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RESUMEN

En el presente trabajo se estudid el fendmeno de memoria de forma en los
pardmetros de razdn de estabilidad y razén de recuperacion de las peliculas de
quitosano-fibroina con diferentes contenidos de fibroina 0 %, 0.72 %, 1.5 % en peso/peso
y agregando glicerol como plastificante. Las peliculas se obtuvieron usando como
solvente cloruro de colina-acido citrico a una razén molar 1:3 por el método de vaciado
en placa. La caracterizaciéon de las peliculas fue realizada con técnicas de FTIR, TMA,
TGA y SEM. La temperatura de transicion vitrea de las peliculas varia de 27-43°C. El andlisis
termogravimétrico muestra una descomposicion con cuatro etapas; la primera a 81 °C
para la evaporacion del agua, la segunda a 204 °C relacionado con la pérdida de
componentes de bajo peso molecular, la tercera 296 °C relacionada con la
descomposicion de la cadena polimérica del quitosano vy la fibroina, la Ultima a 374 °C
asociada a la degradacion térmica del solvente eutéctico. La pelicula formulada con
quitosano y 0.72 % de fibroina sin glicerol presenta el mayor médulo de Young con un
promedio de 12.2 MPa. La razén de recuperacion de las peliculas quitosano-fibroina
varian de 86 a 78 %, siendo la pelicula con quitosano y glicerol la que presentd el valor
mas alto. La razdn de estabilidad de las peliculas varia de 71 a 85 %, siendo la pelicula
de quitosano y 0.72 % de fibroina sin glicerol la del valor mds alto con un valor promedio
de 85 %. El porcentaje de fibroina tiene un efecto la razon de estabilidad (Rf) con una
significacion de o=0.05. Por los anteriores resultados estos materiales podrian ser

aplicados en aplicaciones biomédicas.



ABSTRACT

In the present work, the shape memory phenomenon was studied in the parameters
of stability ratio and recovery ratio of chitosan-fibroin films with different fibroin contents
0%, 0.72%, 1.5% w/w and adding glycerol as plasticizer. Films were obtained using choline
chloride-citric acid as solvent at a 1:3 molar ratio by the casting method. The
characterization of the films was carried out with FTIR, TMA, TGA and SEM techniques. The
glass transition temperature of the films varies from 27-43°C. The thermogravimetric
analysis shows a decomposition with four stages; the first at 81 °C for the evaporation of
water, the second at 204 °C related to the loss of low molecular weight components, the
third 296 °C related to the decomposition of the chitosan and fibroin polymer chain, the
last at 374 °C associated with the thermal degradation of the eutectic solvent. The film
formulated with chitosan and 0.72 % fibroin without glycerol presents the highest Young's
modulus with an average of 12.2 MPa. The recovery ratio of the chitosan-fibroin films
varies from 86 to 78 %, with the film with chitosan and glycerol presenting the highest
value. The stability ratio of the films varies from 71 to 85%, being the film of chitosan and
0.72% of fibroin without glycerol the highest value with an average value of 85%. The
percentage of fibroin has an effect on the stability ratio (Rf) with a significance of a=0.05.

Due to the previous results, these materials could be applied in biomedical applications.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Los polimeros con memoria de forma (SMP) son materiales que tienen la capacidad
de cambiar de una forma permanente a una forma temporal bajo estimulos externos y
con una programacion previa (Sessini et al., 2016). Los SMP son mds baratos en
comparacion con ofros materiales con memoria de forma cémo los cerdmicos y
aleaciones metdlicas, ademds, sus temperaturas de procesamiento son menores, son

menos densos y en algunos casos pueden ser biodegradables (Peponi et al., 2014).

En los Ultimos 20 anos, biomateriales de quitosano vy fibroina de seda han sido
reportados en la obtencidon de espumas, peliculas, hidrogeles, fibras, entre otros, para
diferentes aplicaciones (Vepari y Kaplan, 2007; Rockwood et al., 2013; Tuwalska et al.
2022). Por ejemplo, las peliculas obtenidas a partir de una mezcla quitosano-fibroina
podrian ser enfocadas en aplicaciones como apdsitos para heridas y vendajes para
quemaduras (Grabska-Zielinska y Sionkowska, 2021); debido a su biocompatibilidad,

resistencia mecdnica y elasticidad (Tuwalska et al. 2022).

Estudios de la memoria de forma han sido reportadas en peliculas de quitosano
(Correia et al., 2014; Zhang et al., 2018) usando estimulos de humedad; y en peliculas de
fioroina/policaprolactona (Sun et al., (2017) usando un estimulo térmico, en el cual un
contenido menor del 15% p/p de fibroina mejora la razén de recuperacion del efecto

de memoria de forma.

Las peliculas de fibroina pueden ser obtenidas usando diferentes solventes:
dcidos/dlcalis inorgdnicos, soluciones acuosas de sales neutras (ejemplo: LiBr) sistemas

complejos de dcidos orgdnicos (ejemplo: Acido Formico-CloCa), acido/dlcaliinorgdnico



concentrado vy liquidos iénicos (Wang, et al., 2020). Mientras que las peliculas de
quitosano se obtienen en soluciones dcidas: dcido acético, dcido clorhidrico, dcido
formico y acido lactico (Espinosa-Cavazos et al. 2020). Recientemente se ha descrito el
uso de un solvente eutéctico (DES) formado por cloruro de colina-dcido citrico para
obtener peliculas de quitosano (Smirnov et al., 2021); este solvente eutéctico se presentd
como un candidato favorable para solubilizar la fibroina, debido al contenido de sales
de cloruro que favorecen la disolucion de este biopolimero (Meng et al. 2012); al obtener

peliculas usando un solo solvente se reducen los tiempos de obtencidn de las peliculas.

El objetivo principal de este estudio fue el estudio de la memoria de forma de
peliculas quitosano-fibroina bajo los pardmetros de razén de estabilidad y razén de
recuperacion aplicdndoles un estimulo térmico a diferentes contenidos de fibroina (0%,
0.72%, 1.5%) y usando glicerol como plastificante. Las peliculas fueron obtenidas
mediante un solvente eutéctico (cloruro de colina-dcido citrico) por el método de
vaciado en placa. Se espera que un confenido minimo de fibroina afecte
significativamente la razén de recuperaciéon y la razén de estabilidad de la memoria de
forma de las mezclas, mientras que al agregar glicerol a las peliculas se busca que sean

termosensibles a la temperatura del cuerpo humano.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Materiales con memoria de forma

La memoria de forma es la habilidad que tiene un material de recuperar su forma
original después de haberle aplicado un estimulo externo, como temperatura, luz,
humedad o electricidad; para lo cual se requiere de un proceso de dos fases llamados
“programacion” y “recuperacion”. En la fase de programacion el material es deformado
en presencia de un estimulo, térmico principalmente, y cambia su estructura para ser
estabilizado en una forma temporal. En la fase de “recuperacion” después de aplicar un
estimulo externo el material recupera su forma original permanente (Sessini et al., 2016).
Diferentes materiales pueden presentar el fendmeno de memoria de forma: aleaciones
metdlicas, polimeros y cerdmicos; debido a la diferencia en estructura de estos
materiales el mecanismo de memoria de forma es diferente para cada caso (Peponi et

al., 2014).

El fendbmeno de memoria de forma fue descrito por primera vez en una aleacion de
Niguel-Titanio, denominado Nitinol en 1967, este material tenia un porcentaje de
recuperacion del 8.5%, (Honkala, 2006). En aleaciones metdlicas el mecanismo de
memoria de forma funciona al ser activado por un estimulo externo, de temperatura, en
el que ocurre una fransformacién reversible denominada martensita-austensita (Rottiers
et al., 2006). Esta tfransformacién consiste en un cambio de fase, debido al estimulo, en
la aleacion capaz de cambiar la simetria de su red cristalina, de un estado cubico (fase
austencita) a un estado de deformacion (fase martensita) que puede ser revertida

(Peponiet al., 2014).



Algunas caracteristicas de comparacion de materiales con memoria de forma,
aleaciones metdlicas (SMA), cerdmicos (SMC) y polimeros (SMP) son la densidad,
temperatura de transicion, biocompatibilidad, biodegradabilidad, condiciones de
procesamiento y precio (Peponi et al., 2014). En la Tabla 1 podemos observar que los
SMP son mds baratos en comparaciéon con los cerdmicos y aleaciones metdlicas, sus
temperaturas de procesamiento son menores y los polimeros pueden llegar a ser
biodegradables y son mds livianos en comparacion con las aleaciones metdlicos y los

cerdmicos.

Tabla 1. Caracteristicas de materiales con memoria de forma

SMA SMC SMP
Densidad, g/cms3 6-8 2 0.9-1.1
Temperaturas de 530 300 10-50
transicion vitrea, °C
Biocompatibilidad Pueden ser Pueden ser biocoriyli)eci‘i)rl)esse)r/ /o
y Biodegradabilidad biocompatibles biocompatibles biodegradables
Temperatura de >1000 >1000 <200
procesamiento, °C
Precio, $/kg 6300 aprox. >10 000 300 aprox.

Elaborado en base a los datos de (Peponi et al., 2014), precios en pesos mexicanos

2.1.1 Polimeros con memoria de forma

Los materiales inteligentes fabricados con polimeros tienen la ventaja de tener buena
elasticidad, baja densidad y alta transparencia, pero sufren las desventajas de tener una
débil fuerza de tension, baja respuesta a los estimulos y una inestabilidad ambiental
(Wuang y Huang, 2020). El efecto de memoria de forma no es una propiedad especifica
de un polimero (Hu y Mondal, 2006); se presenta como el resultado de la combinaciéon

de la arquitectura del polimero y un procedimiento llamado programacién en base a



un estimulo externo (Wagermaier et al., 2009), asi como también una fase de transicion

reversible (Thomas et al., 2017).

La arquitectura principal de una red estable es el punto de red (netpoint), estos
pueden ser de naturaleza quimica (enlaces covalentes), o de naturaleza fisica
(interacciones por puentes de hidrogeno) (Behl et al., 2009; Thomas et al., 2017). Las
cadenas poliméricas no se “desenredan” durante la deformacién debido a los puntos
de red formados por los entrecruzamientos, esto provoca que la forma permanente

original puede ser “recordada” (Rottiers et al., 2006).

Todo este proceso de programacion y recuperacion se ejemplifica en la figura 1, sise
tiene un material polimérico y se le aplica un estimulo y un esfuerzo mecdnico para
deformarlo hasta adquirir una forma temporal estable y posteriormente se deja enfriar
bajo tensidn, a este proceso se le conoce como programacion, si se le vuelve a aplicar
otro estimulo al material y regresa a su forma original el proceso se conoce como

recuperacion.
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Figura 1. Proceso de memoria de forma en polimeros. Tomado de Oliver et al. 2016

2.1.2 Principios que explican la memoria de forma en los polimeros
El efecto de memoria de forma en materiales poliméricos puede clasificarse en dos
tipos principalmente segin sus mecanismos: a) Mecanismo de dos estados (DSM) y b)

Mecanismo de dos componentes (DCM) (Huang et al., 2012).

El DSM explica que cuando un polimero es calentado por encima de su femperatura
de transicion vitrea (Tg) entra en un estado eldstico “gomoso”, el cual es facil de
deformar, al mantener la deformacion y enfriarse por debajo de la temperatura de
transicion sus moléculas son “congeladas” y el polimero mantiene su deformacion. La
recuperacion de la forma solo ocurre cuando el polimero es calentado nuevamente y
el movimiento molecular es reactivado debido a que en el mecanismo intervienen los
“estados” gomoso vy vitreo, por lo cual se considera mecanismo de dos estados (Huang
et al., 2012). Wagermaier et al. (2009) llaman a este mecanismo la fteoria de

tfransformacién de fase, con temperatura de transicion vitrea como temperatura de



transiciéon, mencionan que los SMP tienen una fase “congelada” a una temperatura

menor a la Tg y una fase “activa™ a una temperatura mayor a la Tg.

El mecanismo DCM explica que un segmento (componente eldstico-suave) es
siempre altamente eldstico dentro del rango de temperatura de interés, mientras que el
ofro segmento (componente de transicién-duro) tiene una fase de fransicion reversible
dependiente de la temperatura (Huang et al., 2012). Existen copolimeros con memoria
de forma, como el SEBS (estireno efileno butileno estireno) en el que la porcion de etileno-
butileno funciona como componente eldstico y la porcidon estireno funciona como

componente de transicion (Quinonez, 2019).

2.1.3 Cuantificacion de la memoria de forma en polimeros

El fendbmeno de la memoria de forma se describe a través de dos pardmetros, la razén
de estabilidad (Rf) que describe la habilidad de la fase reversible (switch fase) de
estabilizar la deformaciéon mecdnica que se aplica durante la fase de programacion; y
la razdn de recuperacion (Rr) que cuantifica la habilidad del material para recuperar su

forma original permanente (Lendlein y Langer, 2002).

No existe un procedimiento estdndar para medir la memoria de forma en materiales
poliméricos, la cuantificacion de este fendmeno puede dividirse en pruebas de tension-
deformacion (stress-strain) y pruebas de flexion (bending), con una programacion de
temperatura basado en las temperaturas de transicion de los materiales (Peponi et al.,

2014).

Para cuantificar la memoria de forma a través de pruebas de deformacion es
necesario aplicar estimulos de tensidon y un estimulo temperatura constante, que debe

ser superior a una temperatura de tfransiciéon, como la temperatura de transiciéon vitrea,



para después enfriar la muestra por debajo de la temperatura de transicion. La longitud
inicial (Li) de la muestra es medida para posteriormente aplicar los estimulos de tension
y temperatura, la longitud temporal (Lt) resultante debido a los estimulos es cuantificada,
para después liberar la tension y medir la longitud descargada (Lu) y finalmente volver a
aplicar un estimulo de temperatura y registrar la recuperacion de la forma y la longitud

final (Lf) (Liu et al. (2007).

Kallel et al. (2016) y Rieder et al. (2020) explican como cuantificar la memoria de
forma de los polimeros, a través de una prueba de tensidén y midiendo la longitud, usando
los pardmetros de razdn de recuperacion (Rr) y razén de estabilidad (Rf) a través de las

siguientes ecuaciones:

Rf = 2% 1009 Rr =225 100%
L ° ’ L,—L; °

m u L

Donde Li es la longitud inicial de la muestra, Lu (length unload) es la longitud después
de la prueba sin tension, Lf (lenght fixed) es la longitud después de la recuperacion y Lm

es la longitud después de la deformacién con tension.

Kim et al. (2021) miden la memoria de forma con una prueba de flexién, al medir la
relacion de los dngulos antes (0,,4,) Y después de la recuperacion (0fx.q) cOmo se indica

en las siguientes ecuaciones de razdn de estabilidad (1) y de razdn de recuperacién (2):

0 Omax — O;
(RS = % x 100% , (2) Rr = % x 100%

max max

Donde Rf es la razdn de estabilidad (Rf) de la forma, Biixed €5 €l dngulo recuperado,
Bmax €5 el dngulo deformado mdaximo, la razdén de recuperacion (Rr) es la recuperacion

de forma por cada 6i dngulo recuperado medido cada 10 s hasta su recuperacion final.



En la Figura 2 se muestra el procedimiento utilizado, primero se dobla el polimero con el
molde aplicando un estimulo térmico de 100° C hasta que alcance un dngulo mdaximo
de deformacion (0,,4,) Y s€ quita el molde y se mide el dngulo obtenido de la forma

temporal (6y;xeq) Y POSteriormente se vuelve a aplicar el estimulo térmico y se mide cada

10 segundos los dngulos de recuperacion hasta que el proceso llegue a su final.

. > -

Figura 2. Medicion de la memoria de forma. Reportado por Kim et al (2021)

Los SMP pueden presentar un efecto parcial de memoria de forma, el limite es incierto
debido a la falta de investigacion de las aplicaciones que se les puede dar a estos (Hu,
2007). Aunque, Tcharkhtchi et al. (2014) mencionan que para valores de entre 24 %y 72
% para la razén de recuperaciéon (Rr) se tiene un efecto parcial de memoria de forma;
mientras que Abdallah-Elhirtsi et al. (2015) indican que el valor de recuperacion de un
polimero para tener un efecto de memoria de forma completo debe ser mayor o igual
a 99 %. La importancia de Rr de un SMP depende de la aplicacioén, mientras que el
porcentaje de recuperacion cumpla con los requerimientos de una aplicacion en

particular no es necesario un porcentaje de recuperacion del 100 % (Huang et al., 2012).
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2.2 Biomateriales

Los biomateriales son sustancias o combinacién de sustancias, de origen sintético o
natural, que pueden ser usados para mejorar o reemplazar, parcial o totalmente un
tejido, érgano o funcidon del cuerpo humano para mantener o mejorar la calidad de vida

de una persona (Bergmann y Stumpf, 2013).

En algunos casos para producir biomateriales se suele usar polimeros sintéticos,
debido a sus propiedades mecdnicas y estabilidad térmica (Sionkowska, 2011); sin
embargo, en los Ultimos anos han sido utilizados los biopolimeros debido a que tienen
menos reacciones inflamatorias en el cuerpo humano que los polimeros sintéticos
(Delaey, et al. 2020). La reaccion inflamatoria generada por los biomateriales puede ser
persistente y se debe a una respuesta inmune, en primera instancia, por el contacto con
el sistema vascular y la sangre con el biomaterial, donde intervienen células conocidas
como glébulos blancos (neutrdfilos, monocitos y macréfagos) que buscan la
degradacién del biomaterial, y sila inflamacién se prolonga puede causar una infeccion

(Anderson y Jiang, 2017).

La obtencidn de biomateriales con polimeros naturales como la fibroina de seda, o
los polisacdridos, como el quitosano, han sido reportadas en la literatura, presentando
ventajas como la biocompatibiidad y biodegradabilidad (Grabska-Zielinska vy
Sionkowska, 2021). La biocompatibilidad significa que la respuesta del anfitrion a la
implantacion del material no presenta efectos adversos, ni nocivos en érganos o tejidos
en la zona de implantacién (Hudecki et al. 2019). La biodegradabilidad es necesaria

para el caso de aplicaciones donde se necesite aplicar un material destinado a
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favorecer la cicatrizacion de una herida para prevenir remover la sutura (Delaey, et al.
2020). Los biomateriales biodegradables estimulan la infiltracion celular y la

vascularizacion para fomentar la regeneracion de tejido (Leal-Egana y Scheibel, 2010).

Las propiedades mecdnicas de los biomateriales constituyen una de las propiedades
mdas importantes para su utilidad (Osorio-Delgado et al. 2017). Por ejemplo, un mddulo
de Young apropiado relacionado con el tejido donde se quiere implantar es necesario
para evitar alteraciones en la biomecdnica de la region a tratar (Delaey, et al. 2020). En
la Tabla 2 se tienen los mddulos de elasticidad longitudinal de varios tejidos en el cuerpo
humano en comparacion con algunos materiales poliméricos en los que se ha reportado

la memoria de forma; se puede observar que los SMP tienen mdédulos de Young similares

a los tejidos del cuerpo humano.

Tabla 2. Médulo de Young de tejidos humanos

Tejido/Material Modulo (MPa)
Fémur 2-19x 103
Tejido mamario 3.25x 103
Cdrnea 24.5x 103
Tendones 1.2x 103

Piel 0.42-0.85
Musculo 1.45-20
Poliuretanos 5-600
Poliésteres 0.3-500

Elaborado en base a los datos de (Delaey, et al. 2020)
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2.3 Quitosano

El gquitosano es un polimero biodegradable no téxico, biocompatible, bioactivo, cuenta
con actividad antimicrobiana y tiene diversas aplicaciones en las industrias: cosmética,
textil, agricultura, alimentos, empaques, farmacéutica, médica, entre otfras (Espinosa-
Cavazos et al. 2020). En la figura 3 se muestra la composicion del quitosano formada por

unidades repetitivas de B-(1-4)-2-acetamida-D-glucosa y B-(1-4)-2-amino-D-glucosa.

Figura 3. Estructura quimica del quitosano

La quitina, de la que se obtiene el quitosano, es el segundo polimero mds abundante
en la naturaleza, después de la celulosa, siendo el componente estructural de los
exoesqueletos de artropodos y algunas paredes celulares fungicas (Velasco-Rodriguez,
et al., 2012). La estructura de la quitina consiste en unidades repetidas de B-(1-4)-N-
acetil-D-glucosaming, en la figura 4 podemos ver la similitud quimica con la celulosa,
con la diferencia que en la quitina el grupo hidroxilo ha sido sustituido por el grupo

acetamida.
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Figura 4. Estructura quimica de la quitina y la celulosa. Barikani et al., (2014)

La quitina se obtiene a un relativo bajo precio de desperdicios de la industria de
alimentos marinos, especialmente de la cdscara o caparazones de camarones,
langostinos y cangrejos (Barikani et al., 2014). Para obtener quitina se utiliza un proceso
para desnaturalizar proteinas, y retirar las grasas por saponificacion, realizado con una
solucién alcalina acuosa de hidréxido de sodio con una concentracion que va de 1-10%
en peso. El siguiente proceso, la desmineralizacién, consiste en un tratamiento en medio
dcido (principalmente una solucion acuosa de dcido clorhidrico) en concentraciones
de 5-20% en peso para descomponer los carbonatos presentes, sin embargo, las
condiciones dcidas pueden degradar las cadenas de quitina y dar lugar a una
reduccion importante de su peso molecular. La quitina resultante es un sélido blando y
liviano que puede tener una coloracién amarillenta o anaranjada dependiendo de la
fuente bioldgica y de las condiciones del tratamiento, esta coloracion puede ser
eliminada con el uso de perdxido de hidrégeno o de hipoclorito de sodio en bajas

concentraciones (Nakamatsu, 2012).
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Para obtener quitosano es necesario un proceso de desacetilacidon que requiere
concentraciones de hidroxido de sodio enfre 40% y 45% en peso y temperaturas de
120°C, de una a ftres horas, dando como resultado quitosano con grados de
desacetilacion entre 70 y 90% (Bakshia, et al., 2019). El guitosano tiene ventajas
econdmicas al obtenerse de una fuente natural renovable por ser un subproducto de la

industria pesquera (Espinosa-Cavazos et al. 2020).

2.3.1 Propiedades del quitosano
El peso molecular del quitosano es afectado por el proceso de desacetilacion de la
quitina y el procedimiento de obtencion, por lo anterior el peso molecular puede oscilar

entfre 50 y 2000 kDa (Bakshia, et al., 2019).

Otra caracteristica importante del quitosano como biomaterial, es su actividad
antfimicrobiana y antifUngica, las cuales pueden ser explicadas a través de varios
mecanismos; por ejemplo, la naturaleza policatidonica del quitosano interviene en el
metabolismo bacteriano y sus paredes celulares; el quitosano de bajo peso molecular
puede entrar en los nUcleos celulares inhibiendo su multiplicacion; y puede funcionar
como un agente quelante, formando un ion metdlico, que impide las reacciones

quimicas de ciertos minerales esenciales (van den Broek, et al., 2015).

Por otfro lado, el quitosano al ser un polimero natural alcalino es inodoro vy tiene la
capacidad de ser biocompatible y biodegradable, al descomponerse en productos
inofensivos como azUcares, esta propiedad puede ser aprovechada en biomedicina ya
que puede ser absorbido por el cuerpo humano (Espinosa-Cavazos et al. 2020). La

biodegradabilidad del quitosano se debe a la actividad de enzimas como la
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glucosamidasa que transforman las glucosaminas en oligdmeros (Bakshia, et al., 2019).
Dentro de organismos vivos el quitosano puede ser catalizado por bioenzimas para
despolimerizar la molécula, descomponiéndose en N-acetil-glucosa y glucosamina que
no son téxicos para el ser humano y no se acumulan en el cuerpo, ni generan respuestas
inmunes (Zhao et al., 2018). Ademds, el esqueleto polisacdrido del quitosano es
estructuralmente similar a los glucosaminoglicanos del cuerpo que son los componentes

principales de la matriz extracelular de hueso y cartilago (Sionkowska y Ptanecka, 2013).

Los grupos aminos que posee el quitosano dentro de su estructura quimica le
atribuyen caracteristicas importantes para la formacién de puentes de hidrogeno. La
biodegradabilidad y actividad antimicrobiana hacen a este material ideal para la
elaboracién de peliculas utilizadas en la industria alimenticia y biomédica (Espinosa-

Cavazos et al. 2020).

2.4 Obtencidn de peliculas poliméricas de quitosano

El quitosano se disuelve en soluciones dcidas, por esa razdn, las peliculas de
quitosano son obtenidas principalmente con soluciones de dcido acético, dcido

clorhidrico, dcido férmico y écido lactico (Espinosa-Cavazos et al. 2020).

Adila et al. (2013) estudiaron las propiedades fisicas de peliculas de quitosano
obtenidas con diferentes dacidos, tales como: dcido acético, dcido lactico, y dcido
citrico. La tension de ruptura de las peliculas formadas con dcido acético mostrd valores
mayores de 329.1 MPa, en comparacion con las peliculas obtenidas con dcido citrico y
dcido lactico, las cuales presentaron valores de tension a la ruptura por debajo de 50
MPa. Respecto al porcentaje de elongacién a la ruptura, las peliculas obtenidas con

dcido acético tuvieron los porcentajes de elongacion mds bajos con un valor de 25%,
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las peliculas obtenidas con dcido citrico obtuvieron valores medios de elongacién de
100% v las peliculas obtenidas con dcido Iactico valores altos de elongacion de 260%,
indicando que la interaccion intermolecular entre el quitosano y el dcido acético es

relativamente mads alta en comparacién con los otros dos dcidos.

En 2021 Smirnov et al. prepararon peliculas de quitosano con un solvente eutéctico
de dcido citrico (AC) y cloruro de colina (ChCl), las peliculas utilizaron un contenido de
DES del 67 % p/p al 82 % p/p a una concentracion de sélidos del 2 % y con una razén 1:1
de ChCI-AC. El andlisis con el microscopio de fuerza atdmica (AFM) muestra que la
pelicula con 67 % de DES presenta una superficie menos rugosa (rg=11 nm), en
comparacion con las peliculas con mayor contenido de solvente eutéctico, que
aumentan la rugosidad en su superficie para las peliculas de 75 % de DES con Rg=13 nm
y para las peliculas con 82 % de DES con Rg=13 nm; en cuanto al porcentaje de
elongacién a la ruptura, al 67 % de DES se tiene un valor de 84 %, al 75 % de DES se tiene
un valor de 71 % de elongacion y para peliculas al 82 % de DES se tienen una elongacion
de 40 %; La resistencia a la traccion para peliculas al 67 %, 75 % y 82 % de DES, se
obtuvieron valores de 18 MPa, 14 MPa y 8 MPa respectivamente. También, las peliculas
presentaron una propiedad de auto reparacion que podria estar asociado a los
entrecruzamientos de puentes de hidrogeno de los componentes de la pelicula.
Finalmente, los autores lograron inducir un movimiento al aplicar vapor de agua en las
peliculas de quitosano que imita el movimiento de algunos tipos de plantas (Ej. Mimosa

pudica).
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2.4.1 Memoria de forma en peliculas de quitosano

Correia et al., (2014) prepararon peliculas de quitosano purificado con NaOH a una
concentraciéon de 1% p/v en una solucion acuosa de 2 % v/v de dcido acético vy
posteriormente sumergidas y estabilizadas en una solucidn de genipina al 3 %y 37 °C por
6 h. Las peliculas de quitosano se sometieron a estimulos previos de hidrataciéon con
agua/etanol a diferentes concentraciones (0/100, 10/90, 20/80, 30/70, 40/60, 50/50,
70/30, 80/20, 100/0), los autores observaron que el mdédulo de Young decrece con el
contenido de agua de 4.2 a 0.008 GPa, la resistencia a la traccion disminuye con el
contenido de agua de 81.54 a 11.82 MPa y el porcentaje de elongaciéon a la rofura
aumenta de 0.51 a 10.61 %. El efecto de memoria fue estudiado usando un estimulo de
hidratacién-deshidratacién usando genipina como un agente entfrecruzante para lograr
obtener la forma estabilizada, aunque no llegan a medir cuantitativamente la memoria

de forma.

Zhang et al., (2018) prepararon peliculas de quitosano (CT) con acido acético al 1 %
v/vyal 1% v/v de CT, ademds agregaron un 30 % de glicerol en peso total respecto al
CT enla solucion filmogénica y a fravés de un proceso de vaciado en placa se formaron
las peliculas en un horno al vacio (50 °C y -0.1 MPa) por 72 horas. Estudiaron la memoria
de forma de la pelicula obteniendo una razén de estabilidad (Rf) de 93 % y estudiaron
la razén de recuperacidon de la pelicula en un medio liguido con diferentes
concentfraciones de agua/etanol (0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 100/0). Cuando el
contenido de agua fue del 100% la razon de recuperacion (Rr) obtuvo el valor mdés alto
de 93% y el contenido de agua disminuyo el tiempo de recuperacion de la pelicula de

103 s a 27 s. Por otro lado, en una concentracién de etanol de 100 % la pelicula no
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presento memoria de forma con 0 % de Rr debido a que no existe una interaccidon entre

las moléculas de quitosano vy las de etanol.

2.5 Gusano de seda

Bombix mori es un insecto del orden de los lepidépteros del género Bombyx que
atraviesa por 5 etapas larvales para formar su capullo y llegar a transformarse en
mariposa. Las mariposas son de cuerpo grueso y velludo con antenas con forma de
peine y frompa atrofiada que sélo llegan a sobrevivir durante 2 a 5 dias ya que no toman
ningun alimento en el estado adulto. La mariposa de Bombix mori ha perdido la
capacidad de volar. Las razas criadas en el mundo han sido derivadas de un gusano
silvestre Bombyx mandarina originario de China, India y Corea (FAO, 1990; Pescio, 2006;
Martinez, 2011; Rodriguez et al., 2012). Para la produccion de capullos las condiciones
ambientales mds importantes son: temperatura, humedad relativa, ventilacion e
iluminacion (Rodriguez et al., 2012). Los gusanos de seda (Bombix mori] producen

capullos a partir de su alimentacién exclusiva con hojas de morera (Morus spp).

En la figura 5 podemos observar las etapas de desarrollo del Bombyx mori, el gusano
recién nacido es llamado gusano hormiga y después pasa por 5 etapas larvarias o
edades a través de cuatro mudas, de la primera a la tercera edad se conoce como
gusano joven, al llegar a la 5a edad el Bombix mori produce un capullo de seda para
proteger su pupa durante la metamorfosis a mariposa. Todo este proceso desde el
nacimiento del gusano hasta la muerte de la mariposa dura aproximadamente de 30 a

37 dias (FAO, 1990; Herrera, 2017).
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Figura 5. Etapas de desarrollo del gusano de seda, basado en FAO (1990)

La producciéon de seda de Bombix mori ocurre en la glédndula sericigena del gusano
que se divide en tres regiones: anterior, media y posterior (Herrera 2017). En la figura 6 se
ve el esquema de la regidon donde se produce las proteinas de la seda de Bombix mori,
la fibroina se forma en la regidén posterior de la gldndula de seda para después ser
almacenada en la region media donde se produce la sericina que recubre a la fibroina
y finalmente sale de forma liquida por el hilador que es un conducto situado en la regidn
anterior de la gldndula de seda ubicada en la boca del gusano y se solidifica por

deshidratacion al contacto con el aire (Ling et al., 2017).
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Figura 6. Regiones de la gldndula de seda de Bombix mori

2.6 Fibroina de seda

La fibroina de seda del gusano Bombix mori es un polimero natural que ha sido
estudiada por sus propiedades de biocompatibilidad para aplicaciones médicas, este
biopolimero puede ser solubilizado y regenerado en una solucidon acuosa para formar
diversos materiales, como peliculas (Vepari y Kaplan, 2007). La seda sirve como punto
de referencia para obtener polimeros estructurales imitando a la naturaleza

(biomimetica) y desarrollar biomateriales (Porter y Vollrath, 2009).

En la figura 7 se observa como la seda de Bombix mori estd formada por filamentos
de dos diferentes proteinas: la fibroina estd en el centro de la seda vy la sericina es el
material pegajoso que la rodea (Meng et al. 2012). La estructura primaria de la seda de
Bombix mori estd constituida de aminodcidos, principalmente glicina (43 %), alanina (30
%) y serina (12 %) (Vepari y Kaplan, 2007). La fibroina corresponde a un 70-75 % del peso
total y la sericina que la recubre en un 30-25% (Costa et al. 2018). La fibroina se compone

de una cadena pesada (390 kDa) y una cadena ligera (26 kDa) unidas entre si por un
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enlace disulfuro y una glicoproteina con un peso molecular de 25 kDa llamada P25 la
cual se encuentra unida de manera no covalente a las cadenas ligeras y pesadas. La
sericina es una proteina hidrofilica de 20-310 kDa (Vepari y Kaplan, 2007; Gaviria y

Caballero, 2015).

Sericina

Fibroina
HO
(o] (o] CH; 0 CH3
H H H
N N N
H H H
o o odn"
Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 7. Filamento de seda de Bombix moriy estructura primaria de la fibroina

La fibroina posee en su estructura secundaria grandes dominios repetitivos
hidrofobicos modulares (dominio  cristalino) interrumpidos por pequenos grupos
hidrofilicos (dominio amorfo) (Gaviria y Caballero, 2015). Los bloques hidrofébicos son
predominantes y producen interacciones de hidrogeno a través de las cadenas de la
proteina que producen estructuras denominadas laminas beta (B sheets) que son

responsables de la cristalinidad de la fibroina (Costa et al. 2018).
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2.7 Obtencidn de peliculas poliméricas de la seda de Bombix mori

Las peliculas de fibroina de seda son biomateriales que pueden ser fabricados de
manera econdémica y con una gran calidad en el laboratorio (Lawrence et al. 2012).
Varios solventes han sido reportados para obtener materiales de seda de Bombix mori:
dcidos/dlcalis inorgdnicos, soluciones acuosas de sales neutras (ejemplo: LiBr) (Lawrence
et al., 2012, Rockwood et al. 2013; Gaviria et al., 2019); sistemas complejos de d&cidos
orgdnicos (ejemplo: Acido Férmico-Cl.Ca) (Zhang et al.,2017), 4cido/dlcali inorgdnico
concentrado (Wang, et al., 2020) y liquidos idnicos (Philips et al., 2004). Todos estos
solventes tienen un impacto principalmente en las propiedades de los materiales
resultantes debido a la degradacién que provocan en la seda al romper sus enlaces de
hidrogeno y cadenas de aminodcidos (Wang, et al., 2020). En la tabla 3 se presentan

algunas ventagjas y desventajas de varios tipos de solventes para disolver seda.
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Tabla 3. Comparacién de solventes para disolver fibroina de seda

Disolvente Eijemplos Ventajas Desventajas

Acido/dlcali inorgdnico HCI Bajo costoy . L,G. (_:IegroquIop N
L . hidrdlisis de la fibroina
concentrado facil de operar
H3sPOu, es muy alta
Altos costos de

Solucién salina acuosa o LiBr-H20, . . produ;c:on v se

un sistema complejo de sal Faciles de necesitan usar una
L CaClz-Etanol- operar gran cantidad de
con solvente orgdnico .
H20 sales, necesitan
didlisis

Sistemas complejos de Fa-LiBr Simple y de .. A[gunos necesttan

dcidos orgdnicos bajo costo diglisis, puede
g Fa-CaCla, I contener impurezas
Disuelven
o o Liquidos idnicos seda sin . Alfo costo de
Liquidos ionicos basados en 3- desgomary sin 2
I . produccion
metilimidazolio proceso de
didlisis

Elaborado en base a los datos de Wang et al., (2020)

El método convencional para la obtencién de una solucion fimogénica de seda es
a través del uso de una solucién de bromuro de litio (LiBr) a una concentracidén molar de
9.3 M y una concentraciéon de 20 % p/v de fibroina (Rockwood et al., 2013). Las sales de
LiBr a una mayor concentracion molar tienen un mayor nivel de solubilidad de fibroina
de seda ya que esta aumenta el rompimiento de las uniones disulfuro entre las cadenas

pesadas y ligeras de la fibroina, (Sah y Pramanik, 2010).

El solvente mds utilizado para la obtencién de peliculas de fibroina es una solucién de
LiBr pero el proceso de didlisis para remover las sales hace la obtencién de las peliculas
es caro y lento por lo que Huang et al., (2017) propone un método alternativo para
remover las sales a fravés de un proceso de lavado con etanol y posteriormente dcido
formico al 98 % para obtener la solucion filmogénica y usar el proceso de vaciado para
obtener las peliculas.
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En cuanto alos liquidos idnicos, la solubilidad de la seda depende de las propiedades
de cationes y aniones, pero el anidon tiene un efecto mdas amplio, siendo los liquidos
idnicos con contenido de Cl los que son mds efectivos para disolver fibroina debido a
que actian sobre las uniones de hidrégeno de las regiones cristalinas de la fibroina
(Meng et al. 2012). Los liquidos idnicos con contenido de cloro: BMIM CI (Cloruro de 1-
butil-3-metilimidazolio), DMBIM CI (Cloruro de 1-butil-2,3-dimetilimidazolio) y EMIM ClI
(Cloruro de 1-eftil-3-metilimidazolio); resultaron los mds efectivos para disolver seda en un
bano de aceite a 100 °C con un porcentaje de saturacion de solubilidad del 8.3 % al 23.3
% en comparacion con liquidos idnicos con aniones Br, |, BFs y AICI: con porcentajes de

solubilidad de la seda de 0 al 0.7% (Philips et al., 2004).

2.7.1 Proceso de desgomado

Para obtener peliculas de fibroina es necesario un proceso previo de desgomado
qgue consiste en separar la sericina de la fibroina debilitando las interacciones
intermoleculares no covalentes de las cadenas polipéptidos de la sericina usando una
solucion de Na2COs (Luong et al. 2014). El proceso de desgomado es una combinacion
de varios efectos: dispersion, solubilizacidn e hidrdlisis de los polipéptidos de la sericina sin
llegar a degradar la fibroina (Sah y Pramanik, 2010). La concentracién mds usada de
Na2COs para el proceso de desgomado es de 0.02 M de Na2COs (Lawrence et al. 2012;
Rockwood, et al. 2013). La sericina tiene que ser removida, sobre todo en biomateriales,
debido a que al estar combinada con fibroina aumenta la respuesta inflamatoria en el
cuerpo humano (Allardyce et al., 2016). Sah y Pramanik (2010) recomiendan usar una
concentraciéon de Na2COs de 0.02 M, 80 °C de temperatura y tiempos de 40 minutos o

mas de desgomado para obtener la fibroina de manera éptima, debido que al ser
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observada por el microscopio electronico de barrido se nota la disminucidén de la

sericina.

En peliculas de fibroina obtenidas con LiBr como solvente el proceso de desgomado
tuvo una correlacién negativa entre la pérdida de peso vy la resistencia a la tracciéon
donde con una pérdida de peso del 12.2% se obtienen peliculas con 8.9 MPa de
resistencia, y con un desgomado con pérdida de peso del 29.4 % se obtienen peliculas
de 4.3 MPq, esto se debe a que a pérdidas de peso menores al 28 % se mantienen
sericina residual que mejora las propiedades mecdnicas, principalmente la resistencia a

la fraccion (Allardyce et al., 2016).

2.7.2 Memoria de forma en peliculas de fibroina

Sun et al., (2017) estudiaron la memoria de forma de peliculas de fibroina mezcladas
con poli-caprolactona(CPL) y éxido de benzoilo; obtenidas por un método de moldeo
por compresion; el estimulo utilizado fue agua a 70 °C, concluyendo que el porcentaje
de recuperacioén (Rr) se incrementa significativamente cuando el porcentaje de fibroina
esmenor al 15 % p/p. siendo el mdaximo un 90 % cuando la pelicula contiene 5 % en peso
de fibroina; ademds el contenido de fibroina aumenta el médulo de Young de 80 MPa
a 240 MPa y disminuye la resistencia a la traccidén de 24 MPa a 12 MPa; un andlisis de SEM
mostré que a una concentracién mayor a 15 % de fibroina ocurre una dispersiéon desigual
en la matriz de PCL en la pelicula debido a una separacion de fases y agregacion de

particulas de fibroina.
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2.8 Materiales de quitosano-fibroina (Q-F)

Los materiales mdas comunes hechos con la mezcla quitosano (Q) - fibroina de seda
(F) son: soluciones, nanofibras, estructuras en tres dimensiones, peliculas, microparticulas
e hidrogeles; las aplicaciones de estos materiales se encuentran en una etapa muy

temprana ya que su comercializacion hasta ahora ha sido baja (Tuwalska et al. 2022).

Cai et al., (2010) mencionan que las hanofibras fabricadas por electrospinning de Q-
F pueden ser utilizadas para el tratamiento de heridas debido a su biocompatibilidad y
actividad antibacterial. Para obtener las fibras usaron como disolvente Hexaflouro-2-
propanol (HFIP); los investigadores reportaron que cuando se anade fibroina (20 %, 50 %,
80 % en peso total) al quitosano, se mejora la resistencia mecdnica del quitosano, de 1
MPa, 1.1 MPa a 1.2 MPa respectivamente; por otfro lado, se incrementa el didmetro de
las nano fibras de 185 nm, 214 nm a 249 nm. La mezcla al 80 % de quitosano presento
una mayor actividad antimicrobiana respecto a las ofras mezclas y se pudo observar

que el efecto antibacterial de la fibroina pura es menor que la de las mezclas Q-F.

Gobin et al. (2005) fabricaron andamios hechos de Q-F, disolviendo seda en una
solucion de nitrato de calcio-metanol a un radio de 1:4:2 Ca:H2O:MeOH a 65 °C, y
disolviendo quitosano al 2 % p/v en dacido acético, las soluciones fueron mezcladas en
una razdn 50:50, 25:75y 75/25 y dializadas. Los resultados indicaron que el incremento de
fibroina incrementa la tension a la ruptura y el médulo eldstico significativamente debido

a gue la fibroina incrementa la cristalinidad del material.

Silva et al. (2012) usaron como solvente un liquido idnico (Acetato de 1-butil-3-
metilimidazolio), [omim][Ac], para la fabricacién de hidrogeles de Q-F para aplicaciones

en regeneracion de tejidos, donde el médulo eldstico se incrementa con el incremento
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de fibroina haciendo el material mds cristalino; ademdas, la fibroina aumenta el
crecimiento de fibroblastos dérmicos humanos que hacen este material Util para

aplicaciones de apdsitos para heridas.

2.8.1 Peliculas de quitosano-fibroina (Q-F)

Las peliculas Q-F se presentan como materiales con aplicaciones en ingenieria de
tejidos por su biocompatibilidad, su resistencia mecdnica y su afinidad con el agua.
También, las peliculas de Q-F pueden ser usadas como revestimiento para implantes
metdlicos y cerdmicos en ingenieria de tejidos. En las peliculas de Q-F el incremento de
peso de fibroina en la mezcla disminuye la resistencia a la traccién, aumenta el mdédulo
de Young y disminuye el porcentaje de elongacion a la rotura (Grabska-Zielinska y

Sionkowska, 2021)

Niamsa et al., (2009) estudiaron peliculas de Q-F, para lo cual utilizaron una solucién
flmogénica de quitosano con dcido acético; mientras la fibroina fue desgomada con
carbonato de sodio al 0.5 % p/v y disuelta en un sistema de CaClx-Etanol-agua
(proporcion, 1:2:8), posteriormente, un proceso de didlisis fue realizado. Finalmente las
soluciones fueron mezcladas a diferentes proporciones de peso (2:0, 2:1, 2.2y 1:2 ), los
autores mencionan que las peliculas de Q-F pueden tener un porcentaje de elongacion
de entre 69 % a 5 % dependiendo de la cantidad de fibroina , el médulo de Young
aumenta con el contenido de fibroina, por lo cual la presencia de fibroina disminuye la

flexibilidad de las peliculas.

Luangbudnark et al., (2012) estudiaron peliculas de Q-F, para lo cual usaron una

solucidn de cloruro de calcio a 3 M para disolver la fibroina y paso por un proceso de
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didlisis y de liofilizacién. Posteriormente se mezcld la fibroina y quitosano en dcido ldctico
a diferentes proporciones (3:1, 2:1, 1:1 y 1:2) a una temperatura de 37-40 °C, las peliculas
fueron obtenidas por el método de vaciado en placa y fueron tratadas con hidroxido
de amonio y metanol para estabilizar las peliculas y disminuir su solubilidad en agua con
un porcentaje de hinchamiento de 48 % a 57 %. Las peliculas tuvieron un porcentaje de
elongacién de 6.4 % a 14.4 % y una resistencia a la traccién de 52.8 a 58.3 MPaq, el
incremento de quitosano aumenta la flexibilidad de las peliculas ya que mediante la
interposicion de quitosano en la cadena de fibroina se perturba el empaquetamiento

cristalino.

Li et al., (2018) prepararon peliculas de Q-F, para lo cual desgomaron la seda en una
solucion de Na2COs a 0.02 M y usaron una solucién de LiBr a 9.3 M para disolver la fibroina
resultante, posteriormente realizaron un proceso de didlisis y liofilizacién. La solucion
flmogénica de quitosano fue obtenida en una solucidon de dcido acético al 2 % v/v;
posteriormente se mezcld el Q y la F a una proporcion de volumen 1:1. Las peliculas
fueron preparadas por el método de vaciado en placa y posteriormente fueron tratadas
con metanol e hidréxido de sodio, de forma que las peliculas sean insolubles en agua.
Las peliculas proporcionaron un entorno favorable para el crecimiento de células madre
derivadas de medula ésea de rata por lo que podrian usarse en ingenieria de tejidos de
hueso, cartilago y piel, mencionan que la fibroina es la que tiene la capacidad de
provocar una proliferacion de las células de ratdén, mientras que el quitosano actia en
la diferenciacion de células osteogénicas, aunque los mecanismos para que esto

suceda son desconocidos para los autores.
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2.9 Solventes eutécticos (DES)

Un solvente eutéctico es una mezcla de dos o mds sélidos que sufren un cambio de
fase a liquido a una temperatura que va de los 75a los 120 ° C (Alonso et al., 2017). La
temperatura minima de fusién de los componentes de un solvente eutéctico recibe el
nombre de punto eutéctico (Pena-Pereiray Calle, 2018). En la figura 8 podemos observar
que al mezclar dos componentes (A y B) y aumentar la temperatura encontramos el

punto eutéctico, siendo este menor al punto de fusion individual de cada componente.

PUNTO DE
FUSION A

_________________ PUNTO DE
uQuipo |  TTT==- FUSION B

PUNTO EUTECTICO

ViNlvyadwial

SOLIDO A+B

A 2 FRACCION MOLAR B B

Figura 8. Diagrama del punto eutéctico. Reportado por Pena-Pereira y Calle, 2018

Los solventes eutécticos, denominados en inglés “Deep eutectic solvents” (DES), son
faciles de preparar, la mayoria no son téxicos, son biodegradables y son una clase de
solventes que poseen caracteristicas como amplio rango de viscosidad, bajo punto de
fusion, no son reactivos con agua, no son voldtiles, son térmicamente estables, tienen
alta conductividad y bajo precio en comparacién con los liquidos idnicos (Ghaedi, et al

2017). Los DES han sido comparados con los liquidos idnicos (IL), siendo los primeros mds
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faciles de preparar y su pureza depende de sus componentes, mientras que los IL

necesitan pasar por un proceso de purificacion (Pena-Pereira y Calle, 2018).

Los DES se pueden clasificarse en cuatro tipos: los de tipo | contienen una sal de
amonio cuaternaria y un haluro metdlico anhidro, son poco usados debido a sus puntos
de fusidon altos; los de tipo Il tienen en su estructura haluros metdlicos hidratados que no
son sensibles a la humedad; los de tipo Il contienen una sal de amonio cuaternaria y
compuestos donadores de hidrogeno; los de fipo IV estdn formados por un haluro
metdlico con un dcido de Lewis o de Brgnsted (Alonso, et al. 2018; Pena-Pereira y Calle,

2018).

Los primeros DES desarrollados fueron del tipo Il que son obtenidos generalmente al
mezclar un compuesto con cardcter aceptador de enlaces de hidrdgeno con una
sustancia que actle como donadora de enlaces de hidrégeno. Los DES del tipo Il mdés
reportados en la literatura estdn constituidos de cloruro de colina, una sal de amonio,
barata, no toxica y empleada como suplemento alimenticio para animales; combinado
con amidas, dcidos carboxilicos y alcoholes, esto debido a su facil preparacion, agentes

baratos y no reactividad con el agua (Pena-Pereira y Calle, 2018).

2.9.1 Cloruro de colina - ¢cido citrico

El cloruro de colina (ChClI) es una sal con alto punto de fusion que funciona como
aceptadora de enlaces de hidrégeno, mientras que el dcido citrico (AC) funciona como
donador de enlaces hidrégeno (Alonso, et al. 2018). Un solvente eutéctico sintetizado a
partir de ChCl y AC fue estudiado siendo la proporcion 1:1 la que se considerd en el

punto eutéctico con el menor punto de fusion. Cuando se aumenta la cantidad de
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dcido citrico en el DES se observan altos valores de viscosidad, tension superficial y
densidad. Este solvente es soluble en agua y en solventes altamente polares y algunos
semi polares debido al comportamiento higroscopico del cloruro de colina vy la alta
polaridad del dcido citrico. El DES ChCI-AC puede ser utilizado para la extraccion de

componentes hidrofilicos, solubles en agua, de plantas y animales (Shafie et al. 2019).

Recientemente, Smirnov et al. (2021) han reportado el uso del cloruro de colina y
dcido citrico como solvente eutéctico para la formacién de peliculas de quitosano por
el método de vaciado en placa formando peliculas con concentraciones que van de
67 al 82% de peso de DES. Sugiriendo que el acido citrico genera un enfrecruzamiento
de enlaces de hidrégeno en la cadena polimérica de quitosano y senalando que el
cloruro de colina hace mds granular la superficie de las peliculas. El incremento en el
porcentaje del peso total del solvente eutéctico decrece el mdédulo de Young y el punto

de rotura de los filmes de quitosano.

2.10 Plastificantes

Los plastificantes son una clase de compuestos de bajo peso molecular que se usan
como aditivos para peliculas poliméricas. El objetivo primario de un plastificante es
mejorar la flexibilidad y la procesabilidad al disminuir su temperatura de transicién vitrea
(Tg). Los plastificantes disminuyen la fragilidad y evitan el encogimiento de las peliculas
durante su manejo y almacenamiento. Algunos plastificantes utilizados en peliculas
poliméricas, obtenidas con proteinas o polisacdridos, son el glicerol y el sorbitol

(Adeodato et al. 2011).
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En peliculas de quitosano el glicerol decrece la resistencia del material,
incrementando su elasticidad, su permeabilidad al vapor de agua y decrece la
temperatura de transicion vitrea (Rivero et al. 2016). En un estudio realizado por Adila et
al. (2013) el uso de glicerol como plastificante hizo que las peliculas de quitosano
obtenidas con dcido acético redujeran su tension de rotura haciendo peliculas mas

eldsticas.

En peliculas de fibroina, el glicerol reduce la temperatura de transicion vitrea y la
temperatura de cristalizacion. Cuando el contenido de glicerol se incrementa mas del
12 % del peso total, se incrementa la cristalinidad y la insolubilidad en el agua, hace la
pelicula mds eldstica y flexible disminuyendo el médulo de Young y aumentando el

porcentaje de tension a la rotura (Lyu et al., 2022).
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CAPITULO lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la literatura se pueden encontrar, desde hace 20 anos, investigaciones donde se
usan mezclas de quitosano-fibroina para la elaboracion de diversos biomateriales:
peliculas, microparticulas, hidrogeles, nano fibras, estructuras en tres dimensiones

(andamios) y soluciones (Tuwalska et al. 2022).

Una pelicula elaborada con la mezcla quitosano-fibroina que presente memoria de
forma a la temperatura del cuerpo humano puede aplicarse en biomedicina como
apdsito para mejorar el proceso de cicatrizacion. A este tipo de materiales Blacklow et
al., (2019), lo denominan vendaje adhesivo activo (active adhesive dressings), estos
materiales al activarse térmicamente permiten que el proceso de cicatrizacidén sea mas

répido.

En 2021, Smirnov et al., lograron obtener filmes de quitosano usando como solvente
eutéctico cloruro de colina-dcido citrico. Este solvente se presentd como un candidato
para solubilizar fibroina debido a su contenido de sales de cloruro que han sido

reportadas por Meng et al. (2012) como mds efectivas para disolver esta proteina.

El efecto de la memoria de forma de peliculas de quitosano vy fibroina ha sido
estudiado por separado, por lo que se esperaba que las peliculas combinadas de
quitosano-fibroina presentardn el efecto de memoria de forma, se buscd que la fibroina
en porcentajes menores mejorara las propiedades mecdnicas de las peliculas ademds

de afectar significativamente el efecto de memoria de forma.

En esta investigacion se plantea estudiar el efecto del contenido de fibroina y glicerol

como plastificante, cuando el contenido de quitosano es constante, en la razén de
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recuperacion y razén de estabilidad de la memoria de forma de las peliculas obtenidas

con cloruro de colina-dcido citrico.

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo principal
e Estudiar la memoria de forma de peliculas de quitosano-fibroina obtenidas

mediante un solvente eutéctico aplicandoles un estimulo térmico.

3.1.2 Objetivos especificos
» Establecer pardmetros para la seleccién de capullos de seda para la obtencion
de fibroina para fabricar peliculas poliméricas, en base a su tamano: largo del capullo,

ancho del capullo; y al peso de la corteza seca (peso del capullo sin pupa)

» Obtener peliculas poliméricas de quitosano-fibroina usando un solvente eutéctico
(4cido citrico-cloruro de colina) a diferentes concentraciones de fibroina, con vy sin

glicerol.

e Caracterizar la temperatura de transicién vitrea de las peliculas de quitosano-

fibroina para posteriormente estudiar la memoria de forma

e Estudiar la memoria de forma, razén de estabilidad (Rf) y razén de recuperacion
(Rr), de las peliculas poliméricas obtenidas a través de un solvente eutéctico ante un

estimulo térmico con una prueba de tension.

» Caracterizar la morfologia de la superficie, estructura, propiedades mecdnicas y

térmicas, de las peliculas poliméricas de quitosano-fibroina.
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3.2 Hipétesis de trabajo

Contenidos de fibroina del 0.72 % y 1.5 % en peso total y el glicerol (plastificante)
agregado tendrdan una diferencia significativa en los pardmetros de memoria de forma:
razéon de estabilidad (Rf) y razén de recuperaciéon (Rr) en las peliculas de quitosano-

fibroina.

3.3 Justificacion

3.3.1 Cientifica y Tecnologica

Para la obtencion de peliculas de quitosano-fibroina normalmente se usan procesos
por separado para solubilizar por un lado la fibroina y con otro solvente el quitosano,
para posteriormente mezclar las soluciones filmogénicas. La fibroina es mdas lenta de
procesar, y comunmente necesita un proceso de didlisis que dura dias. El solvente
eutéctico cloruro de colina-acido citrico se presenté como un candidato para procesar
ambos polimeros haciendo el proceso de obtencidn de peliculas mds rdpido. Por ofro
lado, una pelicula quitosano-fibroina con memoria de forma que sea termosensible a la
temperatura del cuerpo humano podria desarrollar, a largo plazo, apdsitos para mejorar

el proceso de cicatrizacion.

3.3.2 Social y econédmica

En México, la crianza de gusano de seda solo ha sido aprovechada para la
confeccion de artesanias textiles. En el estado de Oaxaca, segun el gobierno del estado,
se encuentran alrededor de 1400 productores sericicolas, siendo el estado con mayor

numero de artesanos del pais. La utilizacidon de capullos de Bombix mori para el desarrollo

35



de nuevos materiales de fibroina extenderia el aprovechamiento de la seda producida

por los artesanos del estado.

3.3.3 Ambiental

La combinacién cloruro de colina-dcido citrico, se considera por sus componentes
un solvente eutéctico natural. La biodegradabilidad de los solventes eutécticos basados
en cloruro de colina ha sido probada (Radosevic et al., 2015), por lo cual al trabajar con
estos compuestos se reducen los residuos que podrian permanecer en los ecosistemas y
causar deterioro ambiental. Al frabajar con capullos de seda producidos
artesanalmente en el estado de Oaxaca es un primer paso para crear una cadena de

produccion de materiales cuyo manejo y aprovechamiento sea sustentable.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Para la obtencion de las peliculas poliméricas de quitosano-fibroina de seda, se
utilizaron capullos de seda, carbonato de sodio (Na2COs3 = 99.5 %, Sigma-Aldrich CAS:497-
19-8, 105.99 g/mol), agua destilada (REPROQUIFIN), acido citrico (CsHyO7 299.5%, Sigma-
Aldrich CAS:77-92-9, 192.12 g/mol), cloruro de colina (CsHi4CINO 298%, Sigma-Aldrich
CAS:67-48-1, 139.52 g/mol) y quitosano (Quitina desacetilisada, Sigma-Aldrich CAS:9012-

76-4, de bajo peso molecular: 50,000 - 190,000 g/mol).

4.1.1 Obtencion y seleccion de los capullos de seda de Bombix mori

La seda utilizada para la elaboraciéon de peliculas en este estudio fue obtenida de
capullos de seda producidos en la comunidad de San Pablo Villa de Mitla, Oaxaca. La
primera etapa de crianza de larva joven (1° a 3% edad) fue realizada en el Centro de
Sericicultura estatal de Oaxaca y la segunda etapa (4° a 5% edad) se hizo en San Pablo

Villa de Mitla durante los periodos de marzo-abril y septiembre-octubre de 2018.

Para la seleccién de capullos de Bombix mori se utilizd una muestra de 250 capullos.
La primera parte consistid en separar los capullos por su morfologia en: elipticos,
acacahuatados, redondos y deformes (figura 9) similar a la clasificacién de Rodriguez-

Ortega et al. (2013).
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Elipticos Acacahuatados Redondos Deformes

Figura 9. Seleccidn de capullos

El peso promedio de la corteza seca (PCs) fue medido con una balanza analitica y
el ancho promedio de los capullos se midieron con un vernier (figura 10). Los capullos
que estaban sucios por dentro (figura 11), con la pupa pulverizada, tuvieron que ser

descartados para evitar que dejaran impurezas al momento de formar las peliculas.
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Figura 10. Medicién de la memoria de forma
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Figura 11. Capullo sucio con pupa pulverizada
4.2 Metodologia

4.2.1 Desgomado

El proceso de desgomado fue realizado en tiempos de 20, 30 y 40 minutos utilizando
1.25 g de seda en una solucion de carbonato de sodio (Na2COs) al 0.02 M, calentdndola
a 80 °C (Anexo 1). Los extractos de seda se lavaron dos veces con agua destilada
durante 20 minutos con un agitador magnético a 100 rom (Anexo 2) y posteriormente
secados a temperatura ambiente en una campana de extraccién durante un dia.
Después del proceso de secado se guardaron las muestras de seda dentro de un
recipiente seco. El peso de la fibroina obtenida fue medido después del proceso de

desgomado en una balanza analitica (VELAB-204B).

4.2.2 Obtencion de las peliculas poliméricas
La seda desgomada a 40 minutos fue seleccionada para molerla durante 30
segundos con un molino (Fritsch Pulverisette 19, Oberstein, Germany) usando una criba

de 0.2 mm (Fritsch, Oberstein, Germany).

La fibroina se disolvid en una mezcla de cloruro de colina-dcido citrico con una

relacion molar 1:3, dentro de un matraz bola de 100 mL sellado con un corcho. EL cual
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se colocdé en un bano de aceite sobre una plancha de calentamiento a una
temperatura de 130 °C y usando un agitador magnético a 200 rom durante é horas.
Posteriormente, a la fioroina de seda disuelta en el solvente eutéctico (Anexo 3) se le
agregd 48 mlL de agua destilada por cada gramo de material sélido y fue agitada
vigorosamente. Posteriormente, a la solucion de solvente eutéctico (SE) y fibroina (F) se
le agregd quitosano para tener un contenido de SE 72.32 % y quitosano al 27.68 % de
peso total. Igualmente, por cada gramo de quitosano (Q) se agregd 48 mL de agua
destilada para obtener una solucion fimogénica final al 2 % de peso por volumen (p/v)
(Anexo 4). Las soluciones filmogénicas fueron agitadas durante 48 horas con un agitador
a 300 rpm, siguiendo la metodologia de Smirnov et al. (2021), y finalmente el pH de las

soluciones filmogénicas fue medido con un potencidémetro (OHAUS).

En la tabla 4 se presentan las proporciones de cada una de las soluciones
flmogénicas con fibroina y solvente eutéctico, cabe destacar que todas tienen el mismo

contenido de quitosano del 27.6 % del peso total.

Tabla 4.Composicion de las soluciones filmogénicas

Solucién filmogénica Contenido Contenido de Contenido de
de fibroina (%) | solvente eutéctico (% | quitosano (% en peso)
en peso en peso)

DES 72 CHIT 28 (Blanco) 0 72.32 27.68

DES 72 CHIT 28 (0.725F) 0.72 71.60 27.68

DES 72 CHIT 28 (15F) ] 70.82 27.68

DES 72 CHIT 28 (2SF) 2 70.32 27.68

Las soluciones filmogénicas fueron vaciadas en cajas Petri de pldstico de 100 x10 mm

usando 20 mL de solucién filmogénica para obtener las peliculas. Por cada soluciéon
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flmogénica a diferente contenido de fibroina (0.72, 1.5y 2 % en peso) se obtuvieron dos
tipos de peliculas: SE-F sin glicerol y SE-F-glicerol (0.036 g) para tener un total de 8 peliculas
diferentes. Finalmente, las cajas Petri fueron depositadas dentro de un horno a 37-40 °C
(Anexo 5) durante 24 horas para obtener las peliculas y se mididé su espesor con un
microémetro (Mitutoyo, Japdn) en tres localizaciones distintas dentro del drea mds externa

de las peliculas.

Para los ensayos posteriores, las peliculas se estabilizaron dentro de un desecador a
temperatura de laboratorio estdndar de23°C, segin la norma ASTM 618-13 para el

acondicionamiento de pldsticos para pruebas y 50% de HR.

4.3 Caracterizacion de las peliculas poliméricas

4.3.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR fueron obtenidos en condiciones estdndar usando un
espectrémetro de IR de rango medio (NICOLET 6700, Thermo SCIENTIFIC), en el rango de
numero de onda de 4000-650 cm! con 32 barridos para medir el obtener el fondo y 64
barridos para la medicion de las peliculas. Se usd el accesorio de medicidon de

Reflectancia Total Atenuada ATR con ventana de ZnSe.

4.3.2 Andlisis termo mecdnico (TMA)
La temperatura de transicion vitrea (Tg) y el coeficiente de expansion térmica CTE se
obtuvo con un analizador termo mecdnico (TMAQA400, TA instruments,) con la probeta

de penetracién, en un rango de temperatura de -20 °C a 130 °C con una velocidad de
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calentamiento de 5 °C/min y una fuerza aplicada constante de 0.1 N. Las muestras

utilizadas fueron cilindricas de 0.5 cm de didmetro.

4.3.3 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis de degradacion del material y la medicion cuantitativa de los efectos
térmicos endotérmicos y exotérmicos de las peliculas fue realizado en un equipo Q500
(TA instruments). El ensayo TGA se realizé en un rango de temperatura de 25 °C a 600 °C
y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Todo esto en muestras de 16 mg

aproximadamente

4.3.4 Andlisis del médulo de Young (TMA)

El mdédulo de Young fue medido con un analizador termo mecdnico (TMAQ400, TA
instruments) con la probeta de fibra-pelicula, a una temperatura de equilibrio de 25 °C
y una fuerza aplicada constante de 0.1 N hasta llegar a 1.2 N. Las muestras utilizadas

fueron rectdngulos de aproximadamente 8 mm x 4 mm.

4.3.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia de la superficie de las peliculas fue estudiada por medio de im&agenes
de electrones secundarios (SED) con un microscopio electronico de barrido, JSM IT300LV
JEOL, operado a 5 kV y una magnificacién de 500x y 1000x. Las muestras utilizadas
midieron 1x1 cm de drea y se les aplico un revestimiento de paladio/oro con un equipo

DENTON VACUUM DESK V.

4.4 Medicion de la memoria de forma

La memoria de forma fue cuantificada a través de una prueba de tensidén, midiendo la

elongacioén de las muestras con los pardmetros de razén de recuperacion (Rr) y razéon de
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estabilidad (Rf). Para la medicion de la memoria de forma las muestras alcanzaron un 70
% de deformacion, segun lo reportado por Niamsa et al. (2009) como deformacion

mdaxima antes de romperse para peliculas de quitosano-fibroina.

Las ecuaciones (Ec. 1 y Ec. 2) utilizadas fueron propuestas por Kallel et al. (2016) y

Rieder et al. (2020):
Ec. 1: Ec. 2:

L L,—L
Rf = X x100% Rr=1" Lf x 100%

Lm u- L

La primera medida fue la longitud inicial (Li) de la muestra. La siguiente medida fue
la longitud mdxima de deformaciéon (Lm) para lo cual se usé una pesa de 218 g para
aplicar una fuerza de tensién adecuada para alcanzar una elongacion del 70 % vy al
mismo fiempo, con una secadora (Remington, USA) se aplicd un estimulo de
temperatura de 75 °C durante un minuto. Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar
a una temperatura ambiente de 21 °C durante un minuto para estabilizar la forma
temporal y medir la longitud estabilizada (Lm). Después se removid el peso y se midid la
longitud descargada sin peso (Lu). Finalmente, la longitud final (Lf) fue medida después

de aplicar un estimulo de calor de 75 °C durante un minuto con la secadora.

4.4 Diseno experimental

Para el diseno experimental se usd un diseno factorial 3x2, siguiendo el siguiente

modelo:

Y1]=,LI+A+B+AB+£l']'
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Los factores estudiados fueron denominados contenido de fibroinay glicerol. El primer
factor (A) cuenta con fres niveles (0 %, 0.72 %, 1.5 %) y el segundo factor (B) tiene dos
niveles (0 y con glicerol =0.036 g). La variable respuesta a medir serdn los pardmetros que
caracterizan la memoria de forma: razén de estabilidad (Rf) y razdn de recuperacion
(Rr). Para el andlisis de varianza se usaron tres repeticiones. Los andlisis estadisticos fueron

hechos en el programa Minitab® 20.3.

4.4.1 Hipotesis estadistica
H1: Los efectos del tratamiento A (% de fibroina) en los pardmetros de memoria de
forma: razéon de estabilidad (Rf) y razédn de recuperacion (Rr), son significativamente

diferentes en tres niveles (0 %, 0.72 %, 1.5 %) con un nivel de significancia de a = 0.5

H2: Los efectos del tfratamiento B (plastificante) en los pardmetros de memoria de
forma: razén de estabilidad (Rf) y razén de recuperacion (Rr), son significativamente
diferentes en los dos niveles (sin glicerol y con glicerol) con un nivel de significancia de a

=0.5

H3: Existe un efecto estadisticamente significativo de interaccion enfre los
tratamientos, % de fibroina y plastificante, en los pardmetros de memoria de forma: razdn

de estabilidad (Rf) y razdn de recuperacion (Rr) con un nivel de significancia de o = 0.5.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Seleccion de capullos de seda

Los capullos seleccionados para este estudio fueron elipticos. El promedio del peso
de la corteza seca (PCs) fue de 0.11 £ 0.027 g. El ancho promedio de los capullos fue de

1.44cm +0.107 cm.

Los capullos seleccionados para obtener la fibroina fueron aguellos con un didmetro
mayor a 1.33 cm y menor a 1.55 cm. Cifuentes y Kee Wook, (1998) mencionan que los
capullos suelen tener de 1.3 a 2.3 cm de didmetro, los capullos con un didmetro menor
a 1.5 cm se consideran de segunda, en este estudio se estardn trabajando con capullos
de segunda. Los capullos grandes poseen una tendencia a poseer un filamento grueso
y largo por lo que es una caracteristica importante para verificar la calidad del flamento
(Luzariaga, 2008); por lo que los capullos de segunda podrian ser utilizados para la
fabricacion de nuevos materiales dejando a los capullos de primera para la fabricacion

de textiles que necesitan filamentos gruesos y largos para hilarse.

5.2 Desgomado

En la figura 12 se observa el porcentaje de peso obtenido de la seda que representa
la fibroina obtenida, en promedio se obtuvieron valores a 40 minutos de 67.90 %, a 30
minutos fue de 68.74 % y para 20 minutos fue de 70.44 %. Para el proceso de desgomado
la temperatura fue de 80 °C donde el tiempo tiene un impacto significativo en la
reduccién de sericina segun lo mencionado por Wang et al., (2020). Algunos autores

mencionan que la sericina puede tener un porcentaje del 20-30 % del peso total
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removido (Rockwood, et al., 2013; Luong et al., 2014, Costa et al.,2018). Por otfro lado,
Wang et al., (2020) mencionan que el porcentaje de sericina removida varia de 26 % a
un maximo de 33 %, similar a lo reportado para este estudio que fuvo un promedio

maximo de 32 %.
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Figura 12 Porcentaje en peso de seda obtenido a 80°C

5.3 Elaboracion de peliculas poliméricas (Cloruro de colina-acido citrico)

Para la formacién de peliculas de quitosano-fibroina es necesario que las soluciones
flmogénicas tengan un pH de 3.25 o menor segun lo reportado por Smirnov et al. (2021),

en su estudio los autores mencionan que tedricamente a este pH de 3.25 las
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interacciones de los grupos -—COOH y —NH2 de los componentes logran la formacion
de las peliculas. En este estudio las soluciones filmogénicas con diferentes contenidos de
fibroina al 0.72, 1.5y 2 % obtuvieron valores de pH de 3.2, 2.9 y 3 respectivamente. La
maxima cantidad de fibroina que se pudo disolver en el SE a 130 °C fue un 2 % del peso

total.

El grosor de las peliculas sin glicerol es presentado en la tabla 5, se puede observar
que el grosor de las peliculas varia de 0.0630 mm a 0.0742 mm y que a mayor contenido

de fibroina la pelicula se hace mds delgada.

Tabla 5. Peliculas de quitosano-fibroina obtenidas sin glicerol

Muestra Contenido de Grosor (mm)
fibroina (%)

QE 0 0.0742 £ 0.006
QE72F 0.72 0.0766 +0.005
QE150F 1.5 0.0744 +£0.009
QE200F 2 0.0630 = 0.005

*E (solvente eutéctico), F (fibroina de seda), Q(quitosano)

En la tabla 6 se presentan los valores de grosor para las peliculas con glicerol que
varian de 0.0728 mm a 0.1008 mm. A partir de los datos se puede observar que, como
en las peliculas anteriores, al agregar mayor contenido de fibroina las peliculas se

vuelven mds delgadas.
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Tabla é. Peliculas de quitosano-fibroina obtenidas con glicerol

Muestra Contenido de Grosor (mm)
fibroina (%)

QEG 0 0.0826 +0.007
QE72FG 0.72 0.1008 = 0.009
QET50FG 1.5 0.0770 +0.009
QE200FG 2 0.0728 +0.007

*E (solvente eutéctico), F (fibroina de seda), Q(quitosano), G(glicerol)

Al comparar las tablas podemos observar el aumento de grosor de las peliculas a las
gue se agrego glicerol, en comparacion alas que no tienen, esto ha sido reportado por
Rivero et al. (2016) para peliculas de quitosano; igualmente Santos et al. (2021)
mencionan que al agregar glicerol se aumenta el grosor de peliculas de fibroina.
Posiblemente, la adiciéon de glicerol como plastificante aumenta el volumen libre de la

matriz polimérica y esto aumenta el grosor de las peliculas (Rivero et al. 2016).

5.4 Caracterizacion de las peliculas quitosano/fibroina de seda

5.4.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

En la figura 9 se muestran la comparaciéon de los espectros de FTIR obtenidos para las
peliculas QE y QE150F, en esta se observan bandas similares en las regiones de enlaces
simples de 787 cm1, 892 cm-1, 950 cm!; 1069 cm1; 1193 cm!, del estiramiento C—0O; 1316
cm'y 13781 cm'!, grupo amida lll; en el drea del espectro correspondiente a los dobles
enlaces nos enconframos bandas a 1633 cm!, del enlace NHz; y 1712 cm-!, de Ia unidn

C=0. La Unica diferencia notable es la banda a 1034 cm-!, de la vibracion OH.
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Figura 13. Comparacion de FTIR de las peliculas QE y QE150F

La banda ubicada en 950 cm! estd relacionada al espectro de IR del cloruro de
colina para peliculas de quitosano obtenidas con cloruro de colina-dcido citrico como
solvente eutéctico, en una banda de 955 cm 1, segun lo reportado por Smirnov et al.,

(2021), lo que indica la incorporacién de este compuesto a las peliculas.

En peliculas de quitosano-fibroina Niamsa et al., (2009) indican que el pico a 1034 cm-
1, estd relacionado con la interaccion intermolecular formada por puentes de hidrogeno
entre los dos biopolimeros, indicando un entrecruzamiento. Chen et al., (1997),
mencionan que este entrecruzamiento esta dado por un puente de hidrogeno entre el

grupo —NH2 del quitosano y por el grupo carbonilo de la fibroina.

Por otro lado, la banda ubicada a 1633 cm- ! podria indicar un entrecruzamiento entre
el dcido citrico y el quitosano segun lo reportado por Smirnov et al., (2021) para peliculas
quitosano obtenidas con cloruro de colina-Aacido citrico. Aungue esta banda a 1633 cm-
I podria relacionarse a la fibroina, ya que un espectro a 1620 cm ! fue obtenida en el FTIR

para el polvo de fibroina (Anexo 6é).
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La banda de absorcion a 1316 ¢ m! estd relacionada con el espectro del quitosano
(Park et al., 1999), del enlace C—N en la banda amida lll (Fernandes et al., 2015). La
banda a 1174 cm' puede corresponder a un estiramiento del enlace C—O—C, la banda
a 1071 cm ! corresponde al enlace C-O, y la banda a 874 cm ! puede corresponder al
enlace C—H, todas estas bandas de absorcion estdn asociadas a la estructura del
quitosano (Fernandes et al., 2015). Bandas a 1023 cm' y a 892 cm ! fueron obtenidas en

el FTIR para el polvo de quitosano (Anexo 6).

La banda del espectro a 1712 cm! indica una absorcion del grupo carbonilo C=0
caracteristico del acido citrico (Smirnov et al., 2021; Shafie et al., 2019). Igualmente, el
espectro FTIR de cloruro de colina-acido citrico, a una razén 1:3 como el usado en el
presente trabajo, indica bandas a 1193 cm''; esto podria indicar la incorporacion de este

solvente eutéctico a las peliculas (Shafie et al., 2019).

5.4.2 Temperatura de fransicion vitrea (Tg)
Las temperaturas de fransicion vitrea (Tg) y el coeficiente de expansion térmica CTE
para las peliculas de quitosano-fibroina a diferentes contenidos de fibroina y en ausencia

de glicerol son presentados en la Tabla 7.

Tabla 7. Temperaturas de transicion vitrea y CTE térmica de las muestras

Muestra 79 (°C) CTE (35°C)-2
QE 27 998
QE72F 28 2713
QE150F 28 2077
QE200F 43 1566

*E (solvente eutéctico), F (Fibroina de seda), Q(quitosano)
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Se puede observar que todas las peliculas, excepto la QE200F, presentan una
temperatura de fransiciéon vitrea por debajo de la temperatura del cuerpo humano (37
°C) lo que las hace posibles candidatas a aplicaciones biomédicas de apdsitos para
heridas en la que la memoria de forma pueda activar mecdnicamente los apdsitos para

mejorar el proceso de cicatrizacién como ha sido discutido por (Blacklow, et al., 2019).

5.4.4 Andlisis termogravimétrico (TGA)

En la figura 14 se tiene la curva DTGA para muestras sin glicerol donde podemos
observar que existe una descomposicion con cuatro etapas; la primera etapa con picos
de temperatura entre 81 y 84 °C debido a la evaporacion del agua. Una segunda etapa
se fienen picos entre 200 y 202 °C, Smirnov et al. (2021) mencionan que a 200 °C existe
una descomposicion de dcido citrico debido a una interaccion con el quitosano. La
tercera etapa enfre 273 y 292 °C estd relacionada a la degradacion térmica del
quitosano, Kweon et al., (2001) menciona que esta se debe a la descomposicion de las
cadenas poliméricas y de los anillos de azUcares del quitosano, ademds se puede
observar que a mayor contenido de fibroina el pico de temperatura aumenta, por lo
que estd relacionada a la descomposicidon de la fibroina. La cuarta y Ultima etapa
comprendida entre 365y 371 °C estd relacionada a la degradacion térmica del solvente

eutéctico.
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Figura 14 Curvas DTGA para peliculas quitosano-fibroina sin glicerol

En la figura 15 se tiene la curva DTGA para muestras con glicerol donde podemos
observar que existe una descomposicidn térmica con cuatro etapas similar a las muestras
sin glicerol. Alrededor de una temperatura entfre 61y 75 °C para la evaporacion de agua.
En la segunda etapa se observa un hombro previo a la temperatura comprendida entre
206 y 210 °C, debido posiblemente a la descomposicion del glicerol. La tercera etapa
alrededor de 296 °C relacionada con la descomposicion de las cadenas poliméricas del

quitosano. La etapa final entre 365y 372 °C se relaciona con la degradacion térmica del

solvente eutéctico.
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Figura 15. Curvas DTGA para peliculas de quitosano-fibroina con glicerol

En la tabla 8 se presenta una comparacién de las etapas de descomposicion de las

cuatro etapas de descomposicion detectadas en las curvas DTGA.
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Tabla 8.Etapas de descomposicion de las peliculas quitosano-fibroina

Pérdida Residuos

Etapa Etapa  de masa Etapa Etapa a 500 °C

Muestra 1 (°C) 2 (°C) Etapa 2 3 (°C) 4 (°C)
QE 83 202 33% 273 365 17%

QEG 65 206 40% 297 369 9%

QE72F 85 200 25% 282 371 21%
QE72FG 61 208 29% 295 372 22%
QET50F 81 202 23% 292 366 25%
QET50FG 74 210 35% 297 365 20%

Se puede observar que la primera etapa relacionada con la evaporaciéon del agua
ocurre a temperaturas menores en las peliculas con glicerol, se reduce de 83 a 66 °C,
probablemente a la presencia de este plastificante. Igualmente, la segunda etapa de
descomposicion se incrementa en las peliculas en las que se les agrego glicerol, de 201

a 208 °C, debido a la presencia de glicerol.

En la tercera etapa se puede ver un incremento en la temperatura, tanto para
peliculas con glicerol y sin glicerol, alincrementar el contenido de fibroina, posiblemente

a esta temperatura ocurre la descomposicion del quitosano v la fibroina.

La cuarta etapa, que estd relacionada con la descomposicion final del solvente
eutéctico, destaca que las peliculas QE72F y QE72FG presentan una temperatura de
degradacién menor que las demds peliculas posiblemente a la interaccién entre el DES,

el quitosano vy la fibroina.
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5.4.5 Propiedades mecdnicas

En la figura 16 se presentan las curvas de deformacion/esfuerzo de las peliculas
quitosano-fibroina, asicomo la pendiente de la curva que representa el valor del médulo
de Young. Podemos observar que las peliculas QE72F presenta un mddulo de mayor a
las grdficas presentados por las demds peliculas. Como se esperaba, el glicerol
disminuyo el mdédulo de las peliculas, aunque las peliculas QE72FG presenta una grafica

muy similar a las peliculas con mayor contenido de fibroina Q150FG.
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Figura 16. Médulo de Young de las peliculas quitosano-fibroina

Los valores de mddulo de elasticidad para las peliculas sin glicerol se presentan en la

tabla 9, paralas repeticiones QE72F se obtuvo el mayor valor con que 12.2 MPa, seguidas
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de las peliculas QE150F con 3.75 MPa, finalmente las repeticiones sin fibroina presentaron

un valor minimo con 2.05 MPa.

Tabla 9. Médulo de Young para peliculas quitosano-fibroina sin glicerol

Muestra Porcentaje de Relacién Modulo de
fibroina (%) quitosano-fibroina Young (MPQ)
(%)
QE 0 100:0 2.05+0.53
QE72F 0.72 97.5:2.5 122+ 3.74
QET50F 1.5 95:5 3.75+0.30

Los valores de mddulo de Young para peliculas con glicerol se presentan en la tabla
10, las repeticiones de QE72FG obtuvieron un valor mayor de 3.63 MPaq, seguidas de las
peliculas QE150FG con un mddulo de 2.61 MPa y para las peliculas QEG un valor de 2.22

MPQ.

Tabla 10.Mdédulos de Young para las peliculas quitosano-fibroina con glicerol

Muestra Porcentaje de Relacion Modulo  de
fibroina (%) quitosano-fibroina  Young (MPQ)
(%)
QEG 0 100:0 2.22 £1.81
QE72FG 0.72 97.5:2.5 3.63£0.90
QET50FG 1.5 95:5 2.61+0.18

Los valores de mddulo de Young para este trabajo que varian de 0.29 a 15.34 MPa
fueron similares a los valores de mdédulo para la piel que varian de 0.42-0.85 MPa y de

musculo que varia de 1.45-20 MPa segun lo reportado por Delaey, et al., (2020).
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En el frabajo de Niamsa et al. (2009) se reportan mdédulos de Young para peliculas
quitosano-fibroina de 3.66 MPa para mezclas al 2/2 p/p (50% de fibroina), y médulos de
Young de 5.36 MPa para mezclas al 1:2 p/p (66% de fibroina), similares a los reportados
en este trabajo. Posiblemente la diferencia radique en que los materiales de este trabajo
se obtuvieron con proporciones de peso de fibroina debajo del 9:1 (10% de fibroina) lo
que estaria mejorando la estructura cristalina de la fibroina al combinarse con el
quitosano, segun lo reportado por Chen et al., (1997), sin la necesidad de porcentajes

mayores de fibroina, lo que estaria aumentando el médulo de Young de las peliculas.

Aunque se esperaba que el mdédulo de Young se incrementara con el contenido de
fibroina segun lo mencionado por (Grabska-Zielinska y Sionkowska, 2021; Niamsa et al.,
2009), este aumento no ocurre linealmente. Esto podria ser explicado por la
compatibilidad entre el contenido de la fibroina a 0.72 % p/p y el quitosano que se

pueden observar en la superficie de las peliculas, para lo cual se realizd un andlisis SEM.

5.4.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 17 se presentan las 6 micrografias de todas las peliculas (QE, QEG, QE7F,
QE72FG, QE150F, QE150FG) de quitosano-fibroina en las que se observa la morfologia de
la superficie, a un aumento de 1000x. Para el caso de las peliculas de este estudio se
observa una superficie similar en todas las muestras, excepto para las muestras QE72F y
QE72FG donde se puede observar zonas con estructuras asociadas con la fibroing,
posiblemente estas rugosidades fibrosas de fibroina estén relacionadas con el aumento

del médulo de Young de las peliculas QE72F y QE72FG.
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Figura 17. Micrografias de las peliculas de quitosano-fibroina a 1000x

En la figura 18 se fienen las muestras QE72F y QE150F en la que podemos observar
protuberancias, a un aumento de 180x, en las peliculas en las que se agrego fibroina.

Cuando se obtienen peliculas de fibroina por el método de vaciado en placa se pueden
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llegar a formar pequenos agregados dentro de la pelicula formando pequenas
protuberancias en la superficie (Cheng et al., 2020). Estos agregados son fibras de
fibroina, al ser cristalinas mejoran el médulo de Young de las peliculas, ademds se puede
observar que la compatibilidad entre la fibroina y el quitosano es dptima debido a que

las fibras se encuentran embebidas en la matriz de quitosano.

Figura 18. Muestras QE72F y QE150F con pequenas protuberancias

5.5 Memoria de forma

5.5.1 Razdén de recuperacion (Rr)
Un andlisis de varianza fue realizado para analizar los efectos del tratamiento A
(porcentaje de fibroina), tratamiento B (glicerol) y la interaccion entre ambos; para el

pardmetro de razdn de recuperacion (Rr) y se obtuvieron los siguientes resultados.
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Tabla 11. ANOVA de la razdn de recuperacion (Rr) de peliculas CTS-SF

Grados F F
variacién SC de libertad MC calculada a=0.5 tablas
A 37.83 2 18.92 0.29 menor 3.89
B 71.16 ] 71.16 1.10 menor 4.75
interaccion 166.65 2 83.32 1.29 menor 3.89
Error 778.12 12 64.84

Total 1053.76

Para la razdn de recuperacion no hay efectos significativos para ninguno de los

factores.

En la tabla 12 se muestran los promedios generales de la razdn de recuperacion de

las peliculas quitosano-fibroina.

Tabla 12. Promedio de Rr de peliculas de Q-F

Muestra Rr (%)

QE 82 +7.90
QEG 86 +0.79
QE72F 78 £3.67
QE72FG 82 +7.92
QEIT50F 79 +7.30
QET50FG 83 +6.85

Las peliculas quitosano-fibroina presentan una razén de recuperacion (Rr) de 78 a 86
% lo que se considera un comportamiento de memoria de forma, mayor al parcial de
memoria de forma, segun lo planteado por Tcharkhtchi et al. (2014) de entre 24y 72%

para la razén de recuperacion. El autor explica que, aungue los valores de memoria de
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forma puedes estar por debajo del 100 %, estos polimeros pueden ser mejorados o
acondicionados para mejorar su memoria de forma. En el presente frabaqjo se piensa
que el entrecruzamiento por enlaces por puentes de hidrogeno, mencionados por
Smirnov et al. (2021) para peliculas de quitosano formadas con cloruro de colina-acido
citrico, mas el posible entrecruzamiento entre la fibroina y el quitosano que se observa
en el FTIR segin lo mencionado por Niamsa et al., (2009), nos son suficientes para

alcanzar un porcentaje de recuperacion mayor al 99 %.

La muestra QEG fue la que presento un mejor desempeno de Rr al no agregarle
fibroina con un promedio de Rr de 86 %, este incremento de la Rr de la memoria de forma
podria atribuirse a la interaccidn y entrecruzamiento de enlaces de puentes de
hidrogeno entre los grupos —OH del glicerol y los grupos funcionales del quitosano como

lo mencionan Cedillo-Portillo et al., 2020, para peliculas de quitosano con glicerol.

5.5.2 Razén de estabilidad (Rf)

Un andlisis de varianza, Tabla 13, fue readlizado para analizar los efectos del
tratamiento A (porcentaje de fibroina), tratamiento B (glicerol) y la interaccion entre
ambos; para el parédmetro de razén de estabilidad (Rf) y se obtuvieron los siguientes

resultados:
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Tabla 13. ANOVA de la razén de estabilidad (Rf) de peliculas CTS-SF

grados
de F a=05 F
variacion SC libertad MC calculada tablas
A 346.91 2 173.45 5.83 mayor 3.89
B 46.33 | 46.33 1.56 menor 4.75
interaccioén 1.16 2 0.582 0.02 menor 3.89
Error 356.81 12 29.734

Total 751.22

En base a los andlisis de varianza se puede concluir que la razén de estabilidad (Rf)

es afectada significativamente por el % de fibroina.

Para el caso de la razén de estabilidad (Rf) se hizo un andlisis de medias (Tabla 14) y
se encontré que a un contenido de fibroina de 0.72 % (QE72F Y QE72FG) se obtienen

valores maximos de Rf de 85 % y 82 % respectivamente.

Tabla 14. Promedio de Rf de peliculas de Q-F

Muestra Rf (%)

QE 77 £3.48
QEG 71+1.75
QE72F 85+ 1.79
QE72FG 82 +4.07
QET50F 78 £7.02
QET50FG 78 £3.34
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5.5.3 Pruebas de normalidad, aleatoriedad, igualdad de varianza e independencia
El andlisis estadistico Anderson-Darling cumple con la normalidad para Rf y Rr (Figura
19), se cumple la aleatoriedad para Rf y Rr, cumplié con la prueba de Levenne para la

igualdad de varianzas y la independencia del error no es dudosa.
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Figura 19. Grafica de probabilidad normal Rr
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

En este trabajo fue posible obtener peliculas quitosano-fibroina usando el mismo
solvente, cloruro de colina-dcido citrico, sin necesidad de procesos secundarios, como
la didlisis, hasta un porcentaje de 2% de fibroina en p/p. Los capullos de seda en este

estudio, con un didmetro menor a 1.5 cm, pueden ser considerados de segunda.

El andilisis de varianza mostré que los factores de % de fibroina a fres niveles (0 %, 0.72
%, 1.5 %) no afectaron significativamente la razén de recuperaciéon (Rr) de la memoria

de forma para las peliculas de quitosano-fibroina con un nivel de significancia de 0.05.

Aungue el andlisis de varianza mostré que el plastificante (glicerol) a dos niveles (con
y sin) que no hay efectos significativos, un nivel de significancia de 0.05, se puede
observar un aumento en Rr para las peliculas con glicerol con un promedio de 81.2 %,

en comparacion con las peliculas sin glicerol con un promedio de 77.3 %.

La razén de estabilidad (Rf) es afectada significativamente por el contenido de

fibroina, siendo la muestra QE72F la que obtuvo el promedio mdximo de 85 %.

Las peliculas formadas de mezclas de quitosano-fibroina mostraron valores de Rr de
75 % a 86 %, con un estimulo térmico de 75 °C. Su mdédulo de Young varid de 0.29 a 15.34
MPa y se encuentran entre el rango dado para tejido muscular de 1.45-20 MPa y piel de
0.42-0.85 MPa, por lo que tendrian compatibiidad mecdnica en aplicaciones
biomédicas. La pelicula QEG presentd el mayor valor de Rr con un 86 %, aunque su

modulo de Young fue de los mds bajos 2.22 + 1.81 MPa.
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6.1 Perspectivas y recomendaciones

Las perspectivas de trabajos futuros podrian orientarse, por un lado, en mejorar la
razon de recuperacion y la razén de estabilidad de las peliculas, por otro lado, siguiendo
la linea de la biomedicina seria comenzar por hacer pruebas de adhesidn celular en las
peliculas QE, QEG, QE72F y QE72FG; tambien buscar la manera de que las peliculas
presenten el fendmeno de memoria de forma a una temperatura similar a la del cuerpo
humano (37 °C) para el desarrollo de vendajes para heridas. Otra linea de investigacion
interesante seria hacer pruebas de conductividad eléctrica para proponer aplicaciones

electrénicas para las peliculas obtenidas en esta investigacion.

Dependiendo de las aplicaciones que se busquen para las peliculas obtenidas de
este estudio se puede cambiar la concentracidn de quitosano, fibroina, solvente
eutéctico y adifivo. Se recomendaria usar un agente que mejore el enfrecruzamiento
por enlaces covalentes de los componentes para alcanzar valores mayores al 90 % para

la razdn de recuperacion.

Se podria obtener quitosano de fuentes naturales, como las pupas de Bombix mori, y
hacer pruebas para la obtencién de peliculas quitosano-fibroina para crear una cadena
de produccién basada en la crianza de gusano de seda para la obtencién de nuevos

materiales cuyo manejo y aprovechamiento sea sustentable.

Seria interesante hacer un estudio socioecondmico en los productores de gusano de
seda del estado de Oaxaca para saber si estdn dispuestos a darle un aprovechamiento
secundario a los capullos, que no este enfocado a las artesanias textiles, y tener nuevas

perspectivas para el desarrollo de nuevos materiales.
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Anexo 5. Preparacion de las peliculas por vaciado en placa
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Anexo 6. Espectro FTIR para el polvo de fibroina y para el polvo de quitosano
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