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INTRODUCCION

La caracterizacion de un polimero consiste en determinar parametros
cualitativos y/o cuantitativos, que describan el comportamiento a nivel
macro y microscépicos de las particulas que lo componen, con base en
sus propiedades fisicoquimicas. La importancia del presente estudio
radica, en particular en el area de la quimica, ya que; otorga el
conocimiento necesario para que de esta manera se puedan implementar
nuevos y mejores métodos de sintesis y analisis, con la finalidad de abrir
diferentes opciones en los diversos campos de aplicacién a la industria de
biopolimeros, farmacoldégica, medicina humana vy veterinaria, por

mencionar algunos.

En el caso de sustancias coloidales, utilizadas en sueros de perfusion
de uso clinico, en pacientes con trauma y/o en estado de shock, es decir,
cuando el paciente estd sangrando abundantemente, la pérdida de
volumen de liquido en sus venas puede conducir hasta ese estado, por lo

cual, necesitan reanimacién liquida, por via intravenosa.

El estudio de materia prima utilizada en dichos sueros se ha colocado
como punto focal del ojo cientifico, en el analisis de dafios y efectos
adversos que provocan fallas de coagulacion e insuficiencia renal. Hasta

nuestros dias sigue la intensa busqueda en encontrar el coloide ideal.

El aporte cientifico en la presente busqueda se complementa con
base en la caracterizacion de la materia prima utilizada para dicho fin.
Utilizando las técnicas FTIR, DSC, DLS, RMN, XPS y Picnometria de
desplazamiento de gas (Helio), con las cuales se pretende tener un
panorama mas amplio de las posibles causas o efectos que podria

acarrear el utilizar HEA como suero plasmatico.




Capitulo 1

1. ANTECEDENTES

1.1 COLOIDE

Los coloides son particulas suspendidas en un fluido con diametro
alrededor de 102 a 10> m, en algunos casos de alto peso molecular, las
cuales atraviesan con dificultad las membranas capilares, de forma que
son capaces de aumentar la presidon oncética plasmatica y retener agua

en el espacio intravascularfl aumentando el volumen plasmatico.

En medicina una sustancia coloidal, se define como el liqguido de
reposicion que contiene azucares complejas o proteinas en suspension
diluidas en una solucion electrolitical?l. Se dividen en (Figura 1) sintéticos

(gelatinas, almidones y dextranos) y naturales (albumina).

Gelatina

i

sintético Almidon

Coloide Dextrano

Natural Albumina

HUE

Figura 1. Diagrama de diferentes tipos de coloides

Una sustancia coloidal, causa una expansion inicial del volumen

plasmatico, cuya magnitud y duracién depende de la rapidez de infusién,




1. ANTECEDENTES

de la presion oncética de la disolucion, del nimero de osmoles

introducidos y de la velocidad de aclaramiento de la mismal3l,

Recordemos que, el osmol (osm) es igual a 1 mol (6,02x1023
moléculas) particulas de soluto y la osmolaridad, por tanto, describe el
numero de particulas en solucion, es decir, corresponde al numero de
particulas que contribuyen a la presidon osmética en un litro de disolucion
y se mide en miliosmoles por litro (mOsm/L). Los valores normales de la

osmolaridad plasmatica oscilan entre 282 £4 mOsm/L.[4!

1.2 ALMIDON

1.2.1 Composicion del almidon

Esta formado por un solo tipo de monosacarido que es D-glucosa, es
decir, un polisacarido homoglucano (compuesto de dos polisacaridos que
son amilosa y amilopectina) dependiendo en las proporciones en las que
se encuentren ambos polisacaridos ademas de la morfologia, calidad y
tamano del granulo, serd la funcionalidad y las propiedades que

caracterizan al almidon.

Se encuentra en tejidos de origen botanico(Tabla 1), incluyendo
frutos, semillas, hojas y mas cominmente en tubérculos[®! como la papa,
cereales como el trigo, arroz, pseudocereales, legumbres, algunas frutas
tropicales y principalmente en maiz donde su produccién es mas

considerable.




1. ANTECEDENTES

Se obtiene de las plantas superiores, es decir, plantas con érganos
diferenciados y tejidos vasculares!3] por métodos fisicos, como son la

maceracién, secado, separacion, centrifugacién, etc.

Tabla 1. Diferencia estructural en contenido porcentual de amilosa y amilopectina en

almiddn de diversas fuentes vegetales

Almidon Amilosa (%) Amilopectina (%)
Papa? 20.1 - 31.0 70.0 - 80.0
Maiz® 22.4 - 32.5 68 - 75
Arrozb 28.5 81.0
Trigo® 30.0 75.0
Yuca“ 17.0 83.0

Quinua® 10.0 - 21.2 85.0

Camote! 19.6 80.4

Fuentel®l: a) Raghunathan, Hoover, Waduge, Liu, y Warkentin (2001); b) Shevkani, Singh, Bajaj
y Kaur (2017); c) Li, Wang, y Zhu (2016); d) Betancur (2001)

La amilosa es un polimero de cadena lineal en la cual las unidades
de D-glucosa se presentan como anillos de piranosa unidos en a-1,4 y un
bajo grado de ramificacion en enlaces a-1,6!7], la unidad de disacarido
que se repite es la maltosa y debido a la presencia de grupos hidroxilo,
presenta propiedades hidrofilicas (Figura 2)!8] siendo soluble en agua. La
molécula tiene un peso molecular promedio de 1 x10° a 1 x10% g/molt°],
sin embargo, varia segun sea su derivado vegetal, proceso de sintesis y

meétodos de aislamiento utilizados.

Figura 2. Estructura molecular de amilosa




1. ANTECEDENTES

La amilopectina es un polimero de unidades de D-glucosa de
cadenas ramificadas de longitud media (24 a 30 unidades por
ramificacién) con enlaces glucosidicos en la cadena principal en un 94-
96% del tipo a-1,4 y 4-6% con enlace en los puntos de ramificacion
(aproximadamente cada 15-25 unidades de glucosa)t3l, del tipo a-1,6
formando una estructura ramificada (Figura 3)[8l, La molécula tiene un
peso molecular medio de 1x107 a 1x108 g/moll”l, con mayor peso
molecular respecto a la amilosa y es parcialmente soluble en agua

caliente.

Figura 3. Estructura molecular de amilopectina

1.2.2 Degradacion metabdlica del almidon

El almidén, presenta un comportamiento inestable, en cuanto a
propiedades mecanicas y quimicas; principalmente por su alta
degradacion al ser rapidamente hidrolizado por acciéon de dos enzimas
glucoliticas: alfa y beta amilasal? (Figura 4), la primera de estas enzimas
es producida, en caso humano, principalmente en el pancreas y en menor
cantidad en las glandulas salivales y la segunda enzima, debido a su
origen vegetal, se encuentran en almendras y semillas de germinacion.[t1]
Ambas actuan en los procesos de digestion de carbohidratos, encargadas

de la transformacion de almidon en azlcares mas simples, desdoblando




1. ANTECEDENTES | =--emmemecmeeeaeee

el almidon hasta alfa dextrinas y maltodextrinas que son fragmentos de
polisacarido, que posteriormente son degradados hasta glucosa, con la
finalidad de producir un monosacarido simple que es facilmente procesada

por el cuerpo humano.

ALMIDON *a - f amilasa

DEXTRINAS,
MALTODEXTRINAS
Y MALTOSA

e/somaltasa,
Destrinasa y Maltasa

GLUCOSA

Figura 4. Degradacidon metabdlica del almidén a glucosa y las enzimas responsables e

involucradas

Diversos azucares como disacaridos o polisacaridos pueden ser
descompuestos al disolverse en agua, cuando el hidrogeno de ésta se une
al oxigeno del extremo de la molécula de azlcar, mientras el ion hidroxilo
(OH-) se une al resto de la misma molécula. De este modo se simplifica
el azlcar, lo cual permite llevar moléculas complejas a otras semejantes
mucho mas simples(i2], y es un proceso llevado a cabo regularmente por

las formas de vida.




1. ANTECEDENTES

1.3 HIDROXIETIL ALMIDON (HEA)

1.3.1 Definicion de hidroxietil almidon (HEA)

Su nombre quimico es poli(oxi-2-hidroxietil)almidént!3] y formula
quimica [CsH1005(C2H40x)]n, mayormente conocido por su nombre
genérico hidroxietil almidon(i4! (Figura 5) es derivado no idnico del
almidon natural, formado por polisacaridos naturales, especificamente
por dos polimeros de glucosa, amilosa y amilopectina con sustitucidon de
los grupos hidroxilos(-OH) en los carbonos 2, 3 y 6 por grupos
hidroxietiléter(-CH2CH>0OH) en las moléculas de glucosa. Dando lugar a la
formacién de polimero sintético conformado por macromoléculas HEA de
alto peso molecular organizadas en granulos semicristalinos (1-
100um)[t3] que influyen de manera determinante en las propiedades
reoldgicas del hidroxietil almidén, principalmente en su capacidad de

hidratacion.['®] Las moléculas de HEA se organizan en anillos concéntricos

.
/.

OH
0 o
02
OH

para originar una estructura granular.

HO

O\AOH OH
0
Q 0 0 o
HO OHO&A/ HO Ho
o] 01
OH

OH

Figura 5. Estructura molecular de hidroxietil almidén




1. ANTECEDENTES

1.3.2 Analisis estructural de hidroxietil almidéon (HEA)

La sustitucidn se representa en grado de sustitucion (DS) y esta
relacionado con la modificacién quimica e indica el promedio del nUmero
de sustituciones de grupos hidroxietilo (-CH.CH>OH) por unidad de
glucosa (Figura 6)i4, donde el maximo grado de sustitucion es tres,
debido a que se presentan tres grupos hidroxilo disponibles por unidad de

glucosa en posiciones de carbono Cz, C3 y GCe.

/‘ CH 20R 6 N
R 0

OR 3 1

HA— 0 = rOH

4

R 2
e _/

n

Figura 6. Estructura molecular repetitiva de hidroxietil almidéon

Se considera que, los tres diferentes grupos hidroxilo tienen diferente
reactividad. El primer -OH en el carbono 6 (Cs), es mas reactivo y la
hidroxietilacidon es llevada a cabo mas facilmente que en los carbonos 2
(C2) y carbono 3 (C3). De los grupos -OH secundarios, el grupo -OH en el

Cz es mas reactivo que el del Cs!t7! (Figura 7).

Cs 4—

Figura 7. Sitios de mayor reactividad en la molécula de HEA.
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1.3.3 Método de sintesis de hidroxietil almidén (HEA)

Se lleva a cabo una derivatizacién que consiste en transformar el
almidon en un producto que posee una estructura quimica similar, para
conferir estabilidad plasmatica. Se realiza por cuatro métodos, los cuales
son reacciones de cambio de tipo fisico, quimico y microbiano o por una
combinacion entre estas. Las transformaciones quimicas son reacciones
via éter, formacion de ésteres, oxidacion he hidrdlisis de los grupos
hidroxilos!8l, que permite modificar la naturaleza hidrofilica, reducir la
tendencia a la retrogradacién, es decir, la insolubilizacién vy Ia
precipitacion espontanea de las moléculas de amilosa, debido a que sus
cadenas lineales se orientan paralelamente por puentes de hidrogeno!!®]
y obtener cambios significativos en las propiedades mecanicas y térmicas
del almiddn.

Tomando en cuenta las multiples transformaciones quimicas
existentes para obtener hidroxietil almidén, el presente trabajo, solo
explica el mecanismo de reaccidon con base en el método de sintesis de
polietoxilacién con la finalidad de comprender la obtencion de las
muestras de hidroxietil almidén a caracterizar, en el cual, el almidén
reacciona con epoxido, para este caso en particular éter ciclico como lo
es el 6xido de etileno, en presencia de un medio catalizador alcalinizante,
preferentemente hidréxidos metalicos alcalinos, por ejemplo, hidréxido
de sodio o hidroxido de potasio, para producir grupos hidroxialquil, que
estan directamente relacionadas con las reacciones de los grupos
hidroxilo del polimero de almiddon, dando lugar a la formacién de
macromoleculas poli(O-hidroxietil)almidén ¢ hidroxietil almidén, que
posteriormente, es purificado por ultrafiltracion para la eliminacién de

moléculas pequefias. (Figura 8) [20],
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Almidén Q Hidrélisis dcida :> Polietoxilacién :> Ultrafiltracén

A Ay (eliminacion de moleculas

r A - Al pequefias)
Determinante del Determinante de la Ve Al N
peso molecular sustitucion molar Determinante del intervalo
y de la relacién C,/Cg de peso molecular

Figura 8. Esquema general de sintesis de almidén para obtener hidroxietil almidén
(HEA).
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Figura 9. Mecanismo de reaccion - etoxilacién de almidén para obtener hidroxietil
almiddén (HEA).

Donde; R, R1 y Re = H, CH2CH>OH o enlace glucosidico a-1,6, Rz, R3

= H o CH2CH20H, Rz y R3 pueden ser iguales o diferentes y n = namero
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de unidades estructurales repetitivas de unidades de glucosa o
hidroxietilo.

El mecanismo (Figura 9)['4] muestra una sustitucidon nucleofilica,
como primer paso, se adiciona acido clorhidrico (HCI) hasta alcanzar un
intervalo de acidez entre 4.4<pH<5.3 lo cual evita la degradacién total
del reactivo almidén y con la finalidad de aumentar la solubilidad en medio
acuoso. La adicién de la base (NaOH) lleva a una basicidad del medio en
un intervalo entre 6.0<pH<6.5, lo que permite formar alcéxidos a partir
de la desprotonacion de los respectivos alcoholes primarios (R-OH) de los
grupos hidroxilo presentes en C3<C.<Ce, en el anillo de la molécula de
anhidroglucosa del almiddn, que actlia como nucledfilo, en presencia del
medio alcalino, para posteriormente hacer el ataque regioselectivamente
de modo anti al oxigeno del epdxido y finalmente la formacion del
hidroxietilo con la protonacién del oxigeno con un protén del medio. La
reaccion termina con la etoxilacién en el orden antes mencionado de los
grupos hidroxilo activos. Dicha etoxilacion, dependera de las condiciones

de reaccion y de la naturaleza del almidon.

1.3.4 Clasificacion de hidroxietil almidon (HEA)

Existen dos caracteristicas fisicoquimicas de interés que orientan
sobre el comportamiento de HEA en el organismo(Tabla 2) es el peso
molecular (Mw) por sus siglas en inglés, que determina su actividad
coloidal, y el grado de hidroxietilacion, que determina su vida media, esté
ultimo se cuantifica por el indice de sustitucion molar (MS) por sus siglas
en inglés, relacién de sustitucién en C/Cs, es decir, el numero de

moléculas de glucosa que han sido sustituidas por formas hidroxietiladas
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de glucosa preferentemente en las posiciones 2 y 6 de la molécula, ya
que son las que confieren estabilidad. Cabe mencionar que, la
hidroxietilacion en el C. es la que confiere la mayor estabilidad a la

macromoléculallol,

Tabla 2. Tipos de hidroxietil almiddn de acuerdo a sus caracteristicas y propiedades

fisicoquimicas

Peso
) ; Nombre Sustitucién | Ratio
Generacion HEA @ Clasificacion . molecular
Genérico molar (MS) C>/Cs
(Mw) [Da]
1@ Generacion
HEA 450/0.7 b 450 000 0.7 5:1
(1974)
Hetalmidon HEA 670/0.752 670 000 0.75 4.5:1
a .
242 Generacién HEA 600/0.7 600 000 0.7 5:1
(1978 - 1980)
Hexalmiddn HEA 260/0.62° 260 000 0.62 9:1
Pentalmidén | HEA 200/0.5°2 200 000 0.5 5:1
3ra Generacion
HEA 130/0.42 ® 130 000 0.42 6:1
(1999) i
Tetralmiddn
. HEA 130/0.4° 130 000 0.4 9:1
42 Generacion
(2002) )
Pentalmidon HEA 70/0.5¢ 70 000 0.5 3:1

a) Francés, Nadal, y Armengol (2015)[21], b) Kozek Langenecker, S, (2005)[22], ¢) Boldt J., Suttner
S., (2003)[231,

El indice de sustitucion molar (MS) y el ratio (relacién cuantificada
de la proporcion C,/Ce) de hidroxietilacion[24], que es un patron de
sustitucién que determina la proporcion de grupos hidroxilos en la

posiciéon C, con respecto a Cs de las moléculas de glucosa del HEA[21],
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consideran la afinidad de la molécula por el agua, ya que, los grupos
hidroxietilicos son de caracter hidréfilo de tal manera, para un mismo
peso molecular la cantidad de moléculas de agua atraidas sera mayor en
las sustancias que contengan compuestos de HEA con mayor grado de

sustituciéon molar.

1.3.5 Farmacodinamica de hidroxietil almidén (HEA)

Hidroxietil almidén (HEA) es la materia prima para soluciones de
perfusion, por ejemplo suero fisioldgico, utilizado como agente expansor
de volumen plasmatico coloidal artificial en medicina humana vy
veterinaria, remplazando inmediatamente el volumen plasmatico perdido
después de su administracion via intravenosa durante el tratamiento del
paciente critico a causa de cirugia, hemorragia, trauma, sepsis,
guemaduras o en cirugia de rutina, hemodilucion normovolémica
agudal?®l, que provoca shock hipovolémico o shock hemorragicol?¢],
sindrome que se desarrolla cuando el volumen plasmatico circulante baja
drasticamente a tal grado que, el corazén se vuelve incapaz de distribuir
el flujo sanguineo adecuado requerido por el organismo, es decir, se
produce fallo en la hemodinamica que es la deficiencia de microcirculacién
y suministro inadecuado de nutrientes importantes como el oxigeno (03z),
qgue conduce a hipoxia celular en metabolismo anaerdbico por falta de
021271 y acidosis metabdlica que es el trastorno del equilibrio acido-base,
caracterizado por aumento de la acidez del plasma sanguineol28! por
presencia de acido lactico en exceso, provocando muerte celular y con

ello insuficiencia organica vital que causa el deceso del paciente.
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Figura 10. Corte longitudinal seccional de sistema vascular (a) Comportamiento

vascular normal y (b) Comportamiento vascular por perdida de volumen plasmatico

En el organismo sano, el sistema circulatorio se encuentra en
equilibrio entre la presidn oncotica, osmotica e hidrostatica, 25 mmHg,
285 osmol/kg y 15-30mmHg, respectivamentel2?] (Figura 10a), el cual es
modificado durante la perdida de volumen plasmatico sanguineo, ya que;
hay perdida de concentracion eritrocitaria, agua y electrolitos, en general
una pérdida de volumen intravascular, que provoca desplazamiento de

agua Yy electrolitos por difusion a través de los espacios de unién de los
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endotelios, epitelio plano formado por células endoteliales(39] , que realiza
la funcion de capilar, por dicho efecto, aumenta el volumen intersticial
externo, disminuyendo la presion oncotica del espacio intravascular y
aumentando la presion osmotica he hidrostatica del espacio intersticial
externo, que promueve a la vasoconstricciéon, es decir, el radio del
conducto donde fluye la sangre se contrae, desplazando el volumen de
liguido plasmatico que fluye aun, hacia la circulacion central como
respuesta simpatica adrenérgica del organismo para compensar dicha
perdida. (Figura 10b)

Posterior a la infusidn del suero fisioldgico en el espacio intravascular,
las particulas HEA en suspension, debido a su alto peso molecular, no
atraviesan los capilares de la red de epitelios que sirve como membrana
permeable (Figura 11c), por la tanto permanecen en el liquido
intravascular aumentando la presién oncétical3!l y obligando a que las
particulas de agua y electrolitos regresen al espacio intravascular por
efecto de difusion, provocando el ensanchamiento normal del espacio
intravascular que se encontraba comprimido, reestableciendo asi, el
volumen plasmatico y la hemodindmica del sistema circulatorio con el
transporte eficiente de electrolitos y nutrientes presentes en el plasma

sanguineol32] (Figura 11d).
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Figura 11. Corte longitudinal seccional de sistema vascular (c) Comportamiento
vascular al inicio de perfusion y (d) Comportamiento vascular al final de perfusién
(EOI)
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La distribucién comercial a nivel mundial del suero, se encuentra
disponible en dos concentraciones HEA 6 y 10% (Tabla 3), ambas, en dos
tipos de disolucion, solucién salina (SS) que contiene 9.0g (154.0mmol)
de NaCl y solucion salina balanceada (SSB)[33] que contiene 0.640g de
NaCl, 0.075g de KCI, 0.048g de CaCl, 0.030g de MgCl, 0.390g de
NaCH3COO, 0.170g de Na3(C3Hs0(COO)3) por cada 100mL de disolucidn,
en envase de PVC, de polipropileno (Freeflex) y de polietileno con
500mL534, Cual quiera de las dos presentaciones tienen apariencia fisica
clara o ligeramente opalescente, incolora a ligeramente amarilla. Los
proveedores farmacéuticos en América latina, comercializan diversas
marcas: Voluven® (Figura 12), Volulyte®, Hespan®, Hextend®,
Hemohes®, Isohes®, Elohes® entre otras.

Tabla 3. Especificaciones de presentacion comercial disponible de suero fisioldgico de

hidroxietil almiddn

HEA 6% HEA 10%%

Osmolalidad efectiva Solucién Isooncético Solucion hiperoncotica

) Solutos efectivos en
Solutos efectivos en

concentraciones mayores
concentraciones iguales a
Tonacidad efectiva de las que habitualmente
las que habitualmente hay
) hay en el plasma
en el plasma sanguineo )
sanguineo

o . » El efecto volémico excede
Funcion de solucion 1L de solucion reemplaza

) al volumen infundido de la
para perfusion 1L de sangre perdido

solucién a un 145% aprox.
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freeflex” 500 ml

Figura 12. Presentacién comercial de solucién de perfusion de HEA

Si una solucién tiene la misma osmolaridad que el plasma es
isotdnica, es decir, cuando tiene mayor osmolaridad es hipertdnica. Por el
contrario, si su osmolaridad es menor que la del plasma, es hipotdnica. El
término de tonacidad se usa para describir la osmolaridad que es la

concentracion de las soluciones biolégicas.[?°]

1.3.6 Farmacocinética de hidroxietil almidon (HEA)

La farmacocinética de hidroxietil almidon (HEA) depende en mayor
grado del peso molecular medio (PM), el cual define el efecto de expansion
plasmatico y en combinacién con el grado de sustitucion (GS)[3],

determina fundamentalmente la capacidad de dicha expansion (Tabla
4)[36-37]_
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Tabla 4. Farmacocinética y concentraciones plasmaticas residuales de diferentes tipos

de HEA después de multiples infusiones

Programa de Eliminacion

Tipo de i . Dosis L. .

infusion plasmatica de HEA Observaciones

HEA ; total (g) .

(g/dia) (mL/min)
450/0,7 30/3 90 <1 -
260/0,6 30/5 150 0.98 Valor medio para dias 1 al 5
200/0,5 50/5 250 4.86 Valor medio para dias 1 al 5
130/0,4 50/10 500 22.80 Dia 1: 23.7, Dia 10: 21.8

Los datos de concentracion de plasma de las publicaciones
originales se han convertido a % de concentracién maxima (%Cwax), para

un mejor analisis de permanencia de los diferentes tipos de HEA:

—~
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Figura 13. Grafica de concentracidén porcentual de HEA residual en plasma durante las

primeras 24 horas posterior a EOI=end of infusion, final de la perfusion
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La grafica (Figura 13)[36-37], presenta el comportamiento de cuatro
diferentes tipos de HEA: hetalmiddon, hexalmidén, pentalmidon vy
tetralmiddén, después de una infusién de dosis Unica de 500mL para HEA
450/0.7 y 130/0.4, cada una en voluntarios sanos sin sangrado previo.
Para infusién de HEA 200/0.5, se extrajeron 400mL de sangre, antes de
la dosificacion repetitiva. Se observa el comportamiento de manera
creciente, para el aclaramiento de HEA en el plasma a las 24 horas, es
decir, la permanencia de HEA en plasma es HEA 130/0.4 < HEA 70/0.5 <
HEA 200/0.5 << HEA 260/0.6 << HEA 450/0.7.

Posterior a la perfusion, la distribuciéon de peso molecular medio
original de hidroxietil almidon en suero fisiolégico in vivo se modifica,
debido a la hidrélisis parcial para eliminacidon del HEA circulante (Figura
14), el cual, se lleva a cabo por dos vias mayores, excrecion renal y
redistribuciénl20] esta Ultima por accion de la amilasa después de 24 a 36

horas y durante los dias 2 al 17, respectivamente.38l

4 El rifion filtra las moléculas con peso
EXCRECION RENAL . . P
o molecular inferior a 70 KDa y son
DIRECTA . .
excretadas directamente por la orina

ELIMINACION DE

MOLECULAS HEA ==

IN VIVO

La mayoria de moleculas con peso
molecular superior a 70 KDa son

los productos degradados excretados
renalmente

—  REDISTRIBUCION metabolizadas por a-amilasa plasmatica y

Figura 14. Diagrama vias bioldgicas del proceso de eliminacion de suero HEA in vivo

posterior a la infusién
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1.3.7 Efectos colaterales por perfusion de hidroxietil
almidon (HEA)

El peso molecular original (Mw) y el indice de sustitucién C2/Ces (MS),
son los parametros criticos que determina sus efectos colaterales (Figura
15). Sin embargo, aunque todos los HEA sean de la misma familia, cada
uno tiene propiedades que lo definen de forma particular y tienen su
reflejo en la clinica, tipo de paciente y su estado al momento de la
administracion [3°], ya que, la estadistica en resultados de numerosos
estudios, indican una tendencia mas grave de los efectos colaterales para
la mayoria de pacientes de paises Europeos y Asiaticos que en los pocos
paises de Centroamérica y Sudamérica, debido a que, en América latina
se tiene un mayor consumo de alimentos con alto contenido de almidén
resistentel#0], factor bioldgico positivo que permite tener una velocidad

mayor a metabolizar polisacaridos de alto peso molecular.

@ Insuficiencia cardiaca

' Fallo renal
Disturbios severos de
'coagulacién sanguinea
@ Deshidratacion
' Hiperhidratacion

3 Hemorragia cerebral

é ~ Alergia al almidon y los
N —_\ ~componenetes de la férmula

Figura 15. Efectos colaterales posteriores a la perfusién de suero HEA
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Las moléculas de HEA de peso molecular superior a 70 KDa, superan
el umbral renal, acumuldandose en el tejido renal y el sistema
reticuloendotelial, causando dafio severo en la funcién renal seguida por
el fracaso renal aguado, es decir, remplazo de rindn, por acumulacion y
permanencia prolongada, mayor a 17 dias de las moléculas de hidroxietil
almidon que no se eliminaron por ninguna de las dos vias principales;

excrecion renal y metabolizacion.

1.3.8 Restricciones de uso de hidroxietil almidon (HEA)

A partir del aino 2008 se comienza a llevar a cabo la revisidn a nivel
mundial, del balance beneficio-riesgo de los medicamentos que contienen
hidroxietil almidon y tras el analisis de diversos estudios de monitoreo de
concentracion plasmatica, durante las 36 horas posteriores a la perfusion
intravenosa, en pacientes tratados con sueros que contienen hidroxietil
almidon, se demuestran efectos colaterales que incluyen insuficiencia
renal principalmente en pacientes en estado critico y mortalidad en
pacientes con sepsis, por ello, en junio del afho 2013 el Comité para la
Evaluacién de Riesgos en Farmacovigilancia Europeo (PRAC) y la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA)#1], que fomenta el acceso y el uso
adecuado de medicamentos, pone en alerta a nivel global, a través de un
boletin electréonico*?] recomendando la suspensién de distribucion,
comercializacion y administracion de soluciones para perfusion con
contenido de hidroxietil almidon. A partir de ese afio, el analisis clinico-
cientifico recaudo estadisticamente tasas sobre los efectos secundarios,

fallo renal agudo y mortalidad, principalmente.
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Para el afio 2017, en paises de Europa, Asia y Estados Unidos de
América (EUA) se remplazé el uso de sueros hechos con hidroxietil
almidon por coloides naturales y cristaloides en fluidoterapia. Mientras
gue en México, paises de Centroamérica y Sudamérica, han mantenido el
uso de suero HEA de acuerdo con la clasificacién en intervalos de
distribucion en peso molecular de hidroxietil almidén, considerados
optimos para el uso en suero fisioldgico establecidos por la European
Pharmacopoeia 8.0 en conjunto con la informacién proporcionada para
el uso adecuado en la administracion médica por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos (FDA).[#3] (Figura 16)

Con Transtornos
e la coagulacion

insuficiencia
renal

Figura 16. Restricciones segun la FDA, respecto al uso de sueros con contenido de

hidroxietil almidén en pacientes en shock y estado critico
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A nivel mundial, profesionales médicos respetan las guias de

administracion respecto al uso restringido de HEA.

En enero de 2019 se han hecho publicas todas las marcas de sueros
de perfusién que son distribuidas, las cuales, deben de especificar el peso
molecular y grado de sustitucién permitido de la siguiente manera HEA
130/0.4 y 70/0.5.144]

Sin embargo, sigue en libre venta HEA 200/0.5451 y su administracion
médica en México por el Instituto Mexicano del Seguro Social con
instrucciones de perfusion en su guia de Grupo No. 21 - Soluciones

Electroliticas y Sustitutos del Plasmat“sl,

1.3.9 Caracterizacion de hidroxietil Aimidon (HEA)

Los métodos analiticos son importantes para la caracterizacién de
hidroxietil almidén tanto in vitro como in vivo. Este trabajo se centra en
la caracterizacién especifica de hidroxietil almidén determinando la
distribucién de peso molecular, complementada con técnicas de
identificacion para dar continuidad al control de calidad de la materia
prima, que es de suma importancia para el suero de perfusién como

producto final.

La Farmacopea Europea en su 8° edicién (2013) establece intervalos
de distribucién de peso molecular (Tabla 5)“71 y dos procesos que implican
la combinacién de métodos experimentales de identificacion Ay Co By
C. En Figura 17, se muestra a detalle las especificaciones de cada proceso,
ademas de otros métodos de analisis para determinar peso molecular de

polimeros sintéticos, como lo es hidroxietil almidon.




1. ANTECEDENTES [

Tabla 5. Clasificacidén en intervalos de distribucién de peso molecular propuesto por la
European Pharmacopoeia 8.0

Distribucion peso molecular (Da)

Bajo Medio Alto

2 000 - 100 000 100 000 - 300 000 300 000 - 900 000

Clasificando la distribucion de peso molecular medio, como el
intervalo de peso 6ptimo para hidroxietil almidén en productos de uso

clinico.

==d A - Andlisis comparativo e identificasion

eEspectroscopia de absorcién infraroja y comparaciéon con
peso molecular medio de HEA CRS

B - Prueba Fisica

eSolucion acuosa de hidroxietil almidén mas yodo-diyodo
0.05M, disuelto en una solucidn acuosa de yoduro de
potasio, 5:1, coloracion final violeta marrdn o violeta.

C - Determinacién de peso molecular

eAbsoluta: Dispersion de luz (DL)

eRelativa: Cromatografia por Exclusion de Tamaio de
Alta Resolucién (HPSEC) y cromatografia de permeacion
en gel (GPC)

(A) Pharmacopoeia European 8.0(2013)[471 (B) Ramirez Gama, R.M. y Luna Milla, B. (2011)[331 y
(C) Saviour A., U. y Moses M., S. (2016)[48]

Figura 17. Métodos de andlisis que en combinacién caracterizan a hidroxietil almidén
(HEA)
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La combinacién de los procesos experimentales anteriores da lugar a
caracterizar hidroxietil almidén de manera adecuada, otorgando bases
suficientes que sustenten el control de calidad de hidroxietil almiddon

obtenidos para uso médico hospitalario.
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2. JUSTIFICASION

Hoy en dia, ha incrementado la investigacion de nuevos compuestos
en solucién coloidal, almidones y gelatinas con modificacion quimica,
utilizada en medicina humana y veterinaria en el area de urgencias,
shock, trauma, ortopedia y urgencias ginecoldgicas, debido a sus
propiedades fisicoquimicas con capacidad de restablecer inmediatamente
la deficiencia o pérdida del volumen plasmatico sanguineo y que a su vez,
posterior a la infusidon sea desechado de forma gradual del cuerpo sin que
durante el periodo de permanencia en el cuerpo humano produzca

sintomas alérgicos y toxicidad especialmente en el tejido renal.

La investigacion ha transcendido desde la busqueda de un proceso
sintético adecuado para la obtencién de hidroxietil almidon de peso
molecular optimo, asi como el control de calidad, por medio de dos
parametros, los cuales son el grado de sustitucion molar y peso molecular,
siendo éste Ultimo de nuestro mayor interés pues se obtiene por
distribucién de peso molecular mediante el empleo de técnicas analiticas
de viscosimetria, técnicas mas costeables como cromatografia por
exclusion de tamafo de alta resolucion (HPSEC), osmometria,
sedimentacion y dispersion de luz, las cuales son mas complejas y
costosas, todas ellas permiten tener un mejor conocimiento del

comportamiento de HEA en disolucion.

En las Ultimas décadas, investigadores se han enfocado
principalmente en pruebas de analisis estadistico en pacientes que
requieren de la infusidon de solucion coloidal de hidroxietil almidén (suero

comercial) con peso molecular medio 6ptimo de 130 KDa, establecido por
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la European Pharmacopoeia 8.0, tomando como factor variante el
volumen de infusidn para evaluar los efectos colaterales. Sin embargo,
existe informacidn limitada respecto al estudio detallado de |la
macromolécula de HEA, que defina su comportamiento fisicoquimico. en
solucién acuosa y reguladora que ayude a la expansién de la busqueda

de nuevos métodos sintéticos que lo aproximen a ser el coloide ideal.

En el presente trabajo, se realiza la caracterizacién de hidroxietil
almidén (HEA), determinando a través de una distribucion de tamafio de
particula el peso molecular parametro que caracteriza al HEA. Se lleva a
cabo por método analitico de dispersion de luz dinamica, el cual define la
conducta en disolucién de las particulas. Asi mismo, en conjunto con otras
técnicas, tales como calorimetria diferencial de barrido (DSC),
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), infrarrojo (IR),
resonancia magnética nuclear (RMN) vy picnometria de gas,
complementan la caracterizacion propuesta a diversas muestras de
hidroxietil almidon. Haciendo énfasis, de lo importante que es recurrir a
diversos métodos de analisis que sustenten la caracterizaciéon de
hidroxietil almidén para la verificacion continua del control de calidad en

el producto final como lo es el suero de perfusion.

La caracterizacion radica en la responsabilidad de evaluar si el peso
molecular medio de 100 000 < Mw < 300 000 Da (Ph. Eur. 8th 2013), de
hidroxietil almidén obtenido, se encuentran dentro del intervalo éptimo
para utilizarlo en soluciones de perfusion de administracion médica, ya
que, fuera de éste se presentan efectos colaterales e irreversibles como
problemas de coagulacién, reacciones alérgicas, por mencionar algunos,
falla renal siendo el efecto adverso mas grave, con remplazo del érgano
en casos extremos, debido a la acumulacién de permanencia prolongada

en el tejido que forma al rifidn.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Verificar si diversas muestras comerciales (lotes) de hidroxietil
almidén (HEA) se encuentra dentro del intervalo de peso molecular
optimo para uso clinico, establecido por la farmacopea europea
8°ed (2013)

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el peso molecular, por dispersién de luz dinamica (DLS).

e Determinar cualitativamente la capacidad de hidratacion de
muestras hidroxietil almidén (HEA) por calorimetria diferencial de
barrido (DSC).

e Identificar cada muestra de hidroxietil almidén (HEA) por técnicas
analiticas  instrumentales:  espectroscopia infrarroja  (IR),
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS),

resonancia magnética nuclear (RMN) y picnometria de gas.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 ORIGEN DE MUESTRA

4.1.1 Manejo y Almacenamiento de HEA

Las muestras de hidroxietil almidén, son obtenidas a partir del
almidén de maiz y fueron otorgadas por Laboratorios RIMSA, cada
muestra fue etiquetada y almacenada en frascos de vidrio color ambar
perfectamente cerrados, para limitar el contacto con el aire del medio
ambiente debido a que la muestra es higroscépica, asi como minimizar la
exposicion a la luz que contribuye al proceso de degradacién respecto al

paso del tiempo. Ademas, de evitar una posible contaminacién.

4.2 IDENTIFICACION DE MUESTRA HEA

4.2.1 Registro de muestra y estandar de HEA

A continuacion, se presenta de manera detallada el registro de cada
muestra de hidroxietil almidon y la muestra de referencia, sometidas al

analisis.
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Tabla 6. Registro de identificacion; propiedad de origen y de estudio en muestras y

estandar de HEA, en IIM-UNAM

Identificacidn de registro en IIM

Codigo de la muestra

Objetivo de muestreo

HEA 981, HEA 880 y HEA 340

Obtencidn de tamafio de particula
por técnicas de cromatografia
HPSEC -MALLS

Identificacién propiedad de origen

Nombre

Fecha/Periodo
Ciudad/Localidad
Propietario

Caracteristica fisica

HEA 981, HEA 880 y HEA 340
Septiembre 2015

Jalisco, Zapopan
Laboratorios RIMSA

Polvo fino blanco

Identificacion de estudio en IIM

Fecha de adquisicion de la

muestra

Persona a cargo

Lugar

Agosto 2012

Salvador Lopez Morales

Laboratorio de Cromatografia,
Instituto de investigaciones en
Materiales (IIM)




4., METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Investigacion y analisis Para obtener el peso molecular
medio, el polimero se caracteriza
por cromatografia de exclusién de
tamano (SEC) junto con la
dispersion de luz laser multi-

angulo (MALLS) (Anexo 4.1)

Identificacion de estandar HEA en IIM
Nombre European Fharmacopoeia
Reference standar Hydroxyethyl
Starch (Medium Mw) CRS

Fecha de apertura del frasco Septiembre 2012 y junio 2016

4.3 METODOS DE IDENTIFICI,-\SI()N PARA LA CARACTERIZACION
DE HIDROXIETIL ALMIDON (HEA)

4.3.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Es una técnica de analisis térmico que proporciona informacion sobre
los efectos térmicos los cuales son caracterizados por un cambio en la
entalpia y por un intervalo de temperatura en funcién del tiempo, cuando
la muestra se calienta o se enfria. Dichos cambios comprenden la fusion,
cristalizacion, ebullicion, sublimacién, la transicion vitrea,

transformaciones polimoérficas, entalpias de fusién, capacidad calorifica,
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el % de pureza, % de cristalinidad, la compatibilidad en formulaciones

(principio activo y excipientes), etc.[4°]

Para el analisis térmico, se utilizd un calorimetro diferencial de
barrido (DSC) Modelo 2910 de TA Instruments, cuya sensibilidad es de
3uUW vy la precisién en temperatura es de £0.1°C y calibrado previamente
con un estandar de indio. La atmdsfera utilizada de nitrégeno (grado 5.0
analitico) con flujo controlado a 50mL/min, de acuerdo con la norma ASTM
D3418-15 - Calorimetria diferencial de barrido (DSC), parte I a III.

La muestra fue preparada en cdapsula de aluminio hermética,
colocando directamente en la capsula la muestra de hidroxietil almidén,
5.0mg aproximadamente, calculada en balanza analitica. Se utilizd

capsula vacia de aluminio como referencia.

El andlisis térmico se llevd a cabo, con rampa a velocidad de
calentamiento fija a 2°C/min, en un intervalo de 5 a 120°C, se llevd por
duplicado para cada una de las cinco muestras sélidas de hidroxietil
almidon etiquetas como HEA 340, HEA 980, HEA 880, HEA STD 0616 y
HEA STD 0912.

4.3.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

El andlisis se realiza mediante espectrometria infrarroja, es de tipo
cualitativo. La técnica, permite identificar grupos funcionales de muestras

solidas, liquidas o gaseosas, ya sean organicas o inorganicas.[#°]
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La prueba FTIR se basa en la luz infrarroja para escanear muestras

y observar las propiedades de enlace.

Los experimentos de analisis FTIR pueden identificar compuestos vy
el tipo general de material que se analiza cuando hay incégnitas. Esta
técnica se utiliza para evaluar la pureza de algunas muestras inorganicas

y es altamente confiable para identificar la composicién del polimero.[>0]

El analisis espectroscopico, se llevd a cabo, con espectrofotémetro
Bruker modelo Equinox 55, intervalo de frecuencia 370-25000cm,

resolucion 0.5cm1.

La preparacion de la muestra consistio en colocar en la celda,
cantidades pequefias de muestra hidroxietil almidon. El analisis se realizd
para las tres muestras HEA y dos muestras de referencia HEA (CRS),
etiquetas como HEA 340, HEA 880 y HEA 981, HEA STD 0616 y HEA STD

0912, respetivamente.

4.3.3 Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS) es una técnica sensible para
evaluar las interacciones macromoleculares y para detectar la formacion
de agregados en solucién, por movimiento browniano que es un efecto
gue se desarrolla como resultado de moléculas y/o particulas que fluyen
chocando entre si y causando su movimiento.[>!] Dicho movimiento de
particulas, da lugar a la difusion a través de la suspensidon, donde la
velocidad de difusion depende del tamafio de las particulas, por ejemplo;

es mas rapida para las particulas pequefas.
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Las particulas se mueven bajo ciertas condiciones, que producen

cambios en la medicion de la frecuencia de luz que interactia. La

determinacion del desplazamiento de frecuencia que ocurre cuando la luz

interactia con particulas de diferente tamano, permite el céalculo de

tamano de particula y con éste el peso molecular.[48]

El analisis por dispersion de luz dinamica (DLS) se llevo a cabo con

el equipo Microtrac Nanotrac Wave, con un alcance en tamano de particula
de 0.8 a 6,500.0nm y peso molecular de 300 a 20x10° Daltons (Da),

angulo de 180° he intervalo de pH 2 a 12, utilizando Sofware Microtrac
FLEX® 11.0.02 y métodos de calculo; Debye y Debye-Hydro (Figura. 18).

eRequiere el
valor del cambio
de indice de
refraccioncon
respecto al
cambio de
concentracion
(dn/dC = 0.1455

Debye

g/mL)

¢Se |lleva a cabo
mediante el
método Debye
Plot

eRequire el valor eRequiere

de la densidad ambos valores;
de particula(9) dn/dCy 9
analizada

*Se lleva a cabo
*Se lleva a cabo por ambos
por método métodos;
hidrodinamico hidroninamico y
Debye Plot

Figura 18. Métodos de calculo para determinar la distribuciéon de peso molecular,

especificados en Software Nanotrac FLEX®
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Preparacion de muestras

e Disolucion Buffer:

Se disolvieron 54.34g de acetato de sodio (99%m/m) en agua
desionizada (H20)des, se agregaron 100.0mL de acido acético glacial al
(99.5% Vv/y) ambos adquiridos en Sigma Aldrich México. La disolucion se

llevé hasta marca de aforo a 1000.0mL con agua desionizada.

e Preparaciéon de disoluciones de HEA:

Se prepararon cinco disoluciones por cada lote, referente a tres
muestras (lotes) de hidroxietil almidén otorgadas por Laboratorios RIMSA
y cinco disoluciones de la muestra de referencia (CRS), con la fecha de
abertura de frasco mas reciente, otorgada en el Instituto de
Investigaciones en Materiales en laboratorio de Cromatografia, cada una,
llevada hasta marca de aforo en 25.0mL con disolucion buffer de acetatos,
antes mencionada, en un intervalo de concentracion de 1.2 a 70.0 mg/mL

aproximadamente (Tabla 7).

Tanto las muestras, como el estandar de HEA fueron previamente
secadas en estufa a 90°C y posteriormente colocadas en desecador, se
pesaron utilizando balanza analitica calibrada marca Ainswoth, modelo

AA-250 vy resoluciéon de 0.1mg.
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Tabla 7. Identificacion y concentracion de disoluciones hidroxietil almidén para analisis

DLS
Identificacién Nombre de la No. de Concentracion
muestra muestra (mg/mL)
Al 1.358
A2 2.932
A: HEA 981 HEA 37 981 A3 4.964
A4 12.438
A5 20.918
B1l 1.286
B2 2.834
B: HEA 880 HEA 37 880 B3 4.866
B4 12.230
B5 20.542
C1 35.680
Cc2 53.630
C: HEA 340 HEA 37 340 c3 21,600
Cc4 77.290
D1 0.188
D2 0.296
D: STD 016 HEA STD 0616 D3 0.638
D4 1.308
D5 2.848

La medicién se llevd a cabo colocando en celda del Microtrac, 2.0mL de
disolucion de hidroxietil almidén, enjuagando la celda con agua destilada
prevido a cada medicion, la cual, se llevd a cabo por triplicado para cada

concentracion. Se utilizé agua destilada como blanco.

4.3.4 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN)

Es una de las herramientas mas potentes con la que se cuenta para

la determinacidon de estructuras moleculares.[49]
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La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) esta basada en el
parametro cuantico (s) o espin nuclear del nucleo atomico, el cual, se
orienta y hace un movimiento de precesién al estar bajo la influencia de
un campo magnético (B). A su vez, dicho movimiento queda en el rango
de las radiofrecuencias de modo que, si el nucleo es bombardeado con
una radiofrecuencia que modifique tal orientacidén sera posible observar
el fendmeno de resonancia.l*2] Ademas, es una técnica rapida y se utiliza

una cantidad pequefia de muestra y no es destructiva.

Se recurrid a la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
como herramienta analitica util para identificar la compleja estructura a

escala molecular de hidroxietil almidon.

El analisis de espectroscopia se realizd con equipo de resonancia
magnética nuclear Bruker modelo RMN Avance 400, software XWIN-NMR
3.1 en plataforma WINDOWS 2000, de acuerdo con la norma ASTM
E0386-90R04-Practica para la presentacién de datos relacionados con la

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucion.

Los experimentos realizados fueron protén en una dimensién (1D).
Para el procesamiento de calibrado se tomé la sefal del disolvente como

senal de referencia.

La preparacion de la muestra consistid, en disolver una cantidad
minima de muestra de HEA (punta de espatula) en 1.0mL de agua
deuterada (D20) posteriormente la disolucién se transvaso con pipeta
Pasteur a un tubo de RMN de cinco milimetros (0.5cm) de didmetro y seis
pulgadas (15.24cm) de alto, se llend hasta una altura de cinco
centimetros (5cm) y se tapo con tapdén de plastico respectivo. El analisis
se llevd a cabo para la muestra referencia de hidroxietil almiddén
etiquetada como HEA STD 0616.
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4.3.5 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

El analisis de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, también
conocida como espectroscopia electrénica para analisis quimico (ESCA)[>3]
es una técnica para analizar la quimica de la superficie de un material y
es una de las herramientas estandar para la caracterizacion de
superficies,[>*] ya que, la superficie del material es el punto de interaccidn

con el entorno externo y otros materiales.

Por espectroscopia XPS se determina la composicién elemental, la
formula empirica, el estado quimico y el estado electronico de los

elementos dentro de un material.[5!

El experimento consiste en colocar la superficie a analizar en un
entorno de vacio para posteriormente irradiarla con fotones. Para XPS, la
fuente de fotones esta en el rango de energia de rayos X. Los atomos
irradiados emiten electrones (fotoelectrones) después de la transferencia
directa de energia desde el fotdn a los electrones a nivel del nucleo. Los
fotoelectrones emitidos por los atomos cercanos a la superficie pueden
escapar a la camara de vacio y separarse de acuerdo con la energia y

contarse.[53]

Es un método analitico conocido como espectroscopia electrénica,
llamadas asi porque se miden los electrones!®3], es decir, el espectro de
fotoelectrones se registra contando los electrones expulsados en un rango
de energias cinética de electrones, en el cual, se muestran picos, los
cuales, aparecen en el espectro de los atomos que emiten electrones de
una energia caracteristica particular. Las energias e intensidades de los
picos de fotoelectrones permiten la identificacion, proporcionando

informacion cualitativa y cuantitativa sobre todos los elementos presentes
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a nivel nanométrico en la parte exterior de la superficie a excepcion de

helio e hidrogeno.[>6]

El analisis de espectroscopia XPS se llevd a cabo con equipo Physical
Electronics modelo VERSAPROBE II, fuente de luz ultravioleta (UPS),
resolucion espacial de 10 micras, haz monocromatico de aluminio, interfaz
SmartSoft y software PHI MultiPak®.

4.3.6 Picnometria de gas

La densidad es un valor util para clasificar, detectar diferencias en
la composicion quimica entre muestras similares, indicar fases
mineraldgicas o cambios de fase, calcular la porosidad total cuando se
conoce la densidad aparentel>’! y cualquier otro método de prueba que

requiera este valor para el calculo de resultados.

La picnometria de gases es la técnica que utiliza el método de
desplazamiento de gas inertel>”] como el helio o el nitrégeno, ya que, las
moléculas de ambos gases llenan rapidamente poros tan pequeinos
aproximadamente de un angstrom (1A) de didmetro!s®y permite medir de
manera verdadera y absoluta el volumen y densidad de forma no

destructiva.

El proceso de experimentacion instrumental es rapido y totalmente
automatico en el que el control exhaustivo de temperatura y de presién
del gas brinda resultados con alta precisidon(>7], El funcionamiento en
general consiste en introducir la muestra en el compartimento sellado de

volumen conocido. Bajo indicaciones de manejo automatico, se introduce
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gas inerte apropiado y después se expande a otro volumen interno de
precisién. Las presiones observadas al llenar la cdmara de muestreo y
luego descargarla en una segunda camara vacia permite el calculo del
volumen de la fase sélida de la muestra. El valor obtenido se divide entre
el peso de la muestra dando como resultado la densidad por

desplazamiento de gas.

El andlisis de densidad absoluta se llevd a cabo, en equipo
picnometro Micrometrics modelo AccuPyc II 1340, reproducibilidad de
+0.01% del volumen nominal de la celda en camara de muestra a escala
completa y reproducibilidad de £0.02% del volumen nominal a gran
escala en muestras limpias, secas y térmicamente equilibradas utilizando
helio en el rango de 15 a 35°C, con software Accupyc II v1.09, con gas
helio grado técnico, de acuerdo con la norma ASTM C604-02 - Método de
prueba estandar para la gravedad especifica verdadera de materiales

refractarios por picndmetro de comparacion de gas.

Se colocaron las muestras de hidroxietil almidén en la celda de
compartimento de muestra, previamente fueron secadas en estufa a 90°C
y posteriormente colocadas en desecador. Se pesaron utilizando balanza

analitica calibrada marca Ainswoth modelo AA-250 y resolucion de 0.1mg.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

El analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC) para
hidroxeitil almidon se ha utilizado como meétodo de identificacion y
reconocimiento de transiciones o modificaciones con aporte a la
caracterizacion en las propiedades térmicas como capacidad de

hidratacion, asociada al granulo de hidroxietil almidon.

Midiendo el flujo de calor, en funcion de la temperatura se obtuvieron
los termogramas respectivos al analisis térmico: calentamiento (Figura
19) y recalentamiento (Figura 20) de las muestras hidroxietil almidon
frente a dos muestras de referencia con el objetivo de seleccionar la
muestra estdandar mas adecuada con base en el reconocimiento del

comportamiento de mayor similitud respecto a las demas muestras HEA.

Se realizd el recalentamiento de la muestra para tener mayor
conocimiento del comportamiento de hidroxietil almidon, ya que, algunos
estudios!>®-601 por DSC han demostrado transformaciones durante el

calentamiento posterior al enfriamiento.
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Figura 19. Termograma - hidroxietil almidén (HEA) de calentamiento por DSC con dos

muestras estandar (CRS)
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Figura 20. Termograma - hidroxietil almidén (HEA) de recalentamiento por DSC, con

dos muestras estandar (CRS)
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En termograma de recalentamiento se presenta un cambio de
tendencia exponencial a diferentes valores de flujo de calor a valores
cercanos a -3.0 W/g para las muestras HEA 981, STD 0616 y -7.6 W/g
para la muestra HEA 880, esta diferencia, se asocia a un estado de
transicion en el estado fisicoquimico del granulo de hidroxietil almidon,
gue implica la transformacion de estructuras amorfas a cristalinas en la

molécula de hidroxietil almidoén.

Por otro lado, el termograma de calentamiento muestra, tendencia
general con similitud en todas las muestras, en el cual, se observa a
temperatura <70°C que la pendiente cambia levemente de ser negativa
a positiva, este cambid tan pequeno se atribuye para todos los casos en
fendmenos relacionados con la capacidad de hidratacién asociado al
proceso de absorcién de moléculas de agua hacia las zonas estructurales
amorfas y cristalinas del granulo caracteristico que forma HEA, las cuales
terminan ligandose provocando disminucién en nimero y tamafo de las
regiones ordenadas, es decir, la leve meseta observada durante el
aumento de temperatura se relaciona al hinchamiento del granulo,
asociado a la capacidad de adsorcién de moléculas de agua que se
encuentran en la superficie de la muestra de hidroxietil almiddn, las cuales
se absorben a regiones amorfas, amilosa hidroxietilada, y posteriormente
a las regiones cristalinas, amilopectina hidroxietilada, conforme se
incrementan las condiciones de temperatura, provocando el aumento en
volumen del granulo por fendmeno de enlaces tipo puente de hidrogeno,
entre los grupos hidréxido del hidroxietil almidén y los hidrégenos de las

moléculas de agua.

Esta capacidad de hidratacidn que modifica la naturaleza estructural
del hidroxietil almidén deberia observarse en dos pequefias mesetas,
identificada a cada regién estructural amorfa <70°C y cristalina <100°C,

como lo es el caso de la muestra HEA STD 0616 (Figura 18). Sin embrago,
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el hecho de que solo se observe la primera meseta en intervalo de
temperatura de 50 a 70°C, asociada a la regidon amorfa, nos indica que la
region cristalina formada por la amilopectina, contiene mayor proporcién
de ramificaciones de tipo H, CH2CH2OH o enlace glucosidico a-1,6,
estudiado en el andlisis estructural de hidroxietil almidon seccion 1.3.2,
lo que conlleva a la formacidén de cadenas cortas y débiles interacciones
por impedimento estérico, dificultando mantener la integridad de los
granulos hinchados, los cuales se rompen cooperativamente durante el
calentamiento y no permite la observacion por analisis calorimétrico DSC
a velocidad de calentamiento 2 °C/min. Cabe destacar, que las muestras
de hidroxietil almidon son provenientes del maiz, con un alto contenido

en amilopectina >75% (seccion, 1.2.1).

Esta analogia es aplicable a polimeros sintéticos como un proceso

facilitado por particulas del medio que hacen la funcién de solvente.[61]

Fuera de este analisis térmico que ha permitido identificar en un
sistema compuesto por hidroxietil almidén y agua en la estructura del
granulo, no se muestra comportamiento de transiciones de fase,

polimorfismos o descomposicién del hidroxietil almidén.

Para una mejor observacién de los endotermas, se recomienda
realizar el analisis térmico a velocidades de calentamiento superiores a
2°C/min.

Se seleccioné el estandar de hidroxietil almidén etiquetado como HEA
STD 0616, para pruebas posteriores, ya que, muestra con mayor similitud

una tendencia respecto a las demas muestras.
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5.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE

FOURIER (FTIR)

A continuacién, se muestra el espectro de hidroxietil almidon (Fig.

21). La recopilacién de analisis de identificacion de bandas asociadas a

cada sefal en el espectro obtenido se muestra en Tabla 8.

Transmitancia (%)

100 ——HEA 340
HEA 880
e HEA 981
—— HEA STD 0616
HEA STD 0912
80 —
2878
2925
60 3305
1082
40 575
20 — 1000
! | ! | ' | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numeor de onda (cm™)

Figura 21. Analisis por FTIR de hidroxietil almidén (HEA)
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Tabla 8. Identificacion de bandas y atribucidén asociada al analisis de FTIR para
hidroxietil almidén

Banda (cm-1) Asignacioén
3650 - 3300 Estiramiento o tension grupo -0O-H
2950 - 2850 Vibracion de tensién del grupo -C-H (sp3)
1647 Vibracién por flexion grupo -O-H
Vibraciones de flexion -C-H
1450 - 1360 Vibraciones de tensién del grupo C-0-C
Vibraciones de flexion por grupo -OH
1280 - 900 Estiramiento de enlace -C-O
1000 Vibracién, deform(?c(i)ér(\: y tension grupo

Vibraciones de estiramiento,

928,861, 765, 575y 510 anillo anhidro glucosa

El espectro obtenido de ambas muestras de referencia etiquetadas
como HEA STD 0616 y 0912 muestra las mismas bandas de absorcidn
que el espectro obtenido para las muestras de hidroxietil almidon
etiquetadas como HEA 880, 981 y 340. Sin embargo, todas difieren en la
intensidad de algunas bandas de absorcion, debido a mayor o menor
contribucion de los grupos funcionales, por ejemplo, la sefial observada
en 3305cm!, correspondiente a los grupos hidroxilo (-OH). La amplitud
de la banda indica principalmente la variacidon respecto a la cantidad de
muestra de hidroxietil almidon colocada y la presencia de puentes de
hidrégeno intermoleculares asociadas a la cantidad de particulas de agua
presentes en la muestra marcando la siguiente tendencia respecto a la

cantidad de humedad:
HEA 340 > HEA 880 > HEA STD 0912 > HEA 981 > HEA STD 0616,

Ademas, la banda en 1647cm-! correspondiente a flexion de grupos -OH

del agua, lo que nos indica que el polimero es higroscépico.

En la region de 1000 a 1150cm! se observa una fuerte banda con

tres sefiales (picos) caracteristica de los compuestos polisacaridos!62]
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atribuida a deformaciones por vibraciones de tensién del grupo C-O-C y
a vibraciones de flexidon por grupos -OH debido a que en la estructura de
hidroxietil almidon las interacciones de enlace C-O se presentan en

diferentes ambientes quimicos, los cuales son C-OH, -(CH2)20H y C-O-C.

Se corrobora la eleccion de la muestra estandar HEA STD 0616 para
pruebas de analisis posteriores, ya que, las sefales fueron al mismo
numero de onda con respecto a las demas muestras HEA, se considerd
también, la fecha de apertura del frasco siendo éste el estandar mas

recientemente abierto.

Cabe destacar que todas las muestras de hidroxietil almidén,
analizadas por espectroscopia FTIR presentan bandas de absorcion a las
longitudes de onda asociadas a grupos especificos, los cuales, estan
presentes en la estructura hidroxietil almidén, como se observa en las

Figuras 6 y 7 (seccién 1.3.1).

5.3 DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS)

En la caracterizacidon anterior de analisis térmico por DSC y espectroscopia
FTIR se observé la alta capacidad de adsorcién en el granulo de HEA, es
por ello que, para el analisis de dispersion de luz se utilizé una solucién
buffer de acetatos como disolvente que ademas de amortiguar la
disoluciéon a pH=4.3 tendrd una mayor interaccion con las moléculas de
agua del medio dejando a la molécula de hidroxietil almidéon en menor
grado de solvatacién, es decir, de esta manera se logra minimizar las
interacciones de los grupos hidroxilo (-OH) de HEA con los hidrogenos de

las moléculas de agua y que en presencia de un medio no amortiguado
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las moléculas de agua que rodean al granulo de hidroxietil almidén
tendrian una influencia importante con valores mayores en la medicion
de tamano y volumen de particula, parametros que conllevan a la
medicién del peso molecular por DLS. Ademas, la disolucion de hidroxietil
almidon a valores menores de pH provoca la hidrolisis de la molécula de
HEA, generando resultados de peso molecular mucho menores y erroneos

al peso molecular verdadero de la molécula.

Tabla 9. Distribucién de peso molecular para disoluciones de hidroxietil almidén en

analisis DLS por método Debye

DEBYE
No. de Mw A>
Muestra Corrida (Da) (mL/g - Da) R
1 154 000.0 4,53 x104 0.830
STD 0616 2 158 000.0 2.47 x10* 0.933
3 144 000.0 5.47 x10* 0.780
1 133 000.0 4.07 x104 0.655
HEA 981 2 132 000.0 5.52 x10* 0.944
3 130 000.0 3.34 x10* 0.625
1 129 000.0 3.07 x10* 0.974
HEA 880 2 138 000.0 3.48 x10* 0.889
3 137 000.0 4,35 x10 0.910
1 142 000.0 3.49 x10* 0.991
HEA 340 2 165 000.0 3.26 x10* 0.995
3 136 000.0 3.63 x10* 0.984

(631 Mw = Distribucién de peso molecular, A2 = 2do coeficiente del virial (Apéndice 3.2-

Sec. III), R = Coeficiente de correlacion.
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Tabla 10. Distribucién de peso molecular para disoluciones de hidroxietil almidén en
analisis DLS por método Debye - Hydro

DEBYE - HYDRO

No. de Mw Az
Muestra Corrida (Da) (mL/g - Da) R
1 145 000.0 = 3.79 x10 0.654
STD 0616 2 150 000.0 = 4.60 x10 0.972
3 140 000.0 = 12.90 x10- 0.999
1 120 000.0 = 7.59 x10 0.783
HEA 981 2 143 000.0  2.97 x10 0.982
3 116 000.0 = 1.90 x10 0.950
1 108 000.0 = 14.10 x10- 0.953
HEA 880 2 138 000.0 = 3.35 x10 0.947
3 135000.0  4.79 x10 0.992
1 150 000.0 = 4.60 x10 0.972
HEA 340 2 158 000.0 = 3.90 x10 0.984
3 120 000.0 = 2.59 x10 0.985

[63] Mw = Distribucién de peso molecular, A2 = 2do coeficiente del virial (Apéndice 3.2-

Sec. III), R = Coeficiente de correlacion.

Los resultados obtenidos por el analisis de dispersiéon de luz dindmica
se encuentran recopilados en Tabla 9 y 10, el analisis se realizé por
triplicado para cada disolucion de hidroxietil almidén, por diferentes
métodos Debye y Debye - Hydro, con la finalidad de obtener informacién
sobre ambos métodos y comparar la distribucién de peso molecular

obtenido entre si.

La determinacién del peso molecular promedio (Mw), se basa en el hecho

de que una molécula mas grande contiene mas de la masa total de la
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muestra polimérica que las moléculas pequenas!®4], radica en un analisis
estadistico de las mediciones de parametros hidrodinamicos; radio y
diametro hidrodinamico (Rh y Dh) que implica la distribucién de volumen
y tamafno de las particulas suspendidas en la disolucién coloidal de

hidroxietil almidon.

Para mayor comprension de este analisis se realiza una recopilacién,
la cual, muestra en la Figura 22 los valores promedio del peso molecular
y el diametro hidrodinamico obtenido en cada método y para cada

muestra.

160,000.0
140,000.0
120,000.0
100,000.0
80,000.0
60,000.0
40,000.0

20,000.0

HEA STD 0616 HEA 340 HEA 880 HEA 981

B Mw Debye (Da) 152,000.0 148,000.0 135,000.0 132,000.0

B Mw Debye-Hydro (Da) 145,000.0 143,000.0 127,000.0 126,000.0
H Dh Debye (nm) 17.18 16.12 15.67 15.20
Dh Dybye-Hydro (nm) 16.90 15.93 15.37 15.08

Mw = Distribucidén de peso molecular, Dh = Diametro hidrodinamico

Figura 22. Distribucion de peso molecular y didmetro hidrodindmico promedio para

hidroxietil almidén por analisis DLS métodos plot Debye y Debye-Hidro
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El método Debye proporciona valores de distribucion de peso
molecular mayores respecto a los obtenidos por el método Debye-Hydro,
ya que, no considera el parametro de densidad de particula en funciéon del

peso y volumen de las particulas.

En ambos métodos se observa la misma tendencia del mayor peso
molecular y didametro hidrodindmico para HEA STD 0616 y el menor para
HEA 981

Para las muestras HEA 880 y 981 se observa una pequena diferencia
de 1 000 Da ,respecto al peso molecular, indicandonos que ambas

moléculas tienen similitud.

Hay que tomar en consideracién, con respecto a los valores
obtenidos, que el sistema de anélisis de dispersién es sistema coloidal de
hidroxietil almidon en dos disolventes, en el cual, uno de los disolventes
solvata preferencialmente al polimero HEA, para este caso el agua, los
valores de la intensidad difundida por el polimero se ven afectados por
variaciones locales en el indice de refracciénl®>] debidas al fendmeno de
solvatacion preferencial. Esto da lugar a que se obtengan pesos
moleculares aparentes, pero aproximados, para el polimero al efectuar la

extrapolacion y metodologia de calculo.

Completando el analisis recurrimos al estudio en disolucién de
hidroxietil almidén por dispersidon de luz dinamica (DLS) utilizando solo
agua como disolvente, presentado anteriormente en articulos académicos
el analisis tedrico cuantico de la solvatacién de la macromolécula de

hidroxietil almidén (Apéndice 3.1) y el analisis experimental por DLS del

comportamiento de hidroxietil almidéon (Apéndice 3.2) ambos en

disolucidon acuosa que indicaron valores mayores en la medicién de
tamafio y volumen de particula debido a la influencia de moléculas de

agua en la molécula en un medio acuoso sin disolucién buffer.
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5.4 ESPECTROSCOPIA DE RESONANACIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

Solamente la muestra de hidroxietil almidon etiquetada como HEA STD
0616 fue caracterizadas por RMN y se ilustrada en la Figura 23 el analisis
de espectroscopia RMN !H, el cual muestra diversos picos, los cuales, se
analizan por secciones y debido a que el hidroxietil almidén es molécula

bioldgica algunas de las sefales se traslapan.

bo — RMN 'H-HEA
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Figura 23. Espectro RMN *H de hidroxietil almidon (HEA)
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Las seflales en 3.0 a 5.9ppm estan asociadas a los componentes

presentes en la estructura de hidroxietil almidén.

La sefal en 4.6ppm corresponde a las antenas del disolvente deuterio
y el intervalo 0.5 a 2.0ppm esta asociada a impurezas del mismo utilizado
para el analisis de muestras en el laboratorio de resonancia y que fue
reconocido al correr muestras posteriores de compuestos diferentes a

hidroxietil almiddén, dicha intervalo se elimind.

Se representa el analisis de protén en 1D (Figura 24), mostrando las
sefiales de picos maximos, las cuales, han sido identificadas y asignadas,
con base en literatura, correspondiente a cada uno de los hidrogenos
presentes en la estructura de hidroxietil almidon y se han recopilado en
Tabla 11.

Tabla 11. Identificacién de picos maximos y atribucion asociada en analisis de
espectroscopia RMN H para hidroxietil almidén

Seial (ppm) Asignacion
4.8 - 4.6 Agua residual y disolvente D20
Hidrégenos de almiddn (enlazados al
3.6 - 3.4 X . .
anillo) vecinos al enlace glucosidico
3.8-3.7 Hidrogenos producto de la etoxilacion
3.9-3.8 Hidrogenos vecinos al enlace

glucosidico y adyacentes a grupo -OH

0-3.0 Impurezas del disolvente (D20)
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Figura 24. Andlisis de espectro RMN !H de hidroxietil almidén en D20

5.5 ESPECTROSCOPIiA DE FOTOELECTRONES DE RAYOS X (XPS)

El analisis de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X realizado a
muestras de hidroxietil almiddn, etiquetadas como HEA 340, 880, 981 y
STD 0616 obtuvo el espectro observado en Figura 25.
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Figura 25. Espectro XPS de hidroxietil almidén

Se llevo a cabo el anélisis en funcién gaussiana (Figura 26) al espectro
obtenido, con el objetivo de tener una mejor identificacion de las
contribuciones asociadas a los grupos de atomos presentes en la

molécula.
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CH-CH HEA 340
HEA 880
HEA 981
HEA STD 0616

Intensidad normalizada (a. u.)

290 288 286 284 282

Energia de enlace (eV.)

Figura 26. Espectro XPS C's normalizado de los principales grupos funcionales de

hidroxietil almiddn

El espectro normalizado muestras variaciones de peso molecular en
las muestras de hidroxietil almidéon debido a la contribuciéon de grupos
H>C-CHz, CH-CH, CH-O y muy poca contribucién de grupos HC-OH del

carbono Cls,

La muestra HEA STD 0616 tiene las mas altas contribuciones,

indicdndonos que es la molécula con mayor peso molecular.
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Las muestras HEA 981 y 880 tienen contribuciones muy similares
pues los espectros obtenidos se traslapan en la mayoria de las zonas

confirmando la similitud del peso molecular obtenido en andlisis DLS.

Para el caso de HEA 340 se tiene igual contribucion de grupos CH-
CH, mayor contribucién de grupo CH-O y menor contribucion considerable
del grupo CH2-CH», respecto a las muestras HEA 880 y 981 indicando que
el peso molecular es mayor, sin embargo, su comportamiento quimico es

diferente.

5.6 PICNOMETRIA DE GAS

El analisis de picnometria de gas otorga valores de densidad de
particula parametro requerido para el analisis DLS por método Dybye-

Hydro para la determinacién de peso molecular.

Los resultados obtenidos para cada muestra de hidroxietil almidon
etiquetadas como HEA 981, 880, 340 y STD 0616 se recopilan en Tabla
12.

Tabla 12. Valores de densidad de particula de hidroxietil almidén obtenidos mediante
picnometria de gas

Densidad de particula(g/cm3)

Muestra
1 2 Promedio
HEA STD 0616 1.3553 1.3388 1.3471
HEA 340 1.0687 1.0896 1.0792
HEA 880 1.0770 1.0664 1.0717

HEA 981 1.0626 1.0554 1.0590
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Figura 27. Densidad de particula promedio para hidroxietil almidén por analisis

picnometria de gas

La tendencia observada en forma decreciente:
HEA STD 0616 > HEA 340 > HEA 880 > HEA 981

coincide con la tendencia obtenida en analisis DLS y analisis XPS respecto
a los pesos moleculares obtenidos y las contribuciones de los grupos,

respectivamente.
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5.7 CARACTERIZACION CONJUNTA DE HIDROXEITIL ALMIDON

Las tendencias evidentes observadas en el analisis individual de
cada muestra de hidroxietil almidén (Figura 28) presentan a alta
distribucién de peso molecular, alta densidad de particula, alta
contribucion de grupos Cls y mayor radio hidrodindmico. A Menor
capacidad de absorcién y de adsorcidén, entonces, mayor capacidad de

hidratacion observada por analisis térmico.

HEA 981

HEA 880

HEA 340

HEA STD 0616

B Mw Debye B Mw Debye-Hydro B Densidad de Tendencia
particula (g/mL) XPS %C1s

Figura 28. Analisis de caracterizacién conjunta de hidroxietil almiddn

El analisis en conjunto de diversas técnicas analiticas llevadas a
cabo tales como espectroscopia FTIR, RMN y DSC, identifican y describen

el comportamiento de hidroxietil almidén mostrando la determinacion
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objetiva de parametros como peso molecular, densidad de particula y
proporcion de grupos Cls y que en actividad junta respaldan la

caracterizacion.




Capitulo 6

6. CONCLUSIONES

Se caracterizaron satisfactoriamente diferentes muestras de hidroxietil
almidon (HEA), mediante técnicas analiticas de picnometria de gas,
calorimetria diferencial de barrido (DSC), dispersion de luz dindamica
(DLS), espectroscopia FTIR, resonancia magnética nuclear (RMN) vy
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS). La técnica de analisis
por dispersién de luz dinamica (DLS) con método Debye permitid
determinar la distribucion de peso molecular de las muestras de hidroxietil
almidon HEA STD 0616 = 152 000Da, HEA 340 = 148 000Da, HEA 880 =
135 000Da y HEA 981 = 132 000Da. A igual técnica, pero con método
Debye-Hydro la distribucion de peso molecular obtenida fue para HEA STD
0616 = 145 000Da, HEA 340 = 143 000Da, HEA 880 = 127 000Da y HEA
981 = 126 000Da. Los valores obtenidos nos permitieron estipular que
todas las muestras de hidroxietil almidéon (HEA) se encuentra dentro del
intervalo de peso molecular éptimo entre 130 000 a 300 000Da, lo cual,
da pauta a que sean utilizados para un fin clinico, que respalda a lo
establecido por la farmacopea europea 8°ed (2013). Agregado a la
caracterizacion de las muestras de hidroxietil almidén (HEA), se
determiné de manera cualitativa la tendencia HEA 340 > HEA 880 > HEA
STD 0912 > HEA 981 > HEA STD 0616 asociada a la capacidad de
hidratacion del granulo de hidroxietil almidén por estudio calorimétrico
diferencial de barrido (DSC).
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HYDROXYETHYL STARCH (HES)

It is obtained from corn stach {38% amilopectin) or patato (75%
amilopectin), by acid hydrolysis and reaction with ethylene oxide
Purified by ultracentrifugation®

It is used as a volumen expander and artificial coloidal blood plasma in

human and veterinary medicine. for restoring the total volumen and
blond Y

According to the Furapean Pharmacopoeia, the optimal Molecular
Weight distribution range (Mw) is set from 100,000 a 300,000 Da.

Meam life time |0Hr—days. Optimum malar substitute index (MS)
of 042" is the number of glucose molecules that have been sushtitu-
ted in (G2 and LB}, wich confer stability to the molecule.

ABSTRACT

Test are conducted to find differences in the physical an chemical properties between both
colloids. They were characterizated by Laser Light Scattering (LLS) to determine the optimal
average Molecular Weight Distribution (MWD), according to European Pharmacopoeia B.0.
Measurement were performed for HES: in water (H,0), with buffer solution (sodium acetate
and glacial acetic acid) at pH = 4.0 and for Palygellin; Hyll and saling, both at room temperatu-
re in a concentration range of 0.0012 to 0.07 mg/mL Structural analysis, were analyzed by
'H-RMN and chemical composition by ¥PS.

INTRODUCTION

p o o ®
[ . f\j
AR P

| | | .

. Figure 1-HES structure and active substitution sites. . Figure 2—Polygelline structure

HES farmed by two macromolecules of glucose: amylase and amylopectin. The distribution of
the amylase within the concentric rings differs between the center and the periphery of granu-
le. since they only occupy the available sites leaving the amylopectin after being synthesized™.
Palygelling is the uni6n of several polypeptides derived from gelatin. a strong alkali is added,
forming & peptide chain of low molecular weigth which are processed with hexamethyl diisocia-
nated, whereby & free carboxyl group is attached to a free amino group, resulting in a urea
brindge®.

DETERMINATION OF MOLECULAR WEIGHT

Determination of the value of the hydrodynamic malecular weight from the size of molecules
suspended by dynamic light scattering: 5
Mw = NpaD'/6

. Equatien (1)

Mw = Moleculer weight [g - mal™).
[mal']. p
diameter [cm]

N = Avogadro's number
molzcular density [g/cm’), D = Hydrodynamic

. Tahla| - Parameters obtained for both collaids: Mw, 2nd virial coefficient. (A7) an| Oebye methad

] ] HES I Pulygelline
Sample ::ﬁg:slz(:;::::{ Molecular 3 Malecular ]
Waight (Da) (mL/g Da) Weight @a)  (mL/g Da)
1053 L2dlf  dr7un? 0788 254 0" BBlA0t 0T
1072 145 x0°  38140% 057 F U < 1 1V
1079 105 xI0° 8170 0838 918 x0* 050" 0533

=

It is obtained from polydisperse polypeptides of animal deri-
vates, specific from hydrolysus of bovine collagen.

It is used as a colnidal serum, exerting an initial osmotic effect that
restores blood volume but rapidly disappears fram circulation by
glomerulary filtration.

Malecular Weight {(Mw) is 30,000 to 35,000 Daltons. which means

that its half-life intravascular is Z to & hours in normal peaple.

Average half life in the human body is <3 hours. Is the most econo-
mical plasma expanders.

1H-NMR SPECTROSCOPY

. Table 2—Id of signals and associsted attribution.

Signal (ppm) Association
— RMN-HES HES
R Plygeline f | |
Y | ,'“4‘,}.1 H Palygeline
A el WY ‘JU._ 87-78 |-Ni's

7.4 - B8 |lUnknawn
48-41 [Ring-binding hydrogens
M 415 |CH2 between carbonyl and NH
ICHZ and CH of the ring between N and

i u / V\n 29-34 oy

90 45 6D 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
i ppm)

. Figure 3— 'H-NMR spectrum samples HES, and Polygelline.

ICHZ of the ring between nitrogen and
ICH of main chain

33-1

1.1-0.75 |CH3, possibly modifications tn collagen

XPS SPECTROSCOPY

[ oy Cls The difference of a higher molecu-
e wain Functionat | |ar waight for HES with respect to
5= :EE;?N o aeuee polygelline, is the contribution
z mainly of the C=0 and HC-OH
B CHa.CH2 groups af the Cls carbdan and va-

E / rious funtional groups.
E co CHFH \ / The difference between HES simple
E | R (A to C) in molecular weight, is due
= to the contribution of He-CHz and
0-CH groups. HES-A and [ being si-
20 268 266 a4 a2 milar and of lower molecular

Binding Encrgy (V) weight with respect to HES-B.

. Figure 4— Spectrum XPS normalized samples HES, Standar and polygelline.

CONCLUSION

HES samples A, B. and C are within the range of optimum molecular weight established by the
Eurapean Pharmacopogia, B.0. Z0il, can be used for the preparation of perfusién solutions.
HES (Mw=I0.05* - 14.540° Da) has higher molecular weight tan polygellyne (Mw=2 B4x0*-
9.18x10%. 'H-NMR do not shows any structural difference between HES and Palygelline sam-
ples. The HES muolecule is mastly retained by the vascular system than the polygelline molecu-
|e and thus major factar causing renal and cardiovascular damage.

Aknowledgements: The autors thanks to C. Gonzalez, A. Lapez, A. Pompa and J. M. Garcia Ledn of IM—
LNAM, for their technical support
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L] 0.1 Insta, T, WL AW, Reo Dl Anest 51,9713

International Conf. Polym. Adv. Mat., POLYMAT 2017, Session 5, Materials Science Applied to Industry, Huatulco, Daxaca, México, October 15 — 18 2017



» Apéndice 1.2

Characterization of Hydroxyethyl Starch (HES) Used In
Medical Treatment

APENDICES
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It is ohtained from eorn starch (38%
amylopectin) or potato (75%
Amylopectin). by acid hydrolysis
and reaction with ethylene
oxide purified by ultracentri-

fugation®.

Medicine

Extraction

According to the European
Pharmacopoeia, the optimal mole-
cular weight distribution range (Mw)
is set from 100,000 to 300,000 Dal-

tons.

ABSTRACT

Hatches of hydroxyethyl starch were characterized. Determining the average molecular weight,
by the technique of Dynamic Light Scattering {DLS), using Microtrac-Nanotrac Wave equipment
for molecules in suspension of nano particles. Measurements are made in water (H;0), with buf-
fer solution (sodium acetate in water and glacial acetic acid) at pH = 4 and room temperature,
in a concentration range of 0.001Z to 0.07I mg / mL A comparison is made based on data set by
the European Pharmacapaogia 8.0, where the HES samples A, B and C are within the optimal mole-
cular mass distribution range. In addition it is complemented by chemical analysis. when deter-
mining; Particle density, calorimetry (DSC) and IR,

BACKGROUND

It consists of twa polymers of gluco-
se; amylase and amylopectin. The
molecules are organized into concen-
tric rings to give rise to a granular
structure. The distribution of the

amylase within the concentric rings o o
differs between the center and the : &
periphery of the granule, since they 3 °,

nly occupy the available sites lea- : i
ving the amylopectin after being

st . Figure 1. HES structure and active substitution sites
synthesized ™.

DETERMINATION OF MOLECULAR WEIGHT

Determination of the velue of the hydrodynamic malecular weight from the size of molecules
suspended by dynamic light scattering: s
Mw = NpnD“/6

. Bquation {1}

Mw = Malecular weight [g- mol'], N = Avagadro's number
[mol'], p = molecular density [g/cm®], D = Hydradynamic
diameter [cm)

. Table |. Parameters obtained;: Mw, Znd virial coefficient, {by Debye and Debye-

‘ Hydro method).
i . Debye Debye-Hydro
Sample Particle di"snv Molecular b Molecular b
@) Woight 02) (/g Da) Weight (Da) (mL/g Da)
1.058 112 x10° 417x0° 0788  1B3xID° 1700 0981
1072 1450°  381x0° 0824 128.0° 7.26.0° 0883 ‘
1079 405x0°  BA2x0° 0898  -L13xD°  BA4xID* 0.996

1] Mark A Warner, Hydroxyethyl Starches, Anesthesialogy, 1f, 187 - 202, (2009).

[2] JM. Vadillo Gonzales, B.d. Yanes Vidal, P. Gilbert Navarro. Hidraxietil almidan v su papel en la gptimizacidn de la Fluidoterapia, Info Co-
llnids, Fresenius Kabi, Barcelona, Espatia, I8 3-35, (2008}

[3] European Pharmacopoeia. 8.0 Editions. 012011785, 3307-3311

[4] 1. J. Tetlow, M. K. Marell and M. J. Emes, Recent developments in understanding the regulation of starch metabalism in higher plants, J.
Exp. Bot., 05, 2131 - 2145, (2004).

It is used as a volume expander and
artificial colloidal blood plasma in hu-
man and veterinary medicine,
restaring the total valume of

[Optimum maolar substitution
index (MS) of 0.42". is the number
of glucose molecules that have been

substituted in (G2 and CB), which con-
fer stability to the molecule.

Q Hydroxyethyl Starch

[t is & non-ionic derivative of starch, formed by natural
polysaccharides that by chemical modification proceeds
to a hydroxyethylation, that is to say; substitution of the
hydroxyl groups by hydroxyethyl ether groups on the
amylopectin glucose molecules.

Above and below the optimal MS and Mw intervals, they
present renal damage; HEA derived fram maize ratio 3: 1
and HEA derived from potata ratia B: 112

blood™.

CONCLUSION

CALORIMETRY (DSC)
In Fgure 7, we ohserve
the dgurgasmg EXpONEN- HES STD 0616 RECALENTADO
tial trend, this indicatas o541, Hes® Rec
the capacity of retention . HES CREC .
of water in the sample  *%_ e e -
- - S
as a function of tempe- £ ] e e e
rature. Furthermore. it & ““fe
] 1,
does nat shaw hehavior £ [ e
. 0]} P o
of phase transitions, \ e e :
palymarphisms or de- T N\
compasition. e —
. Figure 2. Thermogram of each .
HES sample and the reference “ “ o "' o & e e e
Temperstre (°C)
INFRARED SPECTRUM
100 . Table Z. Hdentification of bands
and associated attribution.
Band (cm-1) Asignation
= 804 3280 - 3380 Stretching
= H-0
8 7850 - 2950 Vibration
E 60 L-H
E &20-m0E lntisln.talrll: defor-
2 a0 mation (C=0)
E HES STD Antisimetric/
o —— HESC simetric (CHz)
C-0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 [RUMSENEIM Steelching vibra-
Wavenumber (cm-1) ik %A tions, anhidroglucnse
. Figure 3. Infrared spectrum, HES samples A B, and L. and the asscciated reference. ring

HES samples A, B. and C are within the range of optimum molecular weight established by
the Furapean Pharmacapoeis, B.0. 2011, can e used for the preparation of perfusion salu-
tions. The chemical behavior of HES polymer; larger molecular weight has a lower particle
density, favoring the intermolecular water retention capacity which causes the difficulty of
degration in the human budy. Solutions at concentrations higher than 0.033 mg / mL have

a negative molecular weight, caused by the slope shape.

Aknowledgements: The autors thanks to C. Gonzalez, A Lopez, A. Pompa end J. M. Garcia Ledn of

[IM—LNAM, for their technical support

|XXVI—IMRE, Symposium C.5, New Trends in Polymer Chemistry and Characterization, Cancin, Quintana Roo, México, August 20-25 2017.
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Evaluation and regulations of some medical devices for use in
humans

S. Lépez Morales', A. Tenorio Hernandez', R. D. Venegas Lancon?, G. Cedillo
Valverde', L. Huerta Arcos’ and M. A. Canseco Martinez'.

1 Instituto de Investigaciones en Materiales, Universidad Nacional Auténoma de México, A.P. 70-360,
Coyoacén, 04510, D.F., México. e-mail: sim@iim.unam.mx"
2 Escuela Nacional de Estudios Superiores Unidad Leén (ENES-Ledn), Universidad Nacional Auténoma
de México, Ledn, Guanajuato, México.

In the academy and the industry, there is a need to minimize maintenance operation costs and
quality control, in medical products and devices for commercial use. The field of medical
sterilization has become increasingly demanding because of the necessity to prevent patient
exposure to infections caused by microorganisms on instruments and devices used during their
treatment. The most widely used industrial Medical Devices (MDs) in stenlization technologies
are steam, ethylene oxide (EQ), gamma radiation (y) and electron beam [1]. For example, the
incorrect processing of denture prostheses resins increase the concentration of residual
monomer and can damage the oral cavity [2]. Also, Hydroxyethyl Starch (HES), a semi-synthetic
non-ionic polysaccharide obtained by chemical modification of the hydroxyl groups on the C2
and C6 position of starch, is used as a volume expander and artificial colloidal blood plasma in
human and veterinary medicine; it is necessary to have absolute control of the molecular weight

(31

The aim of this work is improving and/or adapting the standard quality control parameters in
each of the different MDs, and thus reducing operating costs by using chromatographic and
contact angle techniques. When reducing the exposure times of sterilization in MDs, the
samples are analyzed by gas chromatography and average residual EO value of 1.631 mg is
obtained, which is below the maximum permissible limit suggested by the norm. In addition,
when we calculate the amount of residual monomer in dental resins, a maximum value of 0.8%
is obtained. On the other hand, the detailed study in the molecular weight distribution of HES,
reaches an average value of 1.40 x 10*% g/mol, which is within the average range suggested by
the norm. The results show that it is possible to monitor and improve the quality control
parameters in each of the medical devices.
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el PESO «c - partcicula HES...
oeeSi IMporta

El hidroxietilalmidén (HES) es un polimero formado por
pollsacarldos naturales. Se obtienen a partir del almidén de
maiz o papa, modificados quimicamente.

Se utiliza como expansor de volumen, sustancia que
permanece en la circulacion sanguinea, restaurando el
volumen total de sangre circulante en un individuo

La Farmacopea de las Estados Unidos Mexicanos

(FEUM) nos indica una distribucién del peso
) molecular optima: 100 000 a
000Daltons

s Como?

4 300
El peso molecular(Mw) se obtiene por método analitico
Sig) » mas dindmicos de dispersion de luz,
sanc.2 equipo Microtrac-Nanotrac Wave, con preC|5|on de
- medicién del pesomolecular y tamano de par-
ticula, en suspensiones de nano particulas.

Intemh? fle {Mw) Peso Molecular [Da] Il.:_lewfo::dish"ih:iun de
. Tabla 1- Resultados de pesos | Concentracion de lamaiio de particula [nm]
moleculares (Mw) experimentales, método disoludones Método
Debye y Dabye-Hidro; [g/ml] Dibye Dibye-Hydro Dibye Dibye-Hydro

dnfde=0.1455 ¥ Buricu=15,

154,000.00 | 145,000.00 17.94 | 1655 | 16.97 | 16.83
Tiniia=23°C ¥ Trina=25°C

3.0x10° - 5.0x10° | 158,000.00 | 140,000.00 17.20 | 17.04 | 16.00 | 1747
144,000.00 | 171,000.00 17.39 | 1684 | 1641 | 1698
Promedio 152,00000 | 152,00000 | 1751 | 1681 | 16.46 | 17.09
os a pH= 4, € Polucidn br u?acetatos. , . 150,000.00 | 142,000.00 16.78 | 1548 | 1694 | 15.23
5.0x10° - 3.0x10° | 158,000.00 | 165,000.00 16.87 | 15.06 | 16.82 15.5
120,000.00 | 136,000.00 16.61 | 15.55 16.58 | 15.59

l Promedio 142,666.67 | 147,666.67 1675 | 1536 | 1678 | 1544

Las nuevas
generaciones de HES,
hace que; su
acumulacion en los
tejidos sea menor,
provocando menos
— efectos adversos, como

- daiio renal

'Q
' >

L
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acetatos)'”

Norma 8.0 Farmaco- 100,000-300,000
pea 3]

STD HES NaOH 238,900
STD HES BUFFER 139,300
HES NaOH 254,200
HES BUFFER 132,500

Por quéd

estado de shock, hipovol

REFERENCIAS
[1]. Ch of Hyd
sesion october 18-22 2015.

[2]. Gianfranco Pasut, Polymers,6,2014,160-178.

(HES)

HES fue caracterizado por HPSEC-MALLS, cam-
biando el indice de refraccién con respecto a la
concentracién, calculando el peso molecular y la
distribucién del peso molecular en solucién de
hidréxido de sodio y en solucién buffer (pH=4 de

Caracterizacion de Hidroxietilalmidon

HPSEC-MALLS/NANOWAVE

S. Lopez Morales, A. Herndndez Acevedo, Y.G Lopez Urrutia, A. Tenorio Herndndez,

A.K Vizcaino Sixto y N. Wilson Bello.
Instituto de Investigaciones en Materiales (UNAM) ,Departamento de Realogia y Mecdnica de Materiales.
Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria, Coyoacdn, México, D.F., 04510. Noviembre 2015.

La sustihucién hidroxetil del hidroxietii-almicén (HES) de fas
subuNIdaces de gLcosa e POSKKIona prof
los sios C6 y C2

APENDICES
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oM
B 0 OH /\4—»??/
{ _o. o
) Q/u ¥ N—om
Ho N0 0.
o, wq ~om
Mo N o, <
ot { wo on 30§
OH HO (;1
G, ¢ [+7]

El HES es un polisacarido semi-sintético, no ionico, obtenido por modifi-
caciones quimicas de los grupos hidroxilo en el C2 y C6 del almidén.

El HES es empleado en suero para reponer el
volumen circulante de la sangre en pacientes en
i traumatizados

zan HES de bajo PM, ya que a mayor

Preferentemente se utili-

PM llegan a ser toxicos y duran mas

tiempo en el organismo.

Tablal. Clasificacion de los hidroxietilalmidon segin su peso

molecular y su vida media plasmatica

Alto Pm (175KD)
Mediano Pm

Bajo Pm (70KD)

hil Starch by HPSEC-MALSS, Inter

1 Ci

Vida ¥ plasmatica >24hrs
Degradacion lenta(120KD).Vida %2
plasmatica de 18-24hrs

Degradacién rapida (100KD).Vida %
plasmética de 4-6hrs
Vida ¥z plasmatica < de 3hrs

i { on Poly and Adh

[3]. European Pharmacopoeia,8.0 Editions, 01/2011: 1785,3307-3311.
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APENDICES | s

» Apéndice 3.1

Facultad de Duimica, UNAM

Ouimica Computacional

INFLUENCIA QUIMICA DEL DISOLVENTE SOBRE LA MOLECULA DE HIDROXIETIL ALMIDON
POR ANALISIS COMPUTACIONAL

Adriana Tenorio Herndndez, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autdnoma de México. Saldn Inteligente, Sica I, Edif. B, Circuito escolar, Ciudad Univercitaria,
Coyoacdn, México D.F.. 04510. adritenherBcomunidad unam my,

/ Sevume )

Las caracteristicas fisicoquimicas de la macromolécula hidroxietil almiddn (HEA), son determinadas por su grado de hidroxietilacidn y la masa molecular (Mw).
siendo este dltimo. el que determina su actividad coloide. En conjunto definen el impacto de riesqo en la toxicidad. En pesente trabajo se analiza el
comportamiento de HEA en medio acuoso. importante para que pueda ser utilizada como expansor de volumen y plasma sanguineo coloidal artificial en
medicina humana y veterinaria. permaneciendo en la circulacidn sanguinea. restaurando el volumen total de sangre circulante en pacientes criticos
(hemorragicos. traumdticos, sépticos) y cuando es necesario mejorar |2 perfusidn tisular. determinando los sitios activos en la molécula por determinacidn de
cdlculos computacionales de energias de equilibrio de geomeria, utilizando programa de computo Spartan, siendo estd una téenica muy Gtil y aproximada para
la determinacidn de los conformeros mds estables y posteriormente determinar sus distancias de enlace, energias moleculares LUMO-HOMO, primera en
malécula HEA en pase gas y posteriormente en presencia de 3 y 5 moléculas de agua. Finalmente realizar un andlisis comparativo entre cada wno de los
Qniurmnrns de la macromalécula HEA por medio de sus espectros IR esperando un comportamiento aproximado al de la estructura real _/

I INTRODUCCIGN

Los coluides son particulas de alta masa molecular que atraviesan
con dificultad las membranas capilares, de forma que son capaces
de aumentar la presidn oncdtica plasmatica y retener agua en el
gspacio intravascular. Se dividen en sintéticos (gelatinas,
almidones y dextranas) y naturales (albdmina)™

El almiddn natural se obtiene de extractos de maiz o papa ricos en
amilopectina, en disolucidn son inestables, al ser el almiddn
rdpidamente hidrolizado por las amilasas.

Para conferir estahilidad se ha procedido a una modificacidn
guimica que da lugar a la formacidn de macromaleculas;
hidroxietil almiddn.

El hidroxietil almiddn (HEA) se obtiene a partir del almiddn de maiz
u papa por hidrolisis dcida }1 reaccidn con oxido de etileno y
purificado por ultrafiltracidn®.

Estd formado por polisacdridos naturales y por modificacidn se
procede a una hidroxietilacidn, es decir; sustitucidn de los grupos
hidroxilos por grupes hidroxietil éter en las moléculas de glucosa
de la amilopectina. Hay dos caracteristicas fisicoquimicas de
interés que nos orientan sobre el comportamiento en el
organismo de HEA: l[a masa moalecular y el grado de
hidroxietilacidn, que se cuantifica por el indice de sustitucidn
molar (MS), es decir, por el nimero de moléculas de glucosa que
han sido sustituidas en el carbono en posicidn 2 y 6 (Cz y Cg) por
formas hidroxietiladas de glucosa que son las que confieren
estabilidad a la molécula. Siendo la hidroxietilacidn en el C; |2 que
confiere mayor estabilidad a la molgcula.

El indice de sustitucidn molar estd determinado por el nimero de
unidades de glucosa hidroxietiladas dividido por las unidades de
glucosa presentes. A mayor nmero de unidades hidroxietiladas,
e mayor es el grado de sustitucidn entonces, mayor la masa
e A o—1F molecular y mayor |a vida media de |a molécula en el plasma. Su
ot - H°o1" larga vida. med!a.',r a[:ulmulal:iqinl en el tejido, debida a las
caracterfsticas fisicoguimicas, explican |a elevada tasa de efectos

- adversos, especialmente falla renal, asociados con su uso.
= {CHSHOLH 0= 0,1, 2] En la presente investigacidn se caracterizan diferentes Iotes de
*  Figura | - Esquems de reaceidn de la sinlesis orgdnica de hidroxietil almiddn en disolucidn, con base en el anglisis de la
hidroxietl almiddn (HEA) distribucidn de masa molecular (Mw) determinados por medio de

p

H




la técnica de dispersidn de luz dindmica, como método de
verificacidn de que las muestras analizadas se encuentren dentro
de los intervalos dptimos de distribucidn de masa molecular,
establecidos por la farmacopea 8.0

IIl. METODOLOGIA
A. Pardametro Geométricos

Se construyeron las conformaciones de la parte que se repite para
el polimero hidroxiati almiddn en estudio, la molécula de Hyl, como
parte de la especie quimica involucrada y el modelaje de la
molécula  hidroxietil almiddn con tres [HES-(HzD)s] y cinco
moléculas de agua [HES-(Hz0)s], por medio de la interface grafica
Spartan V8, como preparacidn de los * input * o datos de entrada
de cada estructura al programa Gaussian 09.

Posterior a la construccidn de las estructuras, se procedid a la
optimizacidn (fase gas o vacio, € =1 ), por medio de un Equilibrio de
geometria y cdlculo semiemperico/PM3/B631-6 en Spartan V8, a fin
de hallar la estructura mds optima y probable del hidroxietil
almiddn, producto de los cambios en la estructura de la molécula
produciendo un miimo global correspondiente a un punta de
energia minima donde se encuentra una estructura en equilibrin de
baja energia cercana a las probables estructuras reales.

B. Dptimizacidn y Frecuencia

Luego del proceso de optimizacidn de las estructuras en fase gas,
se procedid al cdlculo de optimizacidn y frecuencia de dichas
estructuras en fase condesada o medio acuoso (Agqua. & =
78355351 ), para esto s8 utilizd el método CPCM a través del
comando SCRF (Self consisten reaction field, por sus siglas en
inglés)=(cpcm,solvent=water).. para la modelacidn del medio de
reaccidn, para lo que se mantuvo los pardmetros para la
representacidn del sistema, como fueron la base B-3l++6** y el
funcional de densidad B3LYP método que permitid la correlacidn
electrdnica.

[IL. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La importancia de realizar una optimizacidn de geometria persique
la ohtencidn de resultados que modelen las estructuras lo mds
cercano a la realidad. El presente estudio estd orientado a utilizar
los paguetes computacionales, como BGaussian 08, para la
determinacidn de pardmetros termoquimicos (AH, AB, AS) que nos
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indiguen el logro de buena optimizacidn estructural para las
moléculas interaccionando en el disolvente.

be determinaron distancias y dngulos de enlaces por medio de la
interface grafica Gaussview 09, valores que fueron comparados
con los reportados en la literatura del almiddn sin embrago no se
encontrd alguno reportado para hidroxietil almiddn.

Para lograr buenos resultados se establecid una comparacidn
cuantitativa, al reproducir los valores de la molécula de agua,
utilizando para ello coma métado, nivel cudntico y la base empleada
para nuestro estudio; el método DFT con el funcional B3LYP y la B-
3l++6** (Zd, 2p): los resultados para el caso de la molécula de
agua (H;0) fueron comparados como se refleja en |a siguiente tahla
1.

* Tahlal -Céleulo de energia de optimizacidn de la molécula de agua

Estructura Métndn Energia (Hartree)
BALYP 6-316++ -Th 4411325
H;0 Valor Experimental
de literatura 7848000
*I Leving, 200 Derimica Loantica, Phys, p 542 Lap 15

esto permitid establecer la fiabilidad del método al lograr huenas
aproximaciones a valores reportados en la literatura, la haja
diferencia de energia encontrada (-0,0388675 hartrees) con
respecto al valor experimenta reportado, lo representa la
correlacidn electrdnica establecida por el método utilizado en este
trabajo, que permite una mejor representacidn del sistema en
estudio y de la estructura electrdnica al proponer geometrias
cercanas a las reales; la diferencia de los valores reportados
proporcionarian la falta de correlacidn electrdnica y pueden
generar valores muy distanciados, y posibles desviaciones que no
permitan caracterizar eficientemente al sistema.

Los valores anteriores permitieron comprobar la factibilidad del
método, esto nos permitid proponer valores de distancias de
enlaces para la fase gas y fase condensada como medio acuoso
presente para el sistema en estudio, muy cercano al sistema real, 2
pesar de ser una especie poco caracterizada por su compleja
estructura y proceso de hidrolisis que depende del pH.




APENDICES || sssssesessseeeeeee

lILA. DISTANCIA DE ENLACE »
e Tabla - Distancias de algunos enlace de la molécula de HEA %‘

en los tres medios de estudio

Flastade | Vagio | HEAGHZO | HEASHED 9 9 g

&} 15435 34013 35013 .—" ® _:

i 11247 15435 15435 @

R7 14233 L1247 L1247 " i ’_.‘—q ?

Rg 14083 14733 14233 aq 4+ 9

Rg 1582 14063 | 14083 @ 4’

RID 15385 1542 582 (a)

] 11257 15385 1.5385

RIZ | 416 L1257 11257 ‘

RI2 11225 1416 1416 -

R14 | 4234 1225 11225 L J.‘

Ri5 11243 14234 14234 J.\ <

(] | 4754 11243 11243 T b B 3 B

RI7 14278 14254 14754 W { By I

RiB 11213 a6l 18655 J' * h &

R19 11227 21357 11354 2 3. k

R20 (5268 | 20034 36l o? ’ “

2l 1123 32405 20357  » QJ‘. 4

22 11222 14278 30034 j )

7] 1418 1688|3705 L |

R24 0985 L1213 14778 (h)

R25 09679 L1227 LB431

kG L1225 15268 11719 » Figura ? - Estructuras de

k27 L1245 123 1221 hidroxietil almiddn (HEA) en el medio (a)Fase gas y (b) fase condensada

R28 14243 1222 15268

k29 L4251 L4119 LIZ3

[58 | 4312 15361 1 5454

RS9 11212 11268 11745 [Il. B.- ORBITALES MOLECULARES HOMO-LUMD

RED L1213 14187 15366

:g; 'I%? Iiﬁnaé? ﬁg La disposicidn espacial de los orbitales moleculares; HOMO-LUMDO

: ' de las especies en estudio describen los posibles enlaces estables,

Se contribuyd con Ios valores de distancia de enlace(Tabla 2) que e Tabla 3- Pardmetros de enerqia obtenidos
mugstran cdmo varfan estas distancias a medida gue se pasd de un i Energia
medio a otro. Para el polimers sin interaccidn con moléculas de Estructura Energfa de orbital (hartrees) estructural
agua se muestra la mayorfa de enlaces mds pequefios respecto al LUMD HOMD AE (J/mol)
aumenta de distancia de enlace que muestra tendencia Vacio -0.392 04454 4532613 436
proporcional al ndmero de moléculas de agua. (fiqura 2. (a) y (b)) HEA - 2HZD -0.38850 02304l 5161788 61
aprecidndose una diferencia con respecto al polimers en presencia HEA - SH2D 03007 023100 SO03186.47

de las moléculas de aqua, donde la influencia directa de las

molgculas de agua ofrecen un efecto mds pronunciado. su energia y la topologia de los enlace. Para el caso de la

estructura conformacional en fase gas. se obtuvo un valor mayor
en energias de los orbitales LUMD y HOMO con respecto a la
Molécula HEA en fase acuosa, es decir; de esta manera se hace la
aseveracidn de que el polimera se encuentra mds cdmodo,
energéticamente hablando, en fase acuosa, (Tabla 3)




[IL. C.- ESPECTRO INFLARDJO

Como complementar el andlisis se realizaron los espectros IR de de
cada estructura y se compararon con los espectros ohtenidos
experimentalmente de una muestra de HEA de tres lotes distintos y
una muestra estandar del mismo(Anexa I-Fig. 3)

Los espectros presentan picos muy aproximados, para facilitar el
anlisis se realizd una tabla en la cual se presenta el intervalo de
bandas espectrales mds representativas para las estructuras
analizadas(Tabla 4)

s Tghla §- Identificacidh de bandas y atribucidn.

Asignacidn Fase gas Fase condensada
Bonda () perimental) | Vacio HEA -0
2280-3380|  Estivamiento H-D ’ ,_‘,’
2850 -2950 Vibracidn C-H x x
Deformacidn anti + *
1620 - I700 simétrica (C=[) = *
Simgtrica/ Anticimétri
1200 ea (CH) x x
1200, 1020y Sy v v
o Estiramiento C-0 s =
992,928, Vibracidn de v v
BEI, 765y | estiramientos de anillo| . e
578 anhidroglucosa

Amplitud de handa: (*)bajo, (**)media v (***)alta,
= Mo hay presencia de banda
v Sihay presencia de banda

En ninguno de los tres casos de estudio se presentan bandas en
1300 em? indicativo de gue existen grupos metilo (-CHg),
evidentemente porque no fueron dibujados en la molécula,
experimentalmente asumimos de una manera tedrica que son
fragmentos de oxido de etileno que se utiliza como agente en la
sintesis orgdnica de extraccidn(Fig. 1).
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IV. CONCLUSIGN

E método utilizado de optimizacidn y frecuencia y la base
DFT/b3lyp serf=cpem. son dptimas para el andlisis del fragmento
repetido de la macromolécula de hidroxietil almiddn (HEA) con la
desventaja de un tiempo de cdlculo prolongado (2 a 3 dias aprox)
par cada célculo,

Las energias moleculares de los orbitales HOMU-LUMD las presento
la estructura conformacional de HEA - SH;0.

En presencia de mayor nimero de moléculas de agua el
comportamients  energético y  molecular  tiene una  mayor
aproximacidn al comportamiento real.
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ANEXO 1
IR Spectrum
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(b) IR de HEA-Fase condensada
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(c) IR experimental de HEA-y Estandar

® Figura 3 - Espectros IR de hidroxietil almiddn (HEA) en el medio; (a)Fase gas, (b)Fase condensada y (c)Experimental
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DETERMINACIGON DE MASA MOLECULAR (Mw) DE NANDPARTICULAS DE HIDROXIETIL ALMIDGN POR
DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS)

Adriana Tenorio Hernandez, Salvador Lipez Morales. Instituto de Investigaciones en Materiales. Universidad Nacional Autdnoma de México. Departamento
de Reologia y Mecdnica de Materiales. Lab. 3. Circuito Exterior s/n, Ciudad Univercitaria, Coyoacdn, México D.F., 04310, adritenhereomunidad.unam.mx,

ﬂuum:
Las caracteristicas fisicoquimicas de la macromolécula hidroxietil almiddn (HEA). son determinadas por su grado de hidroxietilacidn y la masa molecular (Mw).
siendo este iltimo, el que determina su actividad coloide. En conjunto definen el impacto de riesgo en la toxicidad. En pesente trabajo se caracterizan las lotes
de Hidroxietil Almiddn: HES 37 381. 37 880. determinando de masa molecular promedio. por la técnica de dispersidn de luz dindmica (DLS). utilizando equipo
Microtrac-Nanatrac Wave para moléculas en suspensidn de nano particulas, es una técnica analitica muy il para la determinacidn de masa de particula. Las
mediciones se realizan en agua (Hzl). con disolucidn buffer (acetato de sodio en agua y dcido acético glacial) a pH=4 y 22°C, en un intervalo de concentracidn
de 0.0012 a 0.07 mg/mL Los valores experimentales obtenidos para los lotes HES: 37 981, 37 880 y 37 340 son comparadas con base en datos establecidos
por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) respecto al intervalo de distribucidn de masa molecular dptimo de 100 000 a 300 000 Daltons.
para que la macromalecula HEA pueda ser utilizaa como expansor de valumen y plasma sanguineo colvidal artificial en medicina humana y veterinaria,

permaneciendo en la circulacidn sanguinea. restaurando el volumen total de sangre circulante en pacientes criticos (hemorrdgicos. traumdticos. sépticos) y
Wndn es necesario mejorar |2 perfusidn tisular. /

. INTRODUCCIGN hidroxietil almidn (HEA)

Los coloides son particulas de alta masa molecular gue atraviesan
con dificultad las membranas capilares, de forma que son capaces
de aumentar |a presidn oncdtica plasmatica y retener agua en el
espacio intravascular. Se dividen en sintéticos (gelatinas,
almidones y dextranos) y naturales (albimina)!™

Estd formado por polisacdridos naturales y por modificacidn se
procede a una hidroxietilacidn, es decir; sustitucidn de los grupos
hidroxilos por grupos hidroxietil éter en las moléculas de glucosa
de la amilopectina. Hay dos caracteristicas fisicoquimicas de
interés que nos orientan sobre el comportamiento en el
organismo de HEA: la masa molecular y el grado de
hidroxietilacidn, que se cuantifica por el mdice de sustitucidn
molar (MS), es decir, por el nimero de moléculas de glucosa que
han sido sustituidas en el carbono en posicidn 2 y 6 (Cz y ) por
formas hidroxietiladas de glucosa que son las que confieren
estabilidad a la molécula. Siendo la hidroxietilacidn en el Cz la que
confiere mayor estahilidad a la molécula.
El idice de susutitucidn molar estd determinada por el nimero de
unidades de glucosa hidroxietiladas dividido por las unidades de
HHH_.,% : glucosa presentes. A mayor nimero de unidades hidroxietiladas,
Hu‘_%aﬁ’l' e rof ) n{,. mayor es el grado de sustitucidn entonces, mayor la masa
" L molecular y mayor |a vida media de |a molécula en el plasma. Las
primeras generaciones de HEA se caracterizan por una elevada
masa molecular (450.000 Da) e idice de sustitucidn de 0.7,

El almiddn natural se obtiene de extractos de maiz o papa ricos en
amilopecting, en disolucidn son inestables, al ser el almiddn
rapidamente hidrolizado por las amilasas.

Para conferir estabilidad se ha procedido a una modificacidn
guimica que da lugar a la formacidn de macromoleculas:
hidroxietil almiddn.

El hidroxietil almiddn (HEA) se obtiene a partir del almiddn de maiz
o papa por hidrolisis dcida y reaccidn con oxido de etileno y
purificado por ultrafiltracign®®”.

Rem [CH, CHOLH (0= 0, 1, 2.}

* Figura | - Esquema de reaceidn de |a sintesis orgdnica de




Posteriormente se sintetizo con una masa molecular de
200.000 Da y un mdice de sustitucidn de 0.5. Su larga vida media
y acumulacion en el tejido, debida a las caracterfsticas
fisicoquimicas, explican la elevada tasa de efectos adversos,
especialmente falla renal, asociados con su uso. Posteriormente
aparecen las nuevas generaciones de HEA, con ventajas tedricas
sobre las predecesoras, con una masa molecular promedio de
130.000 Da y un indice de sustitucidn molar de 0,42 (HEA 130/0.4).
lo que hace que. al menos en teorfa, la acumulacidn en los tejidos
sga menor y se asocien menos efectos adversos. Sin embargo,
estudios clinicos no apoyan el menor acimulo de HEA con menar
peso malecular & indice de sustitucidn en comparacidn con las de
peso molecular elevado™.
La dispersidn de luz dindmica (DLS). es una técnica sensible para
evaluar las interacciones macromoleculares y para detectar 2
formacidn de agregados en solucidn &L
El movimiento browniano es un efecto que se desarrolla como
resultado de moléculas fluidas chocando entre particulas y
causando su movimiento. De acuerdo con la farmula de Stokes-
Einstein {ecuacidn 1), se muestra que, las particulas se tratan
como ohjetos puntuales sin masa ni densidad.
kT
" 6m R,

{1y
donde:
D = coeficiente de difusidn [cm®/s], K= constarte de Boltzmann [2V/2K],

T'= Temperatura [%k]. ) = viscosidad dindmica [ /em- sy Ry, = radio hidrodindmico
[om] BL

La dispersidn de luz dindmica no toma en cuenta la dependencia
del angulo, sina |a variacidn de la intensidad de dispersidn en el
tiempo. La dispersidn dindmica de luz (DDL o OLS, por sus siglas en
inglés de “"Dynamic light Scattering”), que se basa en la
espectroscopia de correlacidn de fatones PCS (Phaton Correlation
Spectroscopy) o dispersion DELS (Quasi Elastic Light scattering)
es una técnica fisicoguimica empleada para la determinacidn de |a
distribucidn de masa molecular (Mw) de particulas en suspensidn
(Foord et al, 1970). o macromoléculas en disolucidn tales como
proteinas o polimeros®. La luz liser al alcanzar las numerasas
particulas que hay en una suspensidn, se dispersa en todas las
direcciones posibles. 5i se separa en una direccidn, el haz de luz
dispersado por distintas particulas, interfieren entre sfy se
obtiene una intensidad de dispersiin determinada. Como
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consecuencia del movimiento browniano las posiciones relativas
de las particulas varfan constantemente entre si cosa gue
tambign provoca cambios en las condiciones de interferencia y en
la propia intensidad de dispersidn. Si las particulas se mueven
rapidaments (particulas pequefias), tambign se acelera la
variacidn de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las
particulas lentas (grandes) llevan a variaciones mds lentas. Por
norma general, en la dispersidn de luz dindmica la suspensidn de
la muestra permanece en reposo. El término “dindmica” no se
refiere al movimiento de la muestra como un conjunta, sino a la
"vibracidn” de las particulas que la componen.

El movimienta de las particulas da lugar a la difusidn a través de la
suspensidn, donde la velocidad de difusidn es mds rdpida para las
particulas pequeias, la cual depende del tamafio de las particulas.
Estas se mueven bajo ciertas condiciones que producen cambios
en la medicion de la frecuencia de liz que interactia. La
determinacidn del desplazamiento de frecuencia que ocurre
cuando la luz interactia con particulas de diferente tamario,
permite el cdlculo del tamafio de partfcula, asf mismo la masa
molecular. Dicha determinacidn, se denomina; dispersidn de luz
dindmica (DLS).

En la presente investigacidn se caracterizan diferentes lotes de
hidroxietil almiddn en disolucidn, con base en el andlisis de la
distribucidn de masa molecular (Mw) determinados por medio de
la técnica de dispercidn de luz dindmica, como métode de
verificacidn de que las muestras analizadas se encuentren dentro
de los intervalos dptimos de distribucidn de masa molecular,
establecidos por la farmacopea 8.0%.

Il. PATE EXPERIMENTAL

A Preparacidn de disoluciones

Disolucidn buffer a pH=4: se disolven 54 34g de acetato de sodio
(99%"/.) en agua desionizada (Hz0)sesimizacs. s agregaron 100 0ml de
deido acético glacial al (33.9% "/v) ambos adquiridos en Sigma Aldrich
México. La disolucidn se lleva hasta marca de aforo a 100.0mL con agua
desionizada (H20)asivicsts




Se preparan cinco disoluciones de 25.0ml, para cada muestra
silida de HEA (Tabla 1). otorgadas por Laboratorins RIMSA. con
disolucidn huffer de acetatos, en un intervalo de concentracidn de
0.0012 a 0.07 mg/mL Las muestras de HEA previamente secadas
en estufa a 30°C y posteriormente colocadas en desecador, se
pesaron utilizando balanza analitica calibrada marca Ainswoth,
muodelo AA-250 y resolucidn de 0.1 mg

e  Tabla! - Valores de concentracidn en mg/ml de las
discluciones de los lotes HEA

Lote #de Concentracidn

Muestra (mpg/ml)

M 00358

A7 [.00Z932

A HEA 37 38 A3 0.004964
A4 0012438

A5 0020918

Bl [0.001286

iv'h 0.00Z834

B HEA 37 880 B3 0.004866
B4 0.001223

B5 [0.00Z054

Ci 0.035680

C HEA 37 34D C2 0.053630
L3 0.071500

L[4 0.0772490

A. Distribucidn de masa molecular y 2do coeficiente del virial

Determinadas por dispersidn de luz dindmica (OLS) con el equipo
Microtrac Nanotrac Wave con un alcance en tamaiio de particula de
0.8 a 6.500 nm y peso molecular de 300 a 20xI0° Daltons (Da),
dngulo de 180°, intervalo de pH 2 a 12, utilizando el sofware

Microtrac FLEX® 1L0.02 con métodos Debye y Debye-Hydro. ver

Tahla 2.

Se colocan en la celda del Microtrac, 2.0mL de disolucidn muestra
de HEA. por cada medicidn, ver Tabla 1.

Se realizaron tres corridas por cada lote de disoluciones de HEA,
por métndo Dehye Plot:
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* Tabla 2 - Pardmetro introducidos en los métodos Debaye plot para el
andlisis de masa molecular y Zdo coeficiente del virial

Pardmetra requerido
Método Debye Plot
dn/de Bipartizula
Debye v -
Debye-Hidro v v

El valor de dn/dc caevsso = 01405 mL/g (Cambio del indice de
refraccidn respecto al cambio de concentracidn), es muy
aproximado al encontradn en literatura, dn /de feerico = 147, 2
Sartiaa = 1.5 B (Densidad de Perteus)

IIl. ANALISIS Y DISCUSIGN DE RESULTADDS

En Tabla 3 y Tabla 4, se muestran los valores determinados de la
masa molecular en Daltons, para cada método Debye utilizado en
cada corrida de muestras de hidroxietil almiddn (A B y C). asi,
como los resultados obtenides por el método: segundo coeficiente
virial (Az) que nos indica la interaccidn de las particulas del
polimero-disalvente, por otro lado el coeficiente de correlacidn con
valor muy aproximado a 1.0 Io que hace referencia a la linealidad de
Ios datos obtenidos en cada corrida.

e  Tabla 3 - Pardmetros obtenidos por el método Debye de las
muestras HEA en cada corrida

Muestra E"" '."I Masa ﬂ’“"‘" ko (mL/g Da) R
1 1030 50 6%
A 7 L3I 5 2,0 0944
3 02 24240° 0764
1 45K 2600 09%
B 7 13805 300" 0839
3 53IF R 1910
| 180 £ 050" 099
c 7 A0 G4 0963
3 080 AT 0737

En la muestra C de HEA la masa malecular tiene valor negativo, no
siendo erronen, dicho valor se presenta en ambas técnicas Debye

plot, debido al algoritmo de calculo del softwere MicrotracFLEX®,

Realiza una extrapolacidn de la regresidn lineal obtenida con
ordenada al origen como el valor de masa molecular promedio




(Mw). Se estudia la dispersidn de luz en solucidn diluida del
polimero, esto es; se elimina la interferencia externa trabajando en
el limite de dilucidn infinita, es decir, para concentraciones gue
tienden a cero; L — 0. Si se determina el valor de la masa
molecular hidrodindmica a partir del tamafio de las moléculas
suspendidas por dispersidn dindmica de la luz:

Mw = NpnD?/6

2)
donde N es el nimero de Avogadro [mol'], p es la densidad
molecular [g/em] y D es el didmetro hidrodingmico [em) y en
conjunto con diagrama de Debye. que depende de una medida
precisa de la luz que es dispersada por una suspensidn malecular
de concentracidn conocida. La proporcidn de la luz dispersada total
a la luz incidente total es la relacidn de Rayleigh, (R). La expresion
de Mw (ecuasidn 2) de Debye relaciona la masa molecular con la
relacidn de Rayleigh y con la concentracidn de la muestra, por ello
asumimos gue a altas concentraciones > 0.035 mg/mL, como es el
caso de las disoluciones de la muestra G del polimera HEA, provoca
un aumento en el valor de |la pendiente que arrgja un valor de masa
molecular con signo negativo, ocasionado por el proceso de

extrapolacidn antes mencionado.
s Tabla & - Pardmetros obtenidos por el método Debye de las
muestras de HEA en cada corrida

APENDICES

e Tabla 5 - Pardmetros obtenidos por el método Debye-Hydro de las
muestras de HEA en cada corrida

Debye Dehye-Hydro
Muestra Macs mulecular Masa molecular| A (ml/g
{0a) A(mlfg Da}| R 0a) 0a) R
LI2 xI0¢ A7x0 | D788 LB xID° L7004 | D981
145 xII¢ 3800 | 0924 129 xI0s 12640 | 0983
-1.05 xi BIZxI0* | 0898 LI« B84:0* | D996

Muestra E'ﬁ::a m“l::: 0 | Alma ) R
| 200 L7040° 1000
A 7 153401 27007 103
3 116 0° 180 407 1850
| 108 A1TF T 1053
B 7 1T 2031 1,003
3 1374 T 1,008
| L9040 852407 1098
c 7 B5340° B0 |
3 124 80340 |

En Iz Tabla 5, se recopilaron los valores promedio de la masa
molecular para cada Iote de hidroxietil almidon. se ohserva que
para la mayoria de las muestras HEA (A y B) se presenta una masa
molecular mayor en el método Debye-Hidro, con respecto al
método Dybye, dehido a que éste dltimo no considera el valor de la
densidad de la particula en funcidn de la masa y volumen de las
particulas.

s Tabla 6 - Distribucidn de masas moleculares (Da) European
Pharmacopoeia, 8.0

Distribucidn masa molecular (Da)
Baio Medio Alin
2000 - 1000 DOD 100 DDD - 300 DD0 30D DDD - 300 DOD

los datos obtenidos estdn delimitados para hacer una exaustiva
clasificacidn de las muestras de hidroxietil almidon, ya que: no
tenemos dato alquno del proceso de sintesis orgdnica y de
sustitucidn estructural de las muestra.

Con base en Tabla . los lotes de HEA 37 O8I, 37 880 y 37 340. se

encuentran dentro del intervalo promedio de masa molecular (Mw).

IV. CONCLUSIGN

Por la téenica de DS se puede determinar la masa molecular en el
polimera hidroxietil almidon (HEA). asi. coma los factores que intervienen;
algoritmo de célculo del mismo y altas concentraciones.

Las disoluciones a concentraciones mayores a [.035 mg/ml presentan
masa malecular con valor negative

Las muestras HEA 37 381, 37 880 y 37 340 en método Debye y Debye-
Hydro. se encuentran dentra del intervalo de masa molecular optimos
establecidos por la Furopean Pharmacopoeia. 8.0 2001
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APENDICES

Hydroxyethyl starch (HES) is a semi-synthetic non-ienic polysaccharide, obtained by chemical modification of the hydroxyl groups on the G2 and C6 position of starch. The polymer is used as a volume
expander and artificial colloidal blood plasma in human and veterinary medicine [1]. It is used for acute volume resuscitation in critically ill patients (hemorrhagic, traumatic, septic) and when it is
necessary to improve tissue perfusion. Researchers have suggested that the pharmacokinetics of HES is complex. which depends con the average molecular weight (Mw) and mainly on the degree of
molar substitution (MS) and concentration, which together can have a risky impact on the toxicity [2]. In this work, is characterized by absolute chromatographic techniques to obtain the average
molecular weight. The polymer is characterized using Size Exclusion Chromatography (SEC) coupled with Multi-Angle Laser Light Scattering (MALLS), and differential refractive index (RI).
Measurements were performed in Water (H20), Saline solution of Sodium Chloride 0.9% in water, Buffer solution (Sodium Acetate in Water and glacial acetic acid, and sodium chloride in water and

glacial acetic acid) to pH 4.25 and 30 °C.

CBJECTIVE

In this work, we get the right conditions for characterization by HPSEC-MALL, MALLS (Zimm
Plot) and the change in refractive index with respect to the concentration (dn/dc). To calculate
the absolute molecular weight and molecular weight distribution of the HES in solution.

BACKGROUND

According to the European Pharmacopoeia 8,0 hydroxyethyl starch is synthesized from
amylopectin, a natural starch derived from either corn or potatees, via acid hydrolysis and
reaction with ethylene oxide, and purified by ultra-filtration (see Scheme 1). It is characterized
by HPSEC — MALLS, for molecular weight distribution and average molecular weight (Mw) of
lower fractions (Mw, ) and high (Muwg,,) [3]

m S et

R

R=-[CHzCHZOH In =01, 2,.]
HES is a polymer consisting of amylopectin amyloses 1.3 biosynthesized by enzymes which
bind «-glucose chains. This menemer unit has the peculiarity that the OH groups in C4 and C6
positions differ in reactivity in the corresponding C1. Thus, during biosynthesis, the o (1,4} and
« (1,6) glycoside bonds are formed, which means that the OH on C1 can form a bond with C4
or C6 positions of other chains, and all other possibilities (eg. the formation of rings etc.) are
reduced.

CHARACTERIZATION

This study was performed online with a multi-detector coupled to a SEC chromatographic
system using two online detector: a Multi-Angle Laser Light Scattering (MALLS) photometer,
which measures the intensity of the scattered light at 16 angular locations ranging from 12.5°
to 164.2° and an interpherometer-refractometer detecior as a concentration measuremant.
Also it performed Zimm Plot with MALLS equipment in batch mode.
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Figure 1. It shows the increase in refractive index with respect to the concentration
(dn/dc) of HES in various solvents as well as the linear behavior of dn / dc with

respect to the concentration.

REFRACTION INDEX AS A FUNTION OF CONCENTRATION (dn/dc)

The specific refractive index increment is an impertant parameter necessary for processing the
light scattering data. The dnidc is a constant for a given polymer in a given solvent and
depends on the wavelenght and temperature. The Knowing {dn/dc), the calculation of the
distribution of molecular mass (M,) and the mean squared root radius (R,), can be performed.
Results are listed in Tables 1 and 2.
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Figure 2. Zimm Plot of HES in buffer sclution of Acetic Acid and Sodium Acetate,

with pH = 4.3. Range of concentratic 1.40 to 9.58 g/mL.
MALLS in Batch mode (Zimm Plot)

Zimm plot for raw material HES, it is shown in Figure 2. Each of three lines consisting of 9 data
points represents angular variation acquired for a particular concentration; thick lines are
concentration dependence at zero angle and angular dependence at zere concentration [4].
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Molecular Weight Distribution (MWD) and RM$S Radius (RMSRD)

Standard and raw material of HES with two different solutions: first buffer is acetic acid with sodium
hydroxide in water, and the second acetic acid with sodium acetate in water is analyzed. Both
solutions with pH = 4.3,
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Datector 11 Buffar NaOH
ORI Bufter NaOH

Detector 11 Buffer AcetSod
ORI Bufter Acetato Sodio

Relative scale

LR 5 10 15 20 2
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Figure 3. Normalization standard chromatogram HES 9 different detection

angles in a
range of 49° to 135° (a). As well as their behavior at 80 and DRI (b).
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Figure 4. Differential Weight fraction and cumulative distribution curves versus Molar mass

of standard HES determined by HPSEC-MALLS.
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Figure 4. Differential Weight fraction and cumulative distribution curves versus Molar mass
of raw material HES determined by HPSEC-MALLS.

CONCLUSIONS

Characterization of HES must be by laser light scattering MALLS in batch mode, and HPSEC-
MALLS in continuous mode, both reveals variation in molecular weight distribution and RMS radius
distribution, using different mobile phase for analysis . The results with the buffer solution of acetic
acid with sodium acetate in water, are closer to the Pharmacopoeia 8.0 standard and the
requirements of the manufacturer.
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