor tiempo, de esta forma se logra una desacetilacion no
uniforme, ya que en las zonas cristalinas es mas dificil que se lleve a cabo la

desacetilacion. [17]

1.4.2.2 Método bioldgico

Una alternativa o complemento al método quimico es el uso de enzimas quitina
desacetilasas. Estas favorecen el proceso de desacetilacidn, para que sea controlado y no
se degrade la cadena polimérica, con lo que se aumenta la cristalinidad del quitosano. [18,
19]

1.4.3 Propiedades fisicoquimicas

Se conocen tres polimorfos de la quitina, denominados a, B yy. La a-quitina es la
estructura mas comun y corresponde a una celda ortorrémbica compacta compuesta de
l&minas alternadas de cadenas del polimero en paralelo y antiparalelo [12]. Los
polimorfos By y tienen una celda monoclinica, la —quitina se extrae de las paredes
celulares de las diatomeas y la y—quitina se extrae del estdmago del calamar de la especie
Loligo. [20]

Las propiedades fisicoquimicas dependen principalmente de su peso molecular y el grado
de acetilacion presente en la cadena. La quitina es insoluble en agua y en la mayoria de
los disolventes organicos, pero se puede disolver en hexafluoroacetona,
hexafluoroisopropanol, N,N-dimetilacetamida con sales inorganicas como cloruro de litio

del 5 a 8 % o tiocianato de litio, en acido trifluoroacético, etc. En cambio, el quitosano es

11
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insoluble en la mayoria de disolventes organicos puros, pero, es soluble en acidos

orgénico e inorganicos diluidos. [21]

1.4.4 Propiedades bioldgicas

Los estudios sobre quitina y quitosano han sido méas intensos desde 1990 porque estos
polisacaridos muestran excelentes propiedades bioldgicas, de degradacién en el cuerpo
humano, inmunoldgicas, antibacteriales y para curar heridas. En recientes estudios se ha
encontrado que el quitosano es un buen candidato como material de soporte para la
liberacion controlada de farmacos, cultivo celular y en ingenieria de tejidos. [22]

La quitina es un biopolimero que tiene baja toxicidad, es inerte en el tracto gastrointestinal
y es biodegradable en presencia de quitinasas presentes en bacterias, hongos, plantas y en
el sistema digestivo de muchos animales. Las peliculas y las fibras de quitina presentan
aplicaciones médicas y farmacéuticas como material de apdsitos y en la liberacion
controlada de farmacos. La quitina también se utiliza como excipiente y vehiculo del
farmaco en forma de pelicula, ademéas de presentar propiedades de mucoadhesividad.
[23]

El quitosano no es toxico, es biodegradable, biocompatible, muestra interesantes
propiedades farmacéuticas, biologicas y fisiologicas. Presenta bioactividad, promueve la
cicatrizacion de heridas, tiene actividad hemostatica, mejora la respuesta inmunoldgica,
también tiene mucoadhesion, provoca respuestas bioldgicas y tiene actividad

antimicrobiana y antitumoral. [23, 24].

El quitosano no presenta efectos adversos después de implantarse en el tejido y por esta
razon puede ser usado en diversas aplicaciones biomédicas como sustituto de piel
artificial. [25] Debido a que el quitosano tiene una estructura similar a la de los

glicosaminoglicanos es por esto que se considera como candidato para sustituir la piel.

12
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1.5 Poli(4cido l4ctico)

1.5.1 El acido lactico

El &cido l4ctico es una sustancia que juega un papel muy importante en varios procesos
bioguimicos, este es constantemente producido mediante el metabolismo a través del
ejercicio fisico. El &cido lactico se produce a escala industrial desde finales de los afios
90s. Se emplea principalmente en la industria de alimentos, cosméticos y farmacos. [26]
Adicionalmente es uno de los precursores monomeéricos para la sintesis de poli(acido

lactico).

El &cido léctico o acido 2-hidroxipropanoico posee un carbdn asimétrico que le permite
presentar dos configuraciones 6pticamente activas (Figura 3). El acido lactico se obtiene
principalmente por fermentacion de carbohidratos que son recursos renovables de la
biomasa como el maiz y el azlcar de cafia, una vez que las macromoléculas son
hidrolizadas a dextrosas, se realiza la fermentacion con lactobacilos para producir el acido
lactico. [27]

H CHy
HyC o & OH Haa : OH
/C\C/ /C\C/
HO \\ HO \\
(0] (e}
L- Acido Lactico D- Acido Lactico

Figura 3 Enantiomeros del 4cido lactico

El D-acido lactico y el L-acido lactico son productos de bacterias, de ésta forma es como
se obtiene a nivel industrial. EI L-acido lactico es producto del metabolismo humano y
otros mamiferos. En la policondensacion, los porcentajes que se obtienen de los isbmeros
dependen del acido lactico empleado como materia prima, temperatura y del catalizador.
[7, 28]

13
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1.5.2. Lactida

La lactida (3,6 dimetil 1,4-dioxano 2,5 diona) es un dimero ciclico deshidratado que se
forma mediante la union de dos moléculas de acido lactico dando lugar a la L-lactida, D-
lactida y meso-lactida (Figura 4). La mezcla de L-lactida y D-lactida se conoce como una
mezcla racémica (rac-lactida). [27] Usualmente se sintetiza por la depolimerizacion a
presion reducida del poli(acido lactico) de bajo peso molecular. Mediante este método se
obtiene una mezcla de L-lactida, D-lactida o meso-lactida. [29, 30] Es importante la
separacion de los esteroisdbmeros para controlar la estructura final del polimero de alto

peso molecular, la cual se basa en las diferencias del punto de ebullicion entre ellos. [31]

0 0 0
= e o el 0 el
: | ~_CH, | [ ”| Bty
Hipta (2 o] HsCina G ] Hime g O
. /e o
Hi H || HiC |
a (0]
L-lactida D-lactida D.L-lactida

meso-lactida

Figura 4. Estereoisomeros de la lactida.

1.5.3 Sintesis del poli(acido lactico)

La sintesis de poli(acido lactico) (PLA) se efectla mediante tres rutas principales
(Figura 5). En la policondensacion de acido lactico se obtiene un polimero fragil de bajo
peso molecular, oligdmeros, poco Utiles en aplicaciones biomédicas. La segunda ruta es
la destilacion azeotropica del acido lactico, con esta técnica se pueden obtener polimeros
de alto peso molecular sin emplear agentes de acoplamiento. Por ultimo, la
polimerizacion por apertura del anillo del lactida se utiliza para obtener polimeros con

altos pesos moleculares, este proceso fue patentado por Cargill (US) en 1992. [7]

14
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7 ori
cm. = OH H H OH
iy g =~/
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| W\CHs  ——> Polimerizacion por apertura de anillo

Figura 5. Métodos de sintesis para la obtencién de poli(acido lactico) de alto peso molecular

1.5.4 Polimerizacion por apertura de anillo

La polimerizacion por apertura de anillo ocurre por reacciones de transesterificacion
intramolecular e intermolecular en ausencia de disolvente y en presencia de un
catalizador. Esta reaccion es estudiada ampliamente debido a la posibilidad de controlar
la quimicay por tanto las propiedades de los polimeros resultantes. Este método se emplea
usualmente para la sintesis de polimeros de alto peso molecular con un alto grado de
estereoregularidad. Las polilactonas y polilactidas se obtienen exclusivamente mediante
esta ruta. La polimerizacion por apertura de anillo de lactidas se puede clasificar por sus
diferentes mecanismos de reaccion: Polimerizacion anionica, polimerizacion cationica,

de insercion-coordinacion y enzimatica. [7]
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1.5.5 Mecanismo de coordinacién-insercion

Este mecanismo es el mas ampliamente estudiado para la sintesis de poli(acido lactico)
de alto peso molecular. En este método se emplean catalizadores como alcoxidos
metalicos, alcoxidos de magnesio, zinc, aluminio, estafo, titanio, zirconio, samario, itrio,
metales que poseen orbitales libres p, d o f. Adicionalmente poseen un enlace covalente
entre el atomo metélico y el &tomo de oxigeno por lo que se comporta como un acido de
Lewis. La primera etapa ocurre cuando uno de los oxigenos exociclicos del lactida
comienza temporalmente a coordinarse con el a&tomo metalico del iniciador. Esta
coordinacion incrementa la nucleofilicidad de la parte alcoxida del iniciador y la
electrofilicidad del grupo carbonilo del lactida. En la segunda etapa, el enlace acil-
oxigeno (enlace entre el grupo carbonilo y el oxigeno endociclico) del lactida se rompe y
se inserta entre el enlace metal-oxigeno del iniciador. La polimerizacién continta con la

coordinacion e insercion de moléculas de lactida (Figura 6). [7]

Sn(Oct),  Bu, P . ~Bu
1“ F:IEEI:I B—OH CH C/ &n O—R + /C_CH i
Et” 0 HO !
o
2" paso .
P 'JL‘“ g . Q ,Bu Bu. L GﬁCD i
| R—0-Sn C—CH _— CH—C,  Sn P
e, A0 7 o Et Et (s} o] o
] | o l
il 5 - _____'__.-"' #.xa_\[,ﬁ
- .
Q
CH CH
Bu 0, 3 3 P
ol £ | \ D,L-lactido
E1,,CH—13/ _$n-{0—CH—C—O0—CH—CHOR < |
o o 3/ Propagacidn

Desactivacion
T

7 1
H—{o—tI:H—ﬁ—o—cH—c%rcrH
\ A

CH; O

Figura 6 Polimerizacién por apertura de anillo, mecanismo de coordinacién-insercién. [7]
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1.5.6 Catalizadores utilizados en la polimerizacion por apertura de anillo de lactida

Un gran nimero de catalizadores se han estudiado para la polimerizacion por apertura de
anillo de la lactida. Los efectos en las propiedades, como el peso molecular, distribucién
del peso molecular y racemizacion del PLA de un gran nimero de catalizadores para la

polimerizacion por apertura de anillo del lactida se han estudiado ampliamente

Los catalizadores que se usan principalmente para la sintesis del PLA consisten en
diferentes polvos metélicos, &cidos de Lewis, bases de Lewis, compuestos
organometalicos y diferentes sales de metales. De los anteriores, los compuestos
organometalicos son muy efectivos en la sintesis de PLA de alto peso molecular,

particularmente alquilmetales. Sin embargo, son tdxicos para su uso como biomateriales.

El SnOctz no se elimina completamente por el método de purificacion de disolucion y
precipitacion. Sus aplicaciones en biomedicina estdn muy limitadas porque los
compuestos organometélicos del estafio inducen dafios en el cuerpo humano. Algunos

catalizadores mas usados en la sintesis de lactida se muestran en la Tabla 2.

Existe un amplio interés en los biomateriales biodegradables, tanto que se ha puesto en la
mira la bdsqueda de nuevos catalizadores para la polimerizacion por apertura de anillo de
caprolactona y lactidas. Se buscan métodos alternos para la sintesis de éstos polimeros
que no contengan metales pesados, como el uso de nuevos catalizadores como fosfinas y
la 4-dimetilaminopiridina (DMAP). [32]

Tabla 2. Catalizadores que se usan en la sintesis de poli(acido lactico). [33, 34]

Catalizador
Alcoxidos de aluminio
Hierro

Octoato de estafio
Ariloxidos de zinc

Fosfinas
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Tabla 2. Catalizadores que se usan en la sintesis de poli(acido lactico) (continuacion).

Catalizador

Alcoxidos de zinc y magnesio
Cloruro de litio

Oro (1)

Itrio (111)

Lactato y sales de zinc
Tierras raras

Catalizadores de lipasas
Compuestos de fésforo
Creatinina

Microondas

1.5.7 Polimerizacion enzimatica

Knani et al. (1993) y Uyama y Kobayashi (1993) fueron los primeros en reportar la
polimerizacion por apertura de anillo catalizada por enzimas. [35] Namekawa, et al.
(1999) encontraron que la catalisis mediante lipasas puede inducir la polimerizacién por
apertura de anillo de lactonas no substituidas. Se ha estudiado a las lipasas de las familias
de las Pseudomonas, Candida Cylindracea, Aspergilus Niger, Candida Rugosa, Mujor
javancius Pseudomonas fluorescens y Psudomonas cepacia, Rhizopus japonicus y lipasa
pancreatica porcina, ademas de la lipasa B de Candida antartica preferentemente en su
forma inmovilizada, [36] con las cuales se han obtenido diversos rendimientos, también
se encontrd que hay influencia tanto del disolvente como de la concentracion para algunas
lipasas. [37, 38]

La polimerizacion enzimatica por apertura de anillo se puede aplicar como herramienta
para la sintesis en la quimica de polimeros. Las enzimas son biocatalizadores que pueden

acelerar una polimerizacion sin el uso de catalizadores metalicos toxicos.

La polimerizacion enzimatica presenta ventajas en comparacién a la polimerizacion

guimica como; actuar en condiciones suaves de presion, temperatura y pH. Ademas de
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ser especificas, regio y estéreoselectivas, con disolventes organicos y con diferentes
interfaces, se obtienen de recursos renovables, reciclables, no tdxicas, y no dafian al medio
ambiente. [38]

% CLipD>—O0H 0
(C—D) Lipasa N Complejo

Il
Lipasa®Lactona * H_G[GHz}mG_D

Intermediario Enzima-Acil

{CHE]m

(Monomero activado®Enzima)
Iniciacidn EM

0

HO(CH,)COR +  Lip. >—OH

EM + ROH
(R=H, Alkyl)

Propagacion
0]
Il
EM + HJrD{cHE}mc-]~on
n

0
H—{— G[GHEJME";-]EGH + Lip. >—OH

Figura 7. Mecanismo de polimerizacion enzimatica. [36]

En la polimerizacion enzimética de lactonas catalizadas por lipasas pasan por el
intermediario acil-enzima. (Figura 7). El sitio catalitico de las lipasas es un residuo de
serina, el primer paso importante de la formacion del complejo enzima-lactona por la
reaccion de apertura de anillo de la lactona con la lipasa, luego se abre el anillo de lactona
y se forma un intermediario enzima-mondémero activado (EM). La iniciacion comienza
con el ataque nucleofilico del agua, que probablemente se encuentre en la enzima, en el
acil del intermediario que luego produce un &cido -hidroxicarboxilico. En la
propagacion, el intermediario acil-enzima sufre un ataque nucleofilico por el hidroxilo

terminal de un hidroxicarboxilico incrementando la cadena una unidad mas.

La polimerizacion enzimatica no requiere de la exclusion de agua y aire cuando se usan
como catalizadores para la sintesis de poliésteres, en contraste con la tradicional sintesis
quimica. El agua tiene dos roles en la polimerizacion enzimatica por apertura de anillo.
Por una parte, las enzimas necesitan agua para mantener su conformacion activa, pero al
mismo tiempo actla como competidor en las subsiguientes condensaciones antes
mencionadas. [36] El agua en exceso se podria remover por técnicas fisicas de secado sin

perder la actividad de la enzima cuando esta inmovilizada.
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1.5.7.1 Lipasa Yarrowia lipolytica

La lipasa de Yarrowia lipolytica es una levadura Ascomycota que describe como un buen
productor de lipasas ampliamente usada en aplicaciones industriales. La mayoria de las
cepas de esta especie han sido aisladas de alimentos ricos en lipidos, tales como el queso

0 el aceite de oliva, asi como de aguas residuales. [39, 40]

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas E.C. 3.1.1.3) comparten un plegamiento en
comun del tipo o/p hidrolasa, contiene una pequeia hélice o, que se conoce como tapa, la
cual cubre al sitio activo, su actividad catalitica depende principalmente de la triada de

aminoéacidos que se conforma usualmente por serina, histidina y acido aspartico.

La estructura de las lipasas es un sistema dindmico de interconversion entre la
conformacién cerrada y abierta Cuando la lipasa es adsorbida a una interfase, la tapa es
desplazada para que el sitio activo se vuelva accesible al sustrato. Esta conformacion se

conoce como abierta.

La lipasa de Yarrowia lipolytica es una enzima que normalmente cataliza la hidrdlisis de
acidos grasos en condiciones acuosas en sistemas vivos, la lipasa aisladas y en disolventes
organicos se puede usar como catalizadores de esterificaciones, transesterificaciones,

polimerizaciones por policondensacion y por apertura de anillo. [35-37]

1.5.8 Propiedades del poli(acido lactico)

En el proceso de obtencién de poli(acido lactico), tanto el método de sintesis como la
relacion de los enantibmeros D y L modifican las propiedades del producto. ElI método
de policondensacion se utiliza para la sintesis de polimeros de bajo peso molecular u
oligbmeros (Mw<5 000). Por el contrario, la polimerizacién por apertura de anillo permite
sintetizar polimeros de alto peso molecular (Mw>100 000). En relacion a la cristalinidad,
el poli(L-acdio lactico) o PLLA y poli(D-acido lactico) (PDLA) son materiales
semicristalinos y su periodo de degradacion supera los dos afios. Por otro lado, el PDLLA
es amorfo y se degrada en aproximadamente 16 meses. La cristalizacién, el grado de
cristalinidad y las propiedades térmicas del PLLA dependen del peso molecular, de las

condiciones de polimerizacion, de su historial térmico, y de la pureza, entre otras [27]. El
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poli(acido lactico) presenta menor resistencia al impacto y estabilidad térmica, en

comparacion con los polimeros termoplésticos convencionales.

El PLA es el polimero sintético de origen biologico, biodegradable y biocompatible méas
usado en aplicaciones biomédicas, como en implantes reabsorbibles, ingenieria de tejidos
y liberacion de farmacos. La degradacion del PLA puede ser por hidrolisis y por via

enzimatica. [27]

1.6 Consideraciones de disefio de materiales para regenerar la piel

Anualmente existe un gran nimero de personas que necesitan un injerto de piel, debido a
diversos traumas causados por intervenciones quirdrgicas, Ulceras diabéticas, Ulceras
postquirdrgicas, sustancias quimicas, quemaduras, etc. Una alternativa al tratamiento es
un injerto que, idealmente, se adhiere a la herida, y por tanto debe ser poroso para permitir

la difusidn de nutrientes, secreciones, y humedad. [41]

Para el disefio de materiales que ayuden a regenerar la piel es importante considerar la
seleccion adecuada de los componentes, los polimeros biodegradables se utilizan para
regenerar este tejido, debido a sus propiedades fisicoquimicas y estructurales similares a
la matriz extracelular. Los polimeros naturales son los que presentan mejores propiedades
de adhesion celular, pero sus propiedades mecanicas son deficientes, en comparacién con

los polimeros sintéticos. [42]

Existen diversos materiales que se usan actualmente para la regeneracién de la piel; entre

ellos el colageno, fibrin6geno, quitosano, quitina PLA, PGA, PCL, PLGA.

1.7 Modificacién del quitosano

Existen diversos reportes en la literatura que mencionan la modificacion quimica del
quitosano (Tabla 3). [43-46] Las reacciones pueden ser especificas en la posicion del
carbono 2 (C2) del grupo amino (-NH2) o no especificas en cualquiera de los grupos
hidroxilo (—OH) situados en los carbonos 3 (C3) y 6 (C6), en el C3 se encuentra un

hidroxilo secundario y en el C6 se encuentra un hidroxilo primario, el cual es méas
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reactivo. Sobre los grupos —OH se pueden llevar a cabo reacciones de esterificacion y
eterificacion. El grupo —NH> es mas reactivo que el grupo —OH, y eso establece la
principal diferencia entre la celulosa y el quitosano. Debido a la presencia de este grupo,
el quitosano se puede disolver en medios acuosos ligeramente acidos y formar sales

cuaternarias. [45]

Tabla 3. Quitosanos modificados reportados en la literatura. [43-46]

Quitosano modificado  Ejemplos

Sales cuaternarias y Cloruro de trimetilquitosano

alquil quitosanos N-propil-N,N-dimetilquitosano
N-furfuril-N,N-dimetil quitosano
N-dietilmetilaminoquitosano.

N-Acilquitosanos Formil, acetil, propionil, butiril, hexanol,
octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol,
lauroil, miristoil, palmitoil, stearoil, benzoil,
monocloroacetil, dicloroacetil, trifluoroacetil,
carbamoil, succinil, acetoxibenzoil quitosano.

N-carboxialquil/aril N-carboximetil, N-carboxipropil, N-

quitosanos carboxibenzil, alanina, fenilalanina, tirosina,
serina, acido glutdmico, metionina, leucina,
glucano quitosano.

O-carboxialquil O-carboximetil quitosano.

quitosanos

N-carboxilacil De anhidridos maleico, succinico, itanoico,
quitosanos glutarico, trimélico, pirometrilico,

tiosuccinico, ftalico quitosano.

Quitosanos sulfurados = Cisteina, acido tioglicolico, 4-tio-butilamidina,
iminotiolano quitosano.

lones metalicos Paladio, cobre, iodo y plata.

guelatantes

Resinas semisintéticas = Copolimeros de quitosano con:

de quitosano metacrilato de metilo, &cido metacrilico,
N-isopropilacrilamida,
2-hidroxietilmetacrilato, acrilonitrilo,
4-vinil-piridina, vinil pirrolidona,
acetato de vinilo,
resinas de poli(urea-uretano),
poli(amida-éster),
acrilamida, anhidrido maleico,
N-vinilcaprolactama, poliestireno.
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Tabla. 3 Quitosanos modificados reportados en la literatura (continuacion).

Copolimerizacion de Copolimeros de quitosano con:

polimeros Poli(isobutilvinil éter),

preformados 0 PEG y derivados,

injertados sobre POE-PPO-PEO,

quitosano poli(etilen imina),
poliuretano,
poli(dimetilsiloxano),
polilactida,

policaprolactona,
poli(dioxanona),
colageno.

1.8 Estado del arte

Las modificaciones quimicas del quitosano y su amplio disefio molecular permiten
extender su uso, ya que no siempre los homopolimeros presentan las caracteristicas
requeridas. Una de las opciones consiste en la copolimerizacion por injerto, que es una
alternativa para sintetizar copolimeros con segmentos bien definidos de cada unidad
monomeérica. En el caso del quitosano, la copolimerizacion por injerto permite preservar
algunas de sus propiedades de este como son la mucoadhesién, la biodegradabilidad y la
biocompatibilidad, y agrega nuevas funciones que mejoran ciertas caracteristicas del
material y permite generar nuevos materiales hibridos compuestos. [44, 46]

Existen diversos métodos para la copolimerizacion de injerto, y estos incluyen reacciones
mediante radicales libres, redox, enzimatica, quimica, cationica, por microondas o
radiacion y. [46] La modificacion enzimatica ofrece una alternativa en donde las ventajas
obtenidas son superiores a las obtenidas mediante modificacién quimica. Esto desde el
punto de vista de salud, toxicidad y seguridad, ya que en la modificacién quimica se
utilizan organometalicos que dificilmente se eliminan completamente del biomaterial. Por
ejemplo, en el caso de la sintesis del PLA se utiliza octanoato de estafio (SnOcty) para

tener mayores rendimientos y altos pesos moleculares. [22]

En 1999, Qu et al. [47] sintetizaron el copolimero de injerto por el método directo o
policondensacion del D,L-acido lactico sobre quitosano, sin el uso de catalizador. En

2002 Kim et al. [48] realizaron la sintesis del copolimero por el método de polimerizacion
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por apertura de anillo de L-lactida sobre quitina, con cloruro de litio como catalizador y
como parte del medio, para solubilizar la quitina en DMF. Ya en 2004 Liu et al. [49]
reportan el copolimero de injerto tipo peine del poli(acido lactico) sobre quitosano por

polimerizacion por apertura de anillo de lactida, usando trietilaluminio como catalizador.

En 2004 Fujioka et al. [50] reportan el primer trabajo sobre un nuevo método de sintesis
catalizada enzimaticamente, para la polimerizacion del injerto en masa de los
copolimeros de e-caprolactona, P-butirolactona y vy-butirolactona sobre quitina y
quitosano como cadena principal. Usaron una lipasa pancrética porcina como

biocatalizador regioselectivo y encontraron que la y-butirolactona no reacciono.

Wu et al. [51], en 2005, sintetizaron el copolimero de injerto de quitosano y lactida,
usando quitosano soluble en agua y trietilamina como catalizador de la reaccion. En 2008
Yuan et al. [52] repitieron la sintesis. Luckachan y Pilliai [53], en 2006, usaron Ti(OBu)a4
como catalizador, en busqueda de un copolimero que presente mejores propiedades
fisicoquimicas y de biodegradabilidad en comparacién con los homopolimeros para

aplicaciones en el campo biomédico y farmaceéutico.

Liu et al. [54], en 2005, realizaron la copolimerizacion con microondas, injertaron -
caprolactona sobre quitosano, protegieron los grupos amino con anhidrido ftalico, siendo
el catalizador SnOct,. La reaccion de desproteccion se hizo con hidrazina y obtuvieron
un copolimero con grupos amino libres y con cadenas hidrofobicas de policaprolactona.
Feng y Dong [32], en 2006, no protegieron los grupos amino, polimerizaron la e-
caprolactona sobre quitosano con 4-dimetilamino piridina (DMAP) como catalizador y
lograron incorporar hasta el 400% de injerto de PCL en el quitosano. Wu et al. [55], en
2011, realizaron la sintesis del copolimero de quitosano-poli(e-caprolactona) en

condiciones similares a las de Liu et al. [54]

Liu et al.[56], en 2008, sintetizaron un nuevo copolimero de injerto de p-dioxanona y
quitosano, por polimerizacion por apertura de anillo de p-dioxanona en masa; utilizaron
Sn(Oct)2 como catalizador, el copolimero que obtuvieron lo probaron para liberacion de

ibuprofeno.

Lietal. [57], en 2008, sintetizaron el copolimero de injerto de poli(L-acido lactico) sobre
quitosano. Por un lado, utilizaron una ruta de proteccién y desproteccion con anhidrido

ftalico (como Liu et al. [54] en 2005), y, por el otro lado, reaccionaron el PLA con 2,4-
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toluendiisocianato. Enseguida, pusieron a reaccionar estos dos productos formando el

copolimero.

Bing-hong et al. [58], en 2009, sintetizaron el copolimero de injerto quitosano-injerto-
poli(D,L-lactida) por polimerizacion por apertura de anillo de D,L lactida. Utilizaron el
quitosano como macroiniciador, el octoato de estafio como catalizador y aplicaron
microondas. De igual manera, Luo et al. [59], en 2012, realizaron la sintesis del
copolimero irradiado con microondas, pero usando como cadena principal quitosano y su

derivado hidroxietil quitosano.

Duan et al. [60], en 2010, llevaron a cabo la sintesis del copolimero de injerto de poli(e-
caprolactona) sobre quitosano, injertaron los oligdmeros de e-caprolactona en los grupos
hidroxilo del quitosano via polimerizacién por apertura de anillo y usaron acido
metilsulfénico como disolvente, como catalizador y protector de los grupos amino del
quitosano. Chen et al. [61], en 2011, y Shi et al. [62], en 2014, reprodujeron la sintesis

del copolimero quitosano-g-poli(e-caprolactona) para electrohilarlo.

Liu et al. [63], en 2010, sintetizaron el copolimero de injerto de quitosano y polilactida
via polimerizacion por apertura de anillo de lactida sobre quitosano. Protegieron los
grupos amino con anhidrido ftalico (como Liu et al. [54] en 2005 y Li et al. [57] en 2008).
Sin embargo, observaron que durante la desproteccion alcalina ocurrid la degradacion del

quitosano-g-polilactida.

En 2010 Xie et al. [64] modificaron el quitosano con cloruro de trimetil silano (TMS-CI),
catalizaron la reaccion con dimetilamino piridina (como Feng y Dong en 2006).
Enseguida realizaron la esterificacion con los &cidos carboxilicos terminales del PLGA 'y
los hidroxilos secundarios del quitosano. Posteriormente, eliminaron el TMS-CI de la
estructura del copolimero de quitosano-g-PLGA. Finalmente, procesaron el copolimero

por electrohilado.

Li et al. [65], en 2011, realizaron la sintesis del copolimero de injerto de quitosano con
PLA, a traves de la modificacion quimica del PLA con 1-etil-3-(3-dimetilamoniopropil)
carbodiimida (EDC) como catalizador. Formaron un intermediario inestable al que se le
adiciona N-hidroxisuccinimida (NHS) y quitosano, para que la reaccion especifica de

injerto se lleve a cabo entre el grupo amino del quitosano y el acido carboxilico del PLA.
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Suyatma et al. [66], en 2011, prepararon el copolimero de injerto de PLA sobre quitosano
por dos diferentes métodos: por injerto directo y por apertura de anillo de L-lactida. El
método directo consiste en la reaccion de policondensacion en masa del acido lactico y
acido p-toluensulfénico como catalizador (como Qu et al. [47] en 1999). En el método de
polimerizacion por apertura de anillo de L-lactida se pone a reaccionar quitosano, L-
lactida y trietilamina (como Wu et al. [51] en 2005).

En 2011 Hu et al. [67] sintetizaron el copolimero biodegradable de polilactida injertado
sobre quitosano. Primero sintetizaron el PLA por apertura de anillo de L-lactida y D-
lactida en presencia de 1-octanol como iniciador y lactato de zinc al 0.1% como
catalizador. Después hicieron reaccionar PLA con N,N’-carbonilimidazol como agente
de acoplamiento. Para la copolimerizacion del injerto de quitosano, pusieron a reaccionar
PLA modificado con el quitosano y usaron dimetilamino piridina (DMAP) como
catalizador (como Feng y Dong [32] en 2006 y Xie et al. [64] en 2010).

Wang et al. [68], en 2013, sintetizaron el copolimero de injerto de caprolactona sobre
quitosano mediante polimerizacion por apertura de anillo de caprolactona y usaron
octoato de estafio (SnOct2) como catalizador. Lo novedoso de este trabajo fue que se
utiliz6 como medio de reaccion un liquido i6nico (acetato de 1-etil-3-metilimidazolio).

Ademas reportan que el contenido de PCL puede ser hasta del 630%.

Lu et al. [69], en 2013, sintetizaron el copolimero biodegradable de poli(D,L-lactida)
injertado sobre quitosano por polimerizacién por apertura de anillo in situ de D,L-lactida.

Usaron &cido lactico como disolvente y Sn(Oct). como catalizador.

Niu et al. [70], en 2014, como primer paso prepararon el PLA por polimerizacién por
apertura de anillo de lactida, usaron octoato de estafio (SnOct>) como catalizador. Por otro
lado, protegieron al grupo amino del quitosano con 1-hidroxibenzotriazol. EI copolimero
de quitosano injertado con PLA lo sintetizaron a través de una emulsion de autoensablaje,
en microemulsion de agua en aceite (W/O). La fase acuosa contenia al quitosano y la fase
oleosa contenia al PLA y al cloroformo. La microemulsion se realizo con span-80 y la
reaccion entre PLA y quitosano se llevo a cabo con cloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI) como catalizador, igual como lo reportaron Li et al. [65]
en 2011.
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Yu et al. [71], en 2014, realizaron un copolimero de injerto anfifilico. Utilizaron
quitosano e hidroxipropil quitosano (HPCS) como cadena principal hidrofilica y
polilactida como segmento hidrofobico (derivado de quitosano como lo utilizaron Luo et
al. [59] en 2012). Primero sintetizaron HPCS, despues realizaron la polimerizacion por
apertura de anillo de lactida sobre la cadena de HPCS, usando Ti(OBu)4 usaron como
catalizador (Luckachan y Pilliai [53] en 2006).

Se encontro reportado un copolimero entre quitosano y e-caprolactona, y B-butirolactona
sintetizado por Fujioka et al. [50] con una enzima lipasa pancreética porcina, pero no con
lactidas; tampoco se encontré el uso de la enzima de Yarrowia Lipolytica para la sintesis

del copolimero antes mencionado.

27



Materiales y Metodologia

Capitulo 2.

Materiales y Metodologia

2.1 Materiales

Para la sintesis del copolimero de injerto de lactida en quitosano se utilizd quitosano de
bajo peso molecular (bpm) con 80.3 % grado de desacetilacion y una viscosidad de 96
cps al 1% en 1% de &cido acético (Sigma-Aldrich), 3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona
(lactida) (Sigma-Aldrich), 2-etilhexanoato de estafio, Sn(Oct). (Reaxis C129), enzima
lipasa de Yarrowia lipolytica (YLL-1026, sintetizada y soportada de acuerdo al
procedimiento descrito por Barrera-Rivera et al. [72], proporcionada por la UG) y
dimetilformamida (DMF Sigma-Aldrich). Para la precipitacion y purificacion del
copolimero se utilizé acetona RA (Tecsiquim) y diclorometano (Sigma-Aldrich). Para la
caracterizacion por *H RMN en gel se usé dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6,
99.9 %D, Sigma-Aldrrich). Todos los reactivos y disolventes se usaron tal como se

recibieron.
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2.2 Sintesis del copolimero de injerto de lactida en quitosano

El copolimero se sintetiz6 a través de la polimerizacion por apertura de anillo de lactida
en quitosano. La polimerizacion se llevo a cabo por dos vias cataliticas: para la primera
se utilizd el catalizador quimico 2-etilhexanoato de estafio (octoato de estafio) y la

segunda un biocatalizador de enzima lipasa de yarrowia lipolytica.

Se agrego en el reactor 300 mg de quitosano de bajo peso molecular, 10 mL de
dimetilformamida como disolvente, 3 proporciones de lactida (Tabla 4), el sistema
catalitico al 1% con respecto al peso del mondmero y una barra magnética de agitacion.
El reactor se cerrd y se calent con agitacion en un bafio de silicon a temperatura constante
de 80 °C durante 24 horas. Una vez trascurrido el tiempo de reaccion, se dej6 enfriar, se
precipitd con exceso de acetona, se filtro y se lavo el so6lido que se obtuvo con
diclorometano para eliminar el polimero no injertado en el quitosano. El copolimero se
secd en un horno con presion reducida a 40 °C por lo menos 48 horas, para cuantificar el
porcentaje de injerto por gravimetria. Bajo estas mismas condiciones se sintetizaron los

injertos con distintas proporciones de lactida con respecto al quitosano (Tabla 4).

Tabla 4. Proporciones del copolimero de injerto de lactida y quitosano.

Injerto Cantidad de Cantidad de Catalizador
quitosano (mg) lactida
(mg)
QL 15 300 1500 slc
QL 1:10 300 3000 slc
QL 1:15 300 4500 s/c
QLE 15 300 1500 Enzima YLL
QLE 1:10 300 3000 Enzima YLL
QLE 1:15 300 4500 Enzima YLL
QLS 15 300 1500 Sn(Oct)2
QLS 1:10 300 3000 Sn(Oct)2
QLS 1:15 300 4500 Sn(Oct)2
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A continuacion se presentan las ecuaciones que se utilizaron para el calculo del % de

injerto, eficiencia de injerto, incorporacion y rendimiento

mcopolimero - mquitosano

% Injerto = 100 - — — — — — — — — — — — (1)
mquitosano
. . Meopoli — Mgy
% Eficiencia de injerto = —2"—""" o %100 — — — — — — (2)
Miactida

mcopolimero - mquitosano

% Incorporacion = =
copolimero

mcopolimero

% Rendimiento =
mquitosano + Mygctida

En donde m es la masa.

2.3 Caracterizacion de los copolimeros

Los copolimeros de injerto se caracterizaron con apoyo de técnicas de espectroscopia en
el infrarrojo (FTIR), calorimetria de barrido diferencial modulada (MDSC), anélisis
termogravimétrico (TGA) y resonancia magnética nuclear de proton y de carbono 13 (*H
RMN y BC RMN).

2.3.1 Espectroscopia en el infrarrojo (FTIR-ATR)

Se utilizé un espectrometro de infrarrojo Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR equipado
con accesorio de reflexion total atenuada (ATR), con cristal de diamante, para la
caracterizacion de los grupos funcionales en los copolimeros Los espectros se registraron
en un intervalo del nimero de onda de 4,000 a 500 cm™. A los espectros se les realizo

una correccion de linea base con ayuda del software OMNIC 4.1.
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2.3.2 Resonancia magnética nuclear de 3*C RMN CP-MAS y ‘H RMN

Para la caracterizacion de la estructura quimica del copolimero se utilizd un
espectrometro de RMN Bruker Avance 400 con una sonda de solidos usando las
secuencias combinadas de polarizacion cruzada (CP) y rotacion con angulo magico

(MAS). Se calculd el grado de acetilacion (DA) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(Icn,)

DA =
(IC1 +Ic, +1c, +1c, + 1 + IC6)/
6

en donde I¢y,, Ic, .- Ic,S0N las intensidades correspondientes a cada sefial en el espectro

de 3C RMN del carbono asignado a la estructura del quitosano.

El porcentaje de injerto de los copolimeros se determind con un espectrometro de RMN
Bruker Avance 400 con una sonda de geles. Para gelificar todas las muestras se utilizo
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds).

2.3.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de los injertos se analiz6 en un equipo TGA Q5000 TA
Instruments, a una razén de calentamiento de 10 °C/min en un intervalo de temperatura
ambiente a 400 °C, con flujo de nitrégeno a una velocidad de 10 mL/min. Se utilizo el
software TA Universal Analysis 2000 como herramienta para el analisis de los

termogramas.

2.3.4 Calorimetria diferencial de barrido modulado (MDSC)

Los termogramas de los materiales, se obtuvieron con un equipo DSC Q2000 TA
Instruments. Cada una de las muestras entre 4 y 14 mg, se colocaron en una charola de
aluminio cerrada herméticamente a una razon de calentamiento de 3 °C/min en el
modulado 1 °C/120 s, en un intervalo de temperatura ambiente a 220 °C con flujo de

nitrégeno a una velocidad de 10 mL/min, calibrado con indio.
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3.1 Sintesis de copolimero quitosano-g-polilactida (QL)

La reaccion que se llevd a cabo a partir de la polimerizacion por apertura de anillo del
lactida sobre el quitosano (Figura 8). La sintesis se realizé con dos tipos de catalizadores,
el octoato de estafio, el mas usado y recomendado para obtener altos pesos moleculares y
la enzima lipasa de Yarrowia Lipolytica (YLL), se realizaron las siguientes reacciones
(Figura 8).

OH RO

Catalizador o
S 0 RO
> 0,
DMF, 80°C *o

NH

FEaE

(6]
R=H o
[0}
(0}
R= OH
p
(0]

Figura 8. Reaccion de la copolimerizacion de injerto de lactida sobre quitosano.

32

OR



Capitulo 3

En la reaccién se pueden formar oligdmeros de lactida como producto secundario, es por
ello que se purifica primero con acetona para disolver estos oligdbmeros, se filtra el
producto, enseguida se lava con diclorometano para eliminar los restos de los oligomeros
que no reaccionaron y finalmente el producto se seco. Despues, se calculo por gravimetria
los porcentajes del mondmero injertado sobre el quitosano, la eficiencia de injerto, la
incorporacion del injerto y el rendimiento (Ecuaciones 1-4).

Conforme aumenta la proporcion entre el quitosano y el de lactida, aumenta el porciento
de injerto, a excepcién de la dltima proporcion en la reaccion con octoato de estafio
(Tabla 5). Esto se puede deber a que las condiciones de reaccion para el catalizador no
son Optimas, porque la temperatura de reaccion debe ser mayor a 120 °C, en atmosfera
de nitrégeno [33, 73]. Los porcentajes de incorporacién son relativamente, bajos, lo cual
se debe a la presencia de moléculas de agua en la reaccién. El agua juega un papel muy
importante en la polimerizacién del lactida, para aumentar los porcentajes de

incorporacion es necesario eliminar el agua del sistema antes y durante la reaccion.

El porciento de incorporacién del lactida, que fue maximo para las reacciones con
proporciones 1:15 en peso (quitosano:lactida). Sin embargo, los rendimientos son bajos
debido a que no toda la lactida se incorporé al quitosano y las cadenas del polimero no

siguieron creciendo.

Tabla 5. Analisis gravimétrico de la reaccion de injerto.

Injerto % % % %
Injerto Eficiencia Incorporacion Rendimiento
RQL 1:5 73.0 14.6 42.2 28.9
RQL 1:10 133.2 13.2 57.1 21.1
RQL 1:15 146.3 8.7 56.5 14.4
RQLE 15 106.8 21.3 51.6 34.4
RQLE 1:10 126.7 13.0 55.9 21.1
RQLE 1:15 147.2 10.0 59.5 15.7
RQLS 1:5 114.1 23.1 53.3 36.1
RQLS 1:10 154.1 15.4 60.6 23.1
RQLS 1:15 152.2 10.1 60.3 15.7
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3.2 Estructura por espectroscopia en el infrarrojo (FTIR-ATR)

El espectro en el infrarrojo del quitosano (Figura 9) presenta las frecuencias
caracteristicas de sus grupos funcionales (Tabla 6). Las sefiales que aparecen alrededor
de 3,300 cm™ corresponden a los grupos hidroxilos y aminas presentes en la estructura
del quitosano. La banda en 2,869 cm™ corresponde a los grupos C-H. En 1,650 cm™
aparece la vibracion de los grupos N-H de amida I, en 1,555 cm™ la vibracion de amida
I1'y en 1,315 cm™ aparece la banda de amida I1l. En 1,415 cm™ aparece la vibracion de
los metilenos. La banda en 1,373 cm™ es del metilo de la quitina. Finalmente, en
1,058cm™ y en 1,023 cm™ aparecen las vibraciones del C-O anomérico del anillo de
quitosano. Las bandas encontradas corresponde con lo reportado en la literatura. [47, 65,
74]

WW YN W i

[H [

%Transmittance

i . . . - . . . - . . .
4000 3000 2000 1000

Wavenumbers (cm-1)
Figura 9. Espectro en el infrarrojo del quitosano.

Tabla 6. Bandas de absorcion en el infrarrojo del quitosano.

Frecuencia Grupo funcional Estructura del quitosano
(cm™)

3,361y 3,272 v-OHYy v -NH
2,869 v C-H
1,650 v N-H Amida | = =
1,555 v Amida Il
1,415 v CH, g
1,373 & CHs de quitina o
1,315 6 Amida Il
1,149 T C-0-C 100-DA
1,058 v C-0yv C-0-C
1,023
893 vC-H

34



Capitulo 3

En el espectro del poli(acido lactico) (Figura 10) se observan las bandas caracteristicas

de sus grupos funcionales que se muestran a continuacion (Tabla 7). Los grupos C-H

aparecen en 2,998 cm™ y 2,943 cm™. La banda del carbonilo se presenta en 1,746 cm™.

La banda en 1,454 cm™ es por la vibracion del CHs. Las bandas en 1,208 cm™,

1,180 cm™ y 1,083 cm™ corresponden a las vibraciones C-O-C del éster. [28, 31]

%Transmittance
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Bs«f
Bo«f
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65~f
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55~f
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e
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2943,97
1358,30

1383,11

1041,34

1180,78 1127

1746,76
1083,31
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Wavenumbers (cm-1)

Figura 10. Espectro en el infrarrojo del poli(acido lactico).

Tabla 7. Bandas de absorcion en el infrarrojo de PLA.

Frecuencia
(cm)

2,998y 2,943
1,746

1,454

1,382

1,358

1,208y v 1,180
1,127

1,083

1,041

953y 918

870

755y 689

Grupo funcional Estructura del PLA

vCHyv CHs

v C=0

0 CH3

6 CH 0

6 C-H o

v C-0-C HO %H
p CHs "
v C-0-C

A% C-CH3

pCHs;+v CC

v C-COO

4 C=0
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En los espectros de infrarrojo del quitosano, el PLA y el copolimero de injerto QL
(Figura 11). Se observan nuevas bandas que corresponden a las del copolimero. La méas
notable se encuentra alrededor de 1,746 cm™, corresponde al grupo carbonilo presente en
el PLA. Una nueva banda en 1,450 cm™ caracteristica de la deformacion del metilo del
espectro del PLA. Las bandas en 1,257 cm™ y 1,191 cm™ se asignan, en el copolimero, a
las vibraciones C-O-C de los grupos éster. Las sefiales en 1,125 cm™ y 1,047 cm™ se son

atribuidas a los grupos metilo.

Se aprecia un aumento de la intensidad de las bandas que corresponden a las amidas | y
11, en 1,657 y 1,538 cm* respectivamente, debido a la formacién del grupo amida, por la
reaccion de injerto entre el grupo —NH> del quitosano y el carbonilo del lactida. La banda
en 1,191 cm* también aumenta conforme aumenta la proporcion de lactida injertada en
el quitosano. También, la banda mas ancha en 3,436 cm™ correspondiente a los -OH y
—NH: presentes en el quitosano disminuye su intensidad en el copolimero debido a la
reaccion de estos grupos con el carbonilo de la lactida donde se abri6 el anillo.[49, 53,
68]
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Figura 11. Espectros en el infrarrojo del Quitosano, PLA e injerto de quitosano-PLA (QL 1:15).
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Los espectros en el infrarrojo de los copolimeros QLE catalizados con enzima YLL con
tres proporciones: 5, 10 y 15 en peso de lactida (Figura 12). La intensidad de las bandas
en 1,746 cm™ van en aumento conforme aumenta el porcentaje de lactida en el
copolimero, de igual manera aumentan las bandas en 1,657 y 1,538 cm™ que
corresponden a la formacion del enlace amida en el copolimero. En todos los copolimeros
sintetizados por cualquier método, se observan las mismas bandas antes mencionadas
correspondientes al carbonilo y al enlace amida (los espectros se pueden ver en el

apéndice).
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Figura 12. Espectro en el infrarrojo de los copolimeros de injerto catalizados con enzima YLL.

3.3 Estructura por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

3.3.13C RMN CP-MAS

El espectro de 1*C RMN CP-MAS del quitosano de bajo peso molecular (Figura 13). El
pico que aparece en 104.31 ppm corresponde al C1 y la sefial que aparece entre 85 y
82 ppm pertenece al C4, que forman parte del enlace glucosidico 1-4 del esqueleto del
quitosano. La sefial en 74.65 ppm corresponde a los carbonos C5 y C3, mientras que las
sefiales en 60.28 y 56.77 ppm son de los carbonos C6 y C2 que estdn unidos a un

—OH y a un —NH> respectivamente.
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Las sefiales de la quitina en 173.26 ppm del carbonilo y en 23.08 ppm aparece la banda
del metilo de grupo acetilo. El grado de desacetilacion es de 80.4 % del quitosano, que se
calculo de acuerdo a la ecuacion 5 [74, 75] y con los valores de intensidades reportados
en la Tabla 8, el valor del grado de desacetilacion corresponde con las especificaciones

del proveedor del quitosano.

17326
12405
10431

848

\ 8231

7465

— 6028

—56.77
2.08

C5/ Cy

40 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 o
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de 3C RMN CP-MAS del quitosano.

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *C RMN CP-MAS del quitosano.

Quitosano Estructura del quitosano
ppm Intensidad
CHs [23.09 |[200,670.1 - OH - -
C2  |[56.80 |780,676.7 | e NH, C1
C6  |6034 |5704431 | [o ° S o
C5/C3 [74.66  |178,4253.2 HO = 2,
ca  |BLO7 [336,870.1 i /Q* wl In
84.73  |217,311.7
c1 104.36  |683,181.7 0
C=0 |173.28 |88,889.9

Cervera et al. [75] mencionan que el *C RMN CP-MAS es muy sensible a los cambios
estructurales. El desplazamiento quimico de los C1 y el C4 en carbohidratos unidos por
enlaces 1-4 se cree gque son altamente sensibles a cualquier cambio conformacional en el
enlace glucosidico. Lo anterior se puede corroborar al observar los desplazamientos

quimicos del injerto del C1 y del C4, que se desplazaron 2 ppm aproximadamente hacia
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campo alto y hacia campo bajo respectivamente, con respecto a las posiciones originales
del quitosano.

El espectro de *C RMN CP-MAS del copolimero de injerto QLE (Figura 14) con la
proporcion mas grande (1:15). Se observan nuevas sefiales en 19.76 y 16.23 ppm que
corresponden, principalmente, al metilo (CHs) del PLA. El carbonilo (C=0) del PLA
aparece en 170.49 ppm y la sefial en 70.09 ppm se asigna a los metinos (CH) del PLA
(Tabla 9). [76]

rira-rgle115.1.fid
13C-CPMAS de RQLE 115 a 5000Hz
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T
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Figura 14. Espectro de **C RMN CP-MAS del copolimero de injerto QLE 1:15. (*bandas laterales
de rotacion)

Tabla 9. Desplazamientos quimicos en *C RMN CP-MAS del copolimero de injerto QLE.

QLE 1:15 Estructura
Carbono 3 (ppm) o\<Q
C9 (C=0) 170.49 o clo
C1 102.11 N o
C4 84.32 1
C5, C3, C10 (CH) |70.09 . NH
C6 66.03 7T o
Cc2 54.57 d

19.76 n
C8, C11 (CHy) 16,23
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La comparacion de los espectros de 3C RMN del quitosano y los copolimeros de injerto
sintetizados sin catalizador, con enzima y con octoato de estafio (Figura 15).
Aparentemente, no hay diferencia entre los copolimeros obtenidos debido a que en los
tres espectros aparecen las mismas nuevas sefiales que indican la formacién de nuevos

enlaces, cambios en la estructura y entorno quimico diferente.

La sefial mas importante aparece en 170 ppm que corresponde al carbonilo del PLA y en
173 ppm aumenta la intensidad de la sefial que corresponde al carbonilo de amida. En
19.8 y 16.2 ppm aparecen las sefiales del metilo del PLA y en 70 ppm aparecen las sefiales
del metino del PLA, los carbonos C5 y C3 del quitosano y las sefiales de la estructura del
quitosano aparecen desplazadas alrededor de las mismas regiones. Las sefiales del C2 y

C6 son las més afectadas, ya que en estos carbonos se injerta el anillo de lactida. [77, 78]
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Figura 15. Espectros de RMN *C CP-MAS de a) quitosano, de los copolimeros injerto sintetizados,
b) sin catalizador, c) con enzima YLL y d) con SnOcta.
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3.3.2 Estructura del copolimero de injerto por *H RMN Gel

Espectro del quitosano de *H RMN (Figura 16) tomada de Wu et al. [51] De acuerdo con
esta referencia se muestran las siguientes sefiales: un singulete en 3.13 ppm
correspondiente al hidrogeno del carbono 2 (H-2), multipletes en 3.3 — 3.6 ppm que
corresponden a los hidrégenos (H-3, H-4, H-5 y H-6) y un pequefio singulete en 4.4 ppm
correspondiente al H-1.

5 4 3 2 1 pPmM

Figura 16. Espectro de *H RMN de quitosano. [51]

En los espectros de los copolimeros de injerto (Figura 17) se observan las sefiales que
aparecian en el quitosano en 3.13 a 3.6 ppm, pero ahora solo se forma una sola sefial en
3.6 ppm para los injertos sin catalizador y con octoato de estafio y en 3.8 ppm para el
copolimero catalizado con lipasa YLL, que concuerda con lo reportado por Wu et al. [51]
y Bing-hong et al. [58] El desplazamiento se puede deber a la cantidad de injerto en el
quitosano, por lo que hay mayor nimero de injertos en el copolimero QLE que en los
copolimeros QL y QLS. Asi mismo, la intensidad de las bandas entre estos dos Gltimos

es mayor en QLS ya que tiene cadenas mas largas que el QL.

Comparando con el espectro del quitosano, en todos los espectros de los copolimeros se
observa la aparicidn de nuevas bandas entre 1.45 y 1.28 ppm que se atribuyen a los grupos
metilo (CHs) localizados dentro de la cadena del PLA y terminales. Los grupos metino
(CH) del PLA en 5.49 y 4.90 ppm, aproximadamente, son asignados a los protones de la
unidad repetitiva del PLA y los terminales respectivamente. De acuerdo con Liu et al.

[56] las sefiales en 2.90 y 2.74 ppm corresponde a los hidrogenos del carbono 2 de la
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estructura del quitosano y aparecen por los grupos amino que no reaccionaron y los
grupos amida que se formaron con la unién de las cadenas de lactida. Por Gltimo, también
aparece una banda en 4.21 ppm que se debe a metino terminal del PLA y en 2.52 ppm

aparece la banda del disolvente DMSO.

38 36
f1 (ppm)

H3, H4, H5, H6

CH3
Hly CH; terminal |,
CH terminal H2

NH

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 17. Espectros de *H RMN en gel, DMSO-ds, de los copolimeros sintetizados a) sin
catalizador, b) con octoato de estafio y ¢) con enzima YLL.

3.4 Transiciones térmicas por calorimetria diferencia de barrido modulado
(MDSC).

En el termograma MDSC de los injertos sintetizados se observa (Figura 18) la transicion
vitrea (Tg) entre 48 - 53 °C que corresponde a las cadenas del PLA injertadas en el
quitosano; el copolimero con la T4 mayor es el sintetizado con octoato de estafio. Mientras
tanto, la Ty del quitosano se presenta en 208 °C y cuando se injerta el PLA baja la
transicion vitrea hasta un intervalo de 124 a 130 °C, de acuerdo con Suyatma et al. [66],
que reportan la Tq en un intervalo de 149-144 °C. Tan solo cuando se hace una mezcla
entre el quitosano y el PLA, la adicion del quitosano influye demasiado en la

cristalizacion del PLA cristalizable, disminuye esta fase, por lo tanto, estos polimeros son
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parcialmente miscibles e interactdan a través de puentes de hidrogeno intermoleculares

como lo muestran Chen et al. [77]
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Figura 18. Termogramas MDSC de los copolimeros QL, QLE y QLS todos con la proporcién 1:15
quitosano:lactida.

En el termograma del PLA (Figura 19) se observa la transicién vitrea de éste polimero a
una temperatura de 58 °C, el siguiente evento térmico es la cristalizacion en 114 °C la
cual es exotérmica y finalmente una sefial endotérmica en 172 °C que corresponde a la

fusion del material.
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Figura 19. Termograma DSC del PLLA
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El quitosano tiene puentes de hidrégeno intra e intermoleculares muy fuertes, por lo tanto,
el punto de fusion es mas alto que la temperatura de descomposicion. Cuando la lactida
se injerta sobre el quitosano los puentes de hidrégeno que estaban presentes en este
disminuyen, debido a que la lactida se injerta en los grupos -NH2 y-OH del polisacarido
y, por lo tanto, disminuyen los puentes de hidrégeno intra e intermoleculares, como
consecuencia, el injerto presenta una temperatura de fusion menor que la temperatura de
descomposicion. Todos los copolimeros sintetizados presentaron un evento endotérmico
entre 174 y 187 °C (que se pueden observar en el apéndice) debido a una posible

temperatura de fusion, de acuerdo con Liu et al. [49] y Luckachan et al. [53]

Es importante notar la tendencia que presentan la temperatura de fusion (Ts) y la entalpia
(AH) de los copolimeros de injerto, conforme aumenta el porcentaje de injerto sobre el
quitosano también lo hacen la Tsy su AH (Tabla 10). De acuerdo con los resultados de
'H RMN y los de MDSC se obtiene una mayor cantidad de injerto en el QLE y las cadenas
mas largas se forman en el injerto QLS.

Tabla 10. Transiciones relevantes y entalpias de los copolimeros de injerto determinadas

por MDSC

Muestra Ty Tg2 Ts AH

°C -C °C Jlg
Quitosano - 208.31 - -
QL 1:5 - 143.44 176.84 0.839
QL 1:15 49.45? 130.68 182.07 1.095
QLE 1:5 47.06? 137.1 174.73 1.359
QLE 1:15 48.3? 127.56 175.51 1.719
QLS 1:5 49.68? 131.18 187.54 0.827
QLS 1:15 53.21? 124.30 187.00 0.968

La sefial endotérmica que muestra el copolimero de injerto varia de 174 °C, cuando se
utiliza el biocatalizador, a 187 °C cuando se usa el octoato de estafio. Esta transicion
coincide con la temperatura de fusion del homopolimero de PLA (170 a 180 °C). La sefal
que se observa es amplia y pequefia, por lo que se tiene baja cristalinidad, muy
conveniente para la aplicacion, ya que, el tiempo de degradacion serd menor. La literatura
reporta [53] que la transicion observada en el copolimero de injerto corresponde a la
temperatura de fusion de las cadenas del PLA en el copolimero.
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3.5 Degradacion térmica por termogravimetria (TGA).

Se observa el termograma de TGA y DTG del PLA (Figura 20) donde se muestra su
estabilidad térmica. La primera pérdida de casi 4 % en peso del PLA que ocurre a los
220 °C se asocia a la pérdida de las moléculas de agua que se absorben en el material
debido a la humedad ambiental y a la presencia de moléculas de disolvente remanente en
el material, ya que comienza a perder peso muy lentamente a partir de los 60 °C. La
temperatura de descomposicion es, aproximadamente, de 345 °C, en 367 °C donde se ha
perdido el 63.58 % de su peso, presenta la maxima velocidad de descomposicién, y a
400 °C ya se ha perdido el 96.79 % de la muestra.
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Figura 20. Termograma de TGAy DTG del PLA.

Se observa el termograma de TGA y DTG del quitosano (Figura 21), la primera pérdida
de casi el 5% ocurre alrededor de los 135 °C, la cual se atribuye a la presencia de humedad
en la muestra que inicia a los 50 °C. Debido a la facilidad con la cual forma enlaces de
tipo puente de hidrogeno con los grupos hidroxilos y aminas de la estructura del
quitosano. Posteriormente se observa la temperatura de descomposicién del quitosano a
los 270 °C, aproximadamente. Enseguida presenta una rapida descomposicién a los
295 °C perdiendo 25 % de su peso. A partir de este punto, la descomposicion es un poco
mas lenta y pierde un 20 % de peso mas, por lo que, finalmente, se tiene un 45 % en peso

del residuo de descomposicion.
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Figura 21. Termograma de TGA y DTG del quitosano.

Se puede observar el TGA con su respectiva derivada del injerto sintetizado sin
catalizador en la mayor proporcion QL 1:15 (Figura 22). El evento térmico se asocia a la
desorcién de agua del material, con una pérdida en peso del 1.3 %, atribuido al agua
remanente que no se puedo eliminar completamente en el secado. El segundo evento
térmico se debe a la eliminacién de disolvente, en este caso DMF, con una pérdida del
4.6 % en peso. El tercer evento térmico comenzé en 131 °C con un maximo en 172 °Cy
una pérdida de 9.3 % en peso, este cambio se asocio a la degradacion de oligémeros del

PLA de acuerdo con Luckachan et al. y Avérous. [7, 53]

En 211 °C se observa el inicio de la degradacion, en 229 °C presenta un aumento en la
velocidad de degradacion perdiendo del 11 % y al 28 % en peso hasta los 267 °C. Esta
pérdida se debe a la descomposicion de los oligomeros del PLA, ademas de los efectos
de la estabilidad térmica de los copolimeros de injerto. Se observa que todos los
copolimeros tienen una temperatura de descomposicion menor que la del quitosano
270 °C.

Se observa en los resultados que la estabilidad térmica del quitosano-g-PLA decrece en
comparacion a la estabilidad térmica original del quitosano. El injerto de las cadenas de

PLA en la estructura del polisacarido podria interrumpir la estructura cristalina del
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quitosano, especialmente por la pérdida de los puentes de hidrégeno que existian entre
las cadenas del quitosano antes del injerto. Los tres injertos sintetizados presentaron un
termograma similar (se puede observar en el apéndice). Para finalizar a los 400 °C se

tiene un 81.6 % de pérdida en peso del copolimero.
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Figura 22. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:15 sin el uso de
catalizador.

Se observa el termograma de TGA con su respectiva derivada DTG del injerto sintetizado
con biocatalizador de enzima lipasa de Yarriwia Lipolytica QLE 1:15 (Figura 23). El
primer evento térmico se asocia a la desorcién de agua del material, con una pérdida en
peso del 1.5 %, aproximadamente. El segundo evento térmico se atribuye a la eliminacion
de disolvente DMF, con una pérdida del 4.4 % en peso. El tercer evento térmico comenzo
en 140 °C con un méximo en 179 °C y una pérdida de 6.7 % en peso, este evento puede
pertenecer a la degradacion de oligdbmeros del PLA. Es importante hacer notar que este
méaximo alrededor de los 179 °C, solo se presento en este copolimero de los sintetizados
con enzima, en los otros dos casos se observan hombros en vez de sefiales resueltas (se

pueden ver los termogramas en el apéndice).

En 238 °C se observa el inicio de la degradacion, en 260 °C presenta un aumento en la
velocidad de degradacion perdiendo el 25 % en peso, esta pérdida se debe a los

oligobmeros del PLA ademas de los efectos de la estabilidad térmica de los copolimeros
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de injerto. Y, para finalizar, en 400 °C se observa la pérdida del 78.8 % en masa del
copolimero.
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Figura 23. Termograma TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:15 sintetizado con enzima
YLL.

Se observa el TGA y DG del copolimero de injerto de QLS 1:15 sintetizado con octoato
de estafio (Figura 24). Como se ha mencionado en los térmogramas anteriores, el primer
evento térmico corresponde a la humedad con una pérdida en peso del 1.5 %
aproximadamente. EI segundo evento térmico se debe a la DMF, con una pérdida del
3.5 % en peso. El tercer evento térmico comenzo en 142 °C, no se observa un cambio de
pendiente evidente alrededor de 179 °C, como en los termogramas de los copolimeros
sintetizados sin catalizador, pero se observa un hombro en el copolimero QLS 1:5. En
210 °C se observa la temperatura de descomposicidén con un maximo en 232 °Cy 23 %
de pérdida en peso, esta pérdida se debe a los oligdbmeros del PLA ademas de los efectos
de la estabilidad térmica de los copolimeros de injerto. Después de este punto la
degradacion se va haciendo lenta hasta los 300 °C en donde se observa otro maximo, a
diferencia del compuesto QLS 1:5 que presenta dos maximos alrededor de 278 °C y
308 °C (pueden verse en el apéndice los otros termogramas). Finalmente, a los 400 °C se
observa el 77.8 % de pérdida en peso del copolimero QLS 1:15.
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Figura 24. Termograma TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:15 sintetizado con Sn(Oct)..

Se presenta el termograma TGA y DTG de los copolimeros de injerto QL sin catalizador
(Figura 25). Como ya se comentd, antes de los 175 °C corresponde a la pérdida de
humedad, disolvente y algunos oligdmeros. En el intervalo de 190 a 260 °C se observan
un maximo que el quitosano no presenta, este corresponde a las cadenas del PLA en el
copolimero. Este maximo va aumentando en intensidad conforme aumenta el injerto de

PLA en el quitosano. EI maximo que esta en el intervalo de 260 a 340 °C corresponde a

Universal V4.5A TA Instruments

las cadenas de quitosano, este se va desplazando a temperaturas mayores.
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En base en el analisis termogravimétrico se cuantifico la cantidad de PLA que se injerta
en el quitosano. En la Tabla 11 se presenta el porcentaje aproximado de PLA que se logro
injertar en el quitosano, en donde se observa una tendencia clara, a mayor proporcion de

lactida aumenta la cantidad de PLA que se injerta.

Se observa que el proceso sin catalizador fue donde se obtuvo la menor cantidad de injerto
38%, seguido del proceso enzimatico, en donde se logré injertar mas del 45%, y
finalmente, el proceso catalitico por via organometalica en donde se logré un injerto del
53%.

Tabla 11. Porcentaje de PLA injertado en quitosano por termogravimetria.

Muestra Injerto de PLA
%
QL 15 25.83
QL110 31.58
QL115 37.50
QLE 15 25.93
QLE 110 43.71
QLE 115 45.49
QLS 15 34.49
QLS 110 40.46
QLS 115 52.58

50



Capitulo 4

Capitulo 4.

Conclusiones

Se logré sintetizar el copolimero de quitosano-g-polilactida, Q-g-PLA, por un nuevo
procedimiento con baja toxicidad, mediante polimerizacion por apertura de anillo de

lactida, con la enzima lipasa de Yarrowia Lipolytica como biocatalizador.

Se comprobd, mediante espectroscopias en el infrarrojo y resonancia magnética nuclear
de 3C y de protdn, que se logro el injerto quimico del PLA en la estructura del quitosano
y que tanto el grupo —OH y el —NH> del quitosano participaron en la reaccion quimica

como el carbonilo que resulta al abrirse el anillo de la lactida.

Con base en el andlisis termogravimétrico, el copolimero quitosano-g-poli(lactida)
sintetizado sin catalizador comenz6 a degradarse térmicamente antes que el sintetizado
con el biocatalizador. En tanto el copolimero sintetizado con el octoato de estafio

comenz0 a degradarse a mayor temperatura que los otros copolimeros.

De acuerdo con los analisis de TGA, MDSC y 'H RMN, a medida que se aumenta la
proporcion de lactida en la reaccion, aumenta la cantidad de lactida injertada sobre el
quitosano. Ademas, se comprobd por TGA que el tipo de catalizador influye

significativamente en la cantidad de lactida injertada: con la enzima lipasa de Yarrowia
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Lipolytica se logr6 un injerto de 45 % y con el octoato de estafio se logro un injerto de
52 %, de hecho con este Ultimo se obtuvieron cadenas de PLA mas largas.

La disminucién de la Tg4 del quitosano (208 °C) respecto a la T4 de los injertos (130 °C)
puede deberse a la eliminacion de algunos puentes de hidrogeno que existian entre las
cadenas del quitosano, ademas de que el PLA injertado proporciona mayor flexibilidad a

las cadenas del quitosano, por lo que la T4 del copolimero se reduce sensiblemente.
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Perspectivas

Secar y purificar el quitosano y la lactida para aumentar el procentaje de injerto. Ademas,

realizar la reaccidn en atmosfera inerte.

Modificar la concentracién de enzima y los tiempos de reaccion de la sintesis, ya que las

enzimas necesitan tiempos mas prolongados para obtener mayores rendimientos.

Para caracterizar los injertos sobre el quitosano se utilizaria la biotecnologia. De manera
que, la enzima quitinasa degrade el quitosano. Para luego cuantificar por GPC y RMN las

cadenas de PLA que fueron injertadas en el polisacarido.

Realizar una sintesis alterna. Primero sintetizar oligbmeros de PLA y luego injertarlos
sobre el quitosano para conocer de una manera mas precisa la longitud de los oligdmeros

injertados en el quitosano.

Realizar pruebas bioldgicas de citotoxicidad y proliferacion celular de fibroblastos para

comprobar que el material es apto para el crecimiento celular de tejido conectivo.

Procesar el copolimero por electrohilado ya que han reportado que tiene buena

histocompatibilidad y es un material potencial en la ingenieria de tejidos.
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Figura 30. Espectros en el infrarrojo de dos copolimeros de injerto sintetizados con catalizador octoato

de estafio con proporciones de a) 1:5, b) 1:10y ¢) 1:15
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Figura 31. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QL

rjra-rqls115.1.fid
1H de RQLS 115 en DMSO-d6 a 5000Hz

Cll

- 1400

1300

1200

F1100

1000

=900

- 800

=700

- 600

I 500

{400

=300

=200

- 100

-100

3000

2800

2600

2400

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
1 (ppm)

Figura 32. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QLS
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Figura 33. Espectro RMN 1H en gel (DMSO-ds) del copolimero QLE
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Figura 35. Termograma MDSC del quitosano y los copolimeros de injerto QLE con proporcion 1:5y
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Sample: RQL 15 TGA 10 N2 26ENE15 File: C:..\TGA\RQL 15 TGA 10 N2 26ENE15.00:

Size: 8.1420 mg TGA Operator: D.Cabrero
Run Date: 26-Jan-2015 21:41
Instrument: TGA Q5000 V3.15 Build 263
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Figura 37. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:5
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Figura 38. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:10
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Figura 39. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QL 1:15
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Figura 40. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:5
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Figura 41. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:10
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Figura 42. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLE 1:15
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Figura 43. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:5
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Figura 44. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:10
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Figura 45. Termograma de TGA y DTG del copolimero de injerto QLS 1:15
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Figura 46. Termograma de TGA de los copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador
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Figura 47. Termograma de TGA de los copolimeros de injerto sintetizados sin catalizador
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Figura 48. Termograma de las DTG de los copolimeros de injerto sintetizados con enzima YLL
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Figura 49. Termograma de TGA de los copolimeros de injerto sintetizados con octoato de estafio
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Figura 50. Termograma de las DTG de los copolimero de los injertos sintetizados con octoato de estafio
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