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Resumen— Esta investigacion presenta la formacion de geles por complejos polielectroliticos (CPE) utilizando
biopolimeros mediante tecnologia enzimitica. Actualmente el uso de biopolimeros en el area médica ha aumentado
debido asus caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad, ademas de que presentan baja toxicidad. Para el
desarrollo de la investigacion se utilizaron quitosan soluble en agua, pectina y pectin metil esterasa (PME). La formacion
del gel fue evaluado mediante parametros reoléogicos, mientras que la caracterizacién del CPE se realizo mediante
infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR). Los resultados mostraron que al utilizar una pectina de bajo me toxilo se
formo un precipitado, mientras que al utilizar la de alto metoxilo permitié la formacién de gel. De acuerdo a los
parametros reolégicos el tiempo de gelificacion aproximado del sistema se presenté a los 6.1 min. Mientras que en el FTIR
nos permitio mediante las sefiales evidenciar la interaccién de estos materiales. Por lo que de acuerdo a lo anterior se
concluye que la dependencia en la formacion del gelse debe al grado de esterificacion de la pectina.
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Introduccion

En la ciencia de los materiales se buscan sistemas que cumplan con las necesidades de aplicacion en el area
médica. Dentro del vasto mundo de materiales se emplean algunos polisacaridos como biopolimeros. El quitosan es
un polisacarido quimicamente lineal compuesto por unidades de D-glucosamina unidos por enlace (1 —4). Este
material es obtenido por la desacetilacion de la quitina y es soluble en soluciones acidas. El quitosan tiene grupos
amino libres con alta densidad de carga que le confieren una naturaleza cationica. El quitosan soluble en agua (QSA)
es obtenido por la despolimerizacion del quitosan, es biodegradable, mucoadhesivo, antimicrobiano, antitumoral y
antioxidante (Kim y Rjapakse 2005). Este material ha sido utilizado en la formacion de CPE con carboximetil-
celulosa (Ichikawa et al. 2005), alginato (Barkowiak y Hunkeler, 1999 y 2000), pectina (Rangel Rodriguez 2008) y
heparina (William et al. 2006).

La pectina es un biopolimero aniénico localizado en la laminilla media de la pared celular de tejidos vegetales.
Quimicamente la unidad estructural es el acido galacturonico, ademas de contener inserciones de azlicares neutros
(ramnosa, xilosa, piosa, fucosa y otros). Las pectinas pueden ser de alto o bajo metoxilo (mayor o menor al 50 %,
respectivamente) (Nordby et al. 2003). Debido a los grupos carboxilo libes que presente, puede formar complejos
polielectroliticos con compuestos cationicos. La pectina tiene aplicaciones en el area de alimentos (confiteria y
lacteos) y farmacéutica. Una de las enzimas que actuan sobre la molécula de pectina es la PME, hidrolasa que actia
desesterificando la molécula de la pectina generando asi pectinas de bajo metoxilo (Levertu et al 2006). La
formacion de estos CPE depende de la naturaleza del polimero, peso molecular, densidad de carga y temperatura
(Mortimer 1991 y Butlerr et al 2006).

Los complejos polielectroliticos entre pectina y quitosan han sido evaluados para la formacion de geles (Marudova
2004), microparticulas y laminillas. En estas investigaciones se ha utilizado quitosan de alto peso molecular, sin
embargo debido a sus caracteristicas de solubilidad disminuye su campo de aplicacion. El alcance de esta
investigacion radica en el desarrollo de un sistema mediante tecnologia enzimatica utilizando quitosan soluble en
agua y pectina, para su posterior evaluacion como una opcioén en el area médica y agricola.
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Descripcion del Método

Formacion de CPE

El quitosan soluble en agua de 20 kDa (2% p/v) fue preparado en agua destilada. La pectina fue preparada (2 %
p/v) en buffer de 4acido acético acetato de sodio 10 mM (pH 5.0). El quitosan y la pectina fueron mezclados (1:1)
mediante agitacion manual, posteriormente se adiciond la pectin metil esterasa (6 pL). Las soluciones fueron
homogenizadas e incubadas por 2 ha 37°C.

Andlisis reologico

Para el analisis reologico fue considerada la pectina de alto metoxilo, la cual formo un gel con el QSA 'y la PME.
La evaluacion reoldgica fue llevada a cabo en un redmetro de esfuerzos controlados (Rheology Instruments,
AR2000, New Castle, Delawere, USA). La geometria utilizada fue plato-plato (60 mm diametro, 1 mm gap). Los
parametros a evaluar fueron: el modulo de almacenamiento (G’), médulo de pérdida (G”) y la relacion G”/G’
conocida como Tan 8. Los mddulos dindmicos (G’ y G”) fueron analizados durante 1 ha 37° C, con una frecuencia
de oscilacion a 1 rad/s, controlando la torca 10 uN/m. Posteriormente fue llevado a cabo el barrido de frecuencia 0.1-
100 rad/s a 37°C controlando manualmente la torca aplicada. La region viscoelastica lineal fue evaluada mediante
barrido de esfuerzos a frecuencia constante de 6.284 rad/s y con una torca de 10-1000 puN/m. Las muestras fueron
llevadas a liofilizacidon y posteriormente fueron analizadas mediante infrarrojo por transformadas de Fourier.

Infrarrojo por transformadas de Fourier

Las muestras en polvo (previamente liofilizadas) fueron analizadas mediante infrarrojo por transformadas de
Fourier (Thermo Electron Corporation, Nicolet 6700, Newcastle, Delaware, USA) utilizando un reflector golden-
gate atenuado mediante accesorio de reflactancia total (ATR). Los espectros fueron obtenidos a una resolucion de 4.0
cm” con 40 barridos. Las lecturas espectroscopicas fueron realizadas a una resoluciéon de 4000 a 400 cm™. Los
espectros fueron corregidos a linea base y normalizados a absorbancia de 1.

Comentarios Finales

Resumen de resultados

La formacion de geles por CPE se evalu6 utilizando pectina (alto y bajo metoxilo) y QSA mediante tecnologia
enzimatica. Los resultados mostraron que al utilizar la pectina de bajo metoxilo y QSA se presenta la formacion de
un precipitado, esto sin la adicion de laPME. Lo anterior se manifiesta, dado que la cantidad de los grupos carboxilo
libres presentes en la pectina de bajo metoxilo es alta, la cual fue necesaria para llevar a cabo la formacion de un
CPE en donde los polianiones se encuentran disponibles en solucion para interaccionar entre ellos. Por tal razon, la
pectina de bajo metoxilo se descartd para la formacion del gel por tecnologia enzimatica. Al utilizar la pectina de alto
metoxilo se observé ausencia de la formacion de CPE. La adicion de la PME a la solucion generd grupos carboxilo
libres de manera aleatoria en la pectina conforme incrementaba el tiempo de reaccion. Lo anterior permite la
interaccion de los grupos carboxilo libres con los amino protonados del QSA, permitiendo la formacion de un CPE
ordenado que conlleva a la formacion del gel.

El andlisis de reologia nos permitié evaluar el comportamiento de la formacion del gel. El tiempo de gelificacion
fue determinado a lo reportado por Kumar et al. (2000), en donde se consider6 G’=G” o Tan 6=I. En la Figura 1
muestra que el médulo de G” presenta un valor mayor, indicando el estado liquido del sistema. Mientras conforme
incrementa el tiempo existe un cruce entre el mddulo viscoso (G”) y el mddulo de almacenamiento (G”). El tiempo
aproximado de inicio de la gelificacion del material fue a los 6.1 min después de la adicion de la enzima. Sin
embargo cabe mencionar que posteriormente se realizaran mas estudios para determinar el punto de gelacion a
evaluando diversas frecuencias. Los médulos de G’ y G” incrementan exponencialmente acercandose al estado
estacionario a los 60 min, mientras que la 7an J disminuye conforme incrementa el tiempo de oscilacion (tan &
~0.15). En literatura, se reporta la formacion de gel con quitosan de alto peso molecular con gelatina utilizando la
transglutaminasa, los tiempos de gelificacion reportados va de los 20 mina 1.5 h (Chen et al. 2008). En el presente
trabajo de investigacion los tiempos de gelificacidn son menores. Muradova et al. (2004) han reportado la formacion
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de gel entre pectina y quitosan, en dichos sistemas se considera la adicion de NaCl. La adicion de sales impide la

interaccion entre los grupos ionizados de los biopolimeros.

Hasta donde sabemos, en la literatura actualmente no existen reportes relacionados con la formacion de geles por
CPE utilizando quitosan soluble en agua mediante tecnologia enzimatica. El desarrollo de este sistema nos permitio
obtener estructuras ordenas utilizando tecnologia enzimatica y biopolimeros. Las ventajas de este sistema es que no
se utilizan sales para llevar a cabo la formacion de un sistema gelificado con la pectinay el quitosan soluble en agua,
ademas de la disminucion de los tiempos de gelificacion.

"o + 0

G |Pa). G" (Pa)
b}
\E&
Tan (delta)

» Tiempo (min)
Figura 1. Efecto del tiempo sobre los médulos dinémicos G’, G” y Tan &
durante la evolucién de la gelificacién entre complejo polielectrolitico.

La evidencia de la formacion de CPE para la formacion del gel se evaludé mediante infrarrojo por transformadas
de Fourier (FTIR). En la Figura 2 se muestran los espectros FTIR de los polisacaridos utilizados y la formacion del
CPE. La region de 1800-1200 cm™ es la zona caracteristica de los carbohidratos, las cuales se encuentran presentes
en la pectinay el quitosan soluble en agua. La pectina (Figura 2-A) muestra la region de los grupos carboxilo libres
(1600 cm™) y carboxilo metoxilados (1730 cm’'). Mientras que la Figura 2-B muestra al quitosén soluble en agua,
observando la region de los grupos amida I (1610-1650 cm™), amida IT (1315-1320 cm™) y los grupos amino
protonados (1520-1580 cm™). En la formacién gel por CPE en la regién de (1500-1680 cm™ ) se observa un
ensanchamiento por interaccion polielectrolitica entre los biopolimeros debido a interaccion entre los grupos NH;"
del quitosan y los grupos COO’ de la pectina citrica. La ausencia del pico a 1730 cm™ correspondiente a los grupos
carboxilo metoxilados que fueron modificados por la accion de la PME. En laregion de 1637 cm™ se presenté una
disminucion atribuido a la interaccion entre los grupos amino con el biopolimero cationico (Bigucci et al. 2008).
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Figura 2. Infrarrojo por transformadas de Fourier. A) Quitosan soluble
en agua, B) Pectina y C) Complejo polielectrolitico.

Conclusiones

En este trabajo de investigacion se evalud la formacion del gel por CPE mediante tecnologia enzimatica. Los
resultados mostraron que al utilizar una pectina de bajo metoxilo sin la adicion de la PME dio lugar a la formacion de
CPE como precipitado. Por lo que la pectina es un factor determinante para la formacion del gel por tecnologia
enzimatica. El tiempo de gelificacion obtenidos disminuyen hasta en un 70-90% comparados con los reportados en
literatura. El uso del quitosan soluble en agua incrementa el campo de aplicacion. El gel obtenido formado con
biopolimeros tiene potencial para ser utilizado como soporte de crecimiento celular, nutriente vegetal y aplicarlo en

el area médica y agricola.

Recomendaciones
Esta investigacion permitio la formacion de CPE en forma ordenada, por lo que se recomienda evaluar este
sistema en el area médica. Lo anterior para ser utilizado en el area médica y agricola, dadas las caracteristicas de

estos materiales: biodegradabilidad y biocompatibilidad.
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