Evaluacién de un recubrimiento de quitosano obtenido de Aspergillus niger en una forma

farmacéutica de liberacion modificada (FLM)

José Stevens Gonzalez Gutiérrez

Programa de Quimica Farmaceéutica
Facultad de Ingenieria, Disefio y Ciencias Aplicadas

Universidad Icesi

Santiago de Cali

2024



Evaluacién de un recubrimiento de quitosano obtenido de Aspergillus niger en una forma

farmacéutica de liberacion modificada (FLM)

José Stevens Gonzalez Gutiérrez

Trabajo de grado para optar al titulo de Quimico Farmacéutico

Tutor: Nora Elena Valderruten Posso Ph.D.

Cotutor: Carolina Del Pilar Mora Guerrero Ph.D.

Programa de Quimica Farmaceéutica
Facultad de Ingenieria, Disefio y Ciencias Aplicadas

Universidad Icesi

Santiago de Cali

2024



AVAL PARA LA ENTREGA DE PDG 2

Firma del Tutor:

Now €. Va ldecviten

Nora Elena Valderruten Posso, Ph.D.

Firma del Cotutor:

Carolina del Pilar Mora Guerrero, Ph.D.

Firma del estudiante:

J. Stevens Gonzdlez G

José Stevens Gonzalez Gutiérrez



Tabla de Contenido

RE SUMEN o e 1
L.INTRODUCCTON ..ottt 2
2.MARCO TEORICO ... e 4
2 QU TN A . e e e e 4
2.2 QUITOSANO ..o e 4
221 IMPOrtanCia ..ottt e e 5
2.2.2Fuentes POSIDIES ... s 6
23 ASPergillus RIGer ..............ccoonooi i 7
2.4 ADMINISTRACION VIA ORAL .......oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 7
2.5 FORMA DE LIBERACION MODIFICADA (FLM) ..ottt 7
3 OBIET IV O o 10
3.0 OBJETIVO GENERAL ... e, 10
3.20BJETIVOS ESPECTFICOS ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
4. METODOLOGIA ... e 11
4.1 DISENO METODOLOGICO ........ciiiiiiiiiiiiiiiie e, 11
41 I TIPOAe eStUAIO ... 11
4.1.2 Poblacion y muestra-objeto de estudio ... 11
4.1.3 Variables de estudio ....... ... 11
4.1.4 Procedimiento de recoleccion de lainformacion ..................................... 11
4.1.5 Métodos para el control de la calidad delosdatos ............................. 12

4.1.6 Forma de presentacion y divulgacion de los resultados ...................................... 12



4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL ... 12

4.2.1 Obtencion del qUItOSANO ....... ..ot e 12
4.2.2 Realizacion de los ensayos instrumentales ........................cooiiiiiiiiiiii i, 13
4.2.3 Obtencion de tabletas recubiertas con la pelicula de quitosano ........................... 13
4.2.3.1 Seleccion de tabletas Sin recubFimiento .................c.couiiiiiii it aans 13
4.2.3.2 Preparacion de la dispersion acuosa de recubrimiento del quitosano obtenido ........... 13

4.2.3.3 Aplicacion de la dispersion acuosa de recubrimiento de quitosano obtenido sobre las

tabletas de iDUPFOfeno ... 14
4.2.4 Realizacion de los ensayos para las tabletas recubiertas .................................. 14
5. RESULTADOS Y DISCUSION ... 16
5.1 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #1 ..........c.ooiiiiiiiiiieiiiiieiei 16
5.2 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #2 ........cooiiiiiiiiiiiiie i 18
5.3 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #3 ........ooiiiiiiiiiiiiiie e 21
5.4 CARACTERIZACION DE QUITOSANO OBTENIDO ...............ccoooiiiiiiine, 23
5.4.1 Grado de deacetilacion (% DDA) de segunda extraccion de quitosano .................. 23
5.4.2 Grado de deacetilacion (% DDA) de tercera extraccion de quitosano .................... 24

5.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) .... 26

5.4.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) de segunda extraccion de quitosano ................. 26
5.4.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) de tercera extraccion de quitosano .................. 28
5.4.3.3 calorimetria diferencial de barrido (DSC) de segunda extraccion de quitosano .......... 29
5.4.3.4 calorimetria diferencial de barrido (DSC) de tercera extraccion de quitosano ............ 29
5.5 ENSAYO DE RECUBRIMIENTO CON QUITOSANO COMERCIAL ................... 30
5.6 ENSAYO DE RECUBRIMIENTO CON QUITOSANO DE EXTRACCION#3 ......... 34
5.6.1 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #2 ..................................... 34
5.6.2 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #3 .......................... 35

5.6.3 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #4 ....................................... 36



5.6.4 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #5 ..................................... 37

5.7 ENSAYO DE PRUEBA DE DISOLUCION CON QUITOSANO DE EXTRACCION #3

............................................................................................................. 39
6. CONCLUSIONES ..o e, 42
T.AGRADECIMIENTOS ... 43
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ................oiiiiiiiiiiiiie i, 44

ANE X O L 47



Lista de Tablas

Tabla 1. Grado de deacetilacion de quitosano obtenido .............ooeviiiiiiiiiiiii e, 24
Tabla 2. Grado de deacetilacion de quitosano obtenido de la nueva extraccion ..................... 26
Tabla 3. Numero de onda de bandas caracteristicas .............ooviiiiiiiiiiiiiii i, 28
Tabla 4. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano comercial ..... 31
Tabla 5. Condiciones de operacion de bombo de recubrimiento .................coceviiiiiiiinn..... 33

Tabla 6. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
fOrmUIACION #2 .. 35

Tabla 7. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
FOrMIUIACTION H3 .. 36

Tabla 8. Pesos de los componentes del tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
FOTMIULACION 4 . e 37

Tabla 9. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
FOrmMUIACION #5 .. e 38

Tabla 10. Condiciones de operacion de equipo de disolucion .............ocovvviiiiiiiiiiiiian... 39



Lista de Figuras

Figura 1. Estructura quimica del qUItOSan0 .............oouiiiniieiiiiieiie i eeeeeiae e, 4
Figura 2. Estructura quimicade la quitina ..............oiiiiiiii e, 5
Figura 3. Concentraciones de formulaciones de liberacion retardada e inmediata .................. 8
Figura 4. Concentraciones de formulaciones de liberacion prolongada e inmediata ............... 9
Figura 5. Masa del MiCelio SECO .....uuiniititi i 16
Figura 6. Mezcla de micelio conSoda ..........ccoiuiiiiiiiiii e 16
Figura 7. Montaje de eXtraCCion ...........ouiuintintite e 16
Figura 8. Montaje empleando aceite vegetal ............ ... 16
Figura 9. Lavado de lapasta .........coouiiiii e 17
Figura 10. Pasta en solucion 4cida ............oouiiiiiii i 17
Figura 11. Pasta en solucion acida pasado dos dias ............oooiiiiiiiiiiiiiiii 17
Figura 12. Extracto después de adicionar solucion alcalina ... 17
Figura 13. Micelio seco #2 y montaje a gran escala para realizar hidrolisis ........................ 18
Figura 14. Realizacion de hidrolisis alcalina ... 18
Figura 15. Lavados preliminares de la pasta después de la hidrolisis ..................cooii 18
Figura 16. Lavados posteriores de la pasta hasta disminucionde pH ...................oooi 19
Figura 17. Centrifugacion de la solucion de lapasta ............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 19
Figura 18. Adicion de soda al extracto de la centrifugacion ..., 19
Figura 19. Solido precipitado del extracto alcalino .............coooiiiiiiiiiiiiiii i 20

Figura 20. Segunda adicidon de soda al extracto y solido precipitado después de centrifugacion

.................................................................................................................. 20
Figura 21. Quitosano obtenido después de secado a temperatura ambiente ........................ 20
Figura 22. Quitosano obtenido macerado después de secado en horno ...........................e. 21
Figura 23. Montaje a gran escala para hidrolisis alcalina de nuevo micelio ........................ 21

Figura 24. Lavado de la pasta total obtenida de las dos tandas hidrolizadas ........................ 21



Figura 25. Pasta en solucion acida dejada en reposo por cinco dias ..........ccovvvviiiiiinninn.n. 22
Figura 26. Quitosano precipitado después de la alcalinizacion ................c.ooeeiiiiiiinin.n. 22
Figura 27. Pesos finales de la obtencion de quitosano #3 ............ooiiiiiiiiiiiii i 22

Figura 28. Titulacion potenciométrica para determinar el % DDA de obtencion de quitosano #2

.................................................................................................................. 23
Figura 29. Titulacion potenciométrica para determinar el % DDA de obtencion de quitosano #3
.................................................................................................................. 24
Figura 30. Equipo de Infrarrojo (FTIR) utilizado y muestra compactada en pastilla de KBr
.................................................................................................................. 26
Figura 31. Espectro FTIR de extraccion de quitosano #2 ...........c.ovvviiiiiiiiiiiiiiiennnineans.. 27
Figura 32. Espectro FTIR de quitosano comercial Sigma Aldrich ..................coco 27
Figura 33. Equipo de DSC utilizado y muestra acondicionada en el pinhole ....................... 29
Figura 34. Termograma de DSC de extraccion de quitosano #3 ............coovvviiiiiiniiininnennnn. 30
Figura 35. Pesos de quitosano comercial empleados en los tratamientos ........................... 31

Figura 36. Tratamientos preparados en acido clorhidrico (HCI) 1 % y acido acético (HAc) 1 %
.................................................................................................................. 31

Figura 37. Partes del equipo de recubrimiento: bombo de recubrimiento con sistema de
deflectores, miniaerdgrafo, rotor “ERWEKA” #2, sistema de calentamiento de aire “ESTELAR”
con sus respectivas tuberias y linea de aire comprimido regulado a 50 psi
.................................................................................................................. 32

Figura 38. equipo de recubrimiento ensamblado ... 32

Figura 39. Aspersion de tratamiento de quitosano comercial de 2 % de concentracion en HAc 1
% sobre nucleos de ibuprofeno y secado a45°C .......coiiiiiiiiiiiii e, 33

Figura 40. Peso final de nlicleos recubiertos .............ooeviiiiiiiiiiiiiiii i, 33

Figura 41. Adhesion de las tabletas en el bombo de recubrimiento y efecto de la solucion aplicada

€N IOS TIUCIEOS ...t e e 34
Figura 42. Desintegracion de las tabletas de ibuprofeno ...............oooooiiiiiiiiiiii i 35
Figura 43. Tabletas de acetaminofén con fragmentacion ...................ooiiiiiiiiiiiiii. 36
Figura 44. Tabletas de acetaminofén con quitosano en la superficie ..................coooeinine. 37

Figura 45. Tratamiento de la formulacion #5 ........ ... 38



Figura 46. Tabletas de acetaminofén con mayor cantidad de quitosano en la superficie ......... 38

Figura 47. Verificacion de la temperatura de la solucién en cada uno de los vasos del disolutor
.................................................................................................................. 39

Figura 48. Condiciones de operacion de equipo de disolucion ..............c.oevviiiiiiiiiniinn... 40

Figura 49. Tabletas disueltas en los vasos del equipo de disolucion ..................cooeovinennn.. 40



RESUMEN

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar el uso del quitosano obtenido de Aspergillus niger
como pelicula de recubrimiento en tabletas de un firmaco modelo, que actian como forma
farmacéutica de liberacion modificada (FLM). Después de la hidrolisis alcalina del micelio seco y
varias etapas de purificacion de la pasta resultante, se alcanzé un rendimiento de 4,20 % de
quitosano. Mediante procesos de caracterizacion fisicoquimica y térmica del quitosano obtenido
se obtuvo un grado de deacetilacion (% DDA) de 41,34 %, un espectro de IR que muestra los
grupos funcionales caracteristicos del quitosano como son: O-H, C-H, C-O, N-H y C-N y que se
compard con el espectro de IR del quitosano comercial evidenciando las mismas sefiales. Ademas,
se obtuvo el termograma del quitosano mediante DSC con una Tg de 225.53 °C cuyo valor es

cercano al del quitosano reportado en la literatura.

Para la realizacion del ensayo de recubrimiento de la forma farmacéutica de liberacion modificada
(FLM) se realizaron cinco formulaciones, cada una con diferente numero de tratamientos que
fueron aplicados en el equipo de recubrimiento a condiciones estandarizadas, siendo la
formulacion #5 la mas adecuada en términos de area recubierta. Posteriormente, en las pruebas de
disolucién para la evaluacion del desempefio del recubrimiento de quitosano obtenido no se
consiguid que se cumpliera con el comportamiento de liberacion del farmaco de manera controlada
debido a ciertas zonas en donde no se alcanz6 a recubrir la tableta lo que hacia que inmediatamente
entrara en contacto con la solucion éacida y por lo tanto se disolviera rapidamente, por lo que se
determino que es necesario el uso de modificadores en la preparacion de proximas formulaciones,
como dioxido de titanio que faciliten la adherencia del quitosano en la tableta, asi como su

aspersion homogénea sobre la superficie de esta.

Palabras clave: Quitina, quitosano, forma farmacéutica de liberacion modificada, recubrimiento



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el quitosano es un compuesto que ha ganado importancia debido al aumento
progresivo en el requerimiento de productos provenientes de la naturaleza y su empleo en sectores
farmacéutico y cosmético. En cifras, el tamafio del mercado mundial de quitosano fue de 10,88
mil millones de dolares en 2022 y se prevé que se expandird a una tasa de crecimiento anual
compuesta (CAGR) del 20,1 % de 2023 a 2030 (1). En la regién de América Central y del Sur se
tiene un crecimiento con una CAGR del 23,0 % proyectado por la creciente demanda de
ingredientes naturales y organicos de la industria farmacéutica y cosmética durante el periodo de

2023 22030 (1).

La principal fuente de obtencién del quitosano son los productos derivados del mar, mas
especificamente el exoesqueleto de camardn, de cangrejo y las plumas de calamar, asi como
langosta y langostino. El desecho de estos crustaceos provee la quitina que luego se deacetila para
producir quitosano (2). La industria pesquera provee entre un 25 % y un 40 % de quitina de los
camarones, siendo una fuente importante, y de la cdscara de cangrejo entre un 15 % y un 30 % de

quitina (1;3).

La quitina, después de la celulosa, es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza y es
insoluble en agua a diferencia de su precursor quitosano que presenta una mejor solubilidad en
medio acidulado lo que lo hace 6ptimo para la elaboracion de medicamentos por su caracter

liposoluble. Adicionalmente, no es toxico y es biodegradable (3;4).

Otra fuente de quitosano que ha tomado relevancia y de la cual la quitina resulta ser el componente
principal, es la pared celular de hongos como Lentinula edodes, que alcanza grados de
deacetilacion entre 70-90% y también de Aspergillus niger. Para estas especies el proceso de
transformacion a quitosano no requiere de un procesamiento tan fuerte para remover los minerales
y, adicionalmente, se tiene la ventaja de que estos hongos presentan abundancia en diferentes

regiones independiente de las estaciones del afio (3).



El quitosano también se ha usado para la sintesis de hidrogeles con aplicaciones para la
administracion de farmacos (5;6), enfocado en la liberacion controlada (7) entre otros usos

farmacologicos.

Segtn la literatura, la mayoria de los trabajos enfocados en la obtencion de quitina para FLM
provienen de fuente de biomasa de crustaceos, encontrando poca informacién relacionada con la
obtencion a partir de hongos, por lo que se hace necesario aumentar dicho conocimiento y aportar
estudios con esta fuente natural. Adicionalmente, en Latinoamérica se tiene una alta abundancia
de material de origen natural, por su clima tropical, que puede ser empleado en la elaboracion de
compuestos para el caso de FLM, por lo que adquiere importancia generar una formulacion con
un material de origen natural. Por lo anterior, el presente trabajo esta enfocado en evaluar un
recubrimiento de quitosano obtenido a partir de una fuente natural, en una forma farmacéutica de

liberacion modificada (FLM) empleando un farmaco modelo.

Se plantea como pregunta de investigacion la siguiente:

(Cual es la efectividad del quitosano obtenido de Aspergillus niger como potencial recubrimiento

para una forma farmacéutica de liberacion modificada (FLM)?



2. MARCO TEORICO

2.1 QUITINA

La quitina fue descubierta en el afio 1811 por Henri Braconott, quien fue un francés con formacion
en quimica, quien realiz6 estudios con el hongo Agaricus volvaceus del cual extrajo un compuesto
que al exponerlo en medio alcalino presentaba insolubilidad, dicha sustancia la llamo “fungina”.
Anos mas tarde, en 1823, Auguste Odier descubrio en la cuticula de un escarabajo un compuesto
parecido a la fungina la cual llamo quitina, esta palabra de origen griego significa “Chiton” o
“envoltura”. Con los anos la sustancia fue catalogada por otros personajes como Georg Stidler
quien estudiando los caparazones de cangrejo la clasifico como carbohidrato en 1859 y luego en
1876 el aleman Georg Ledderhose la describié como una glucosamina. La quitina es el segundo

biopolimero mas abundante en la naturaleza (3;8).

2.2 QUITOSANO

Los polisacaridos son importantes polimeros naturales con gran potencial para aplicaciones
biomédicas, seguros, no toxicos, hidrofilicos y biodegradables, ademas pueden obtenerse de
diversas fuentes en la naturaleza y de bajo costo (9). El quitosano es un polisacarido catidonico
natural derivado de la desacetilacion de la quitina, que es, después de la celulosa, el polimero mas
abundante que se encuentra en la naturaleza. Es un polimero hidrofilico, biocompatible y

biodegradable con baja toxicidad (10).

Es un copolimero lineal de D-glucosamina unida a -(1-4) y N-acetil-D-glucosamina (Figura 1)

(11).

Figura 1. Estructura quimica del quitosano.



Quimicamente hablando, el quitosano es un polisacarido compuesto de 2-amino-desoxi--D-

glucano unido (1, 4), un derivado desacetilado de la quitina (Figura 2) (12).
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Figura 2. Estructura quimica de la quitina.

El Quitosano es de gran interés; debido a su facilidad para derivatizarse, debido a la presencia de
numerosos grupos funcionales aminos e hidroxilos en su estructura polimérica, lo cual permite
diversas modificaciones sobre su estructura. El Quitosano es un copolimero insoluble a pH neutro
y basico debido a sus enlaces intra e intermoleculares formados por puentes de hidrogeno. Su
forma cristalina y grupos amino protonables (-NH3"); permiten que sea soluble en soluciones
acuosas acidas, ya que se incrementa la polaridad y las repulsiones electrostaticas, lo que facilita

la formacion de asociaciones interpoliméricas (3).

2.2.1 Importancia

La administracion oral de farmacos al colon es valiosa en el tratamiento de enfermedades del colon
(colitis ulcerosa, enfermedad de Chron), mediante la cual se puede lograr una alta concentracion
local al liberarse en la region intestinal posterior, minimizando los efectos secundarios que se
producen debido a una liberacion del farmaco antes de lo esperado lo que puede ocurrir en el tracto
gastrointestinal superior o la absorcion sistémica innecesaria (13). Debido a sus propiedades
bioadhesivas, el quitosano también ha recibido considerable atencion en nuevos sistemas de
administraciéon de fAirmacos con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad de los farmacos al
prolongar el tiempo de residencia en el sitio de absorcion (10). Tiene una baja toxicidad, buena

biocompatibilidad y propiedades antimicrobianas, mucoadhesivas y que mejoran la absorcion (14).



El quitosano posee la capacidad de abrir uniones epiteliales estrechas y tiene el estatus FDA-GRAS
(Administracion de Alimentos y Medicamentos, generalmente reconocido como seguro), lo que le
ha permitido ser ampliamente aplicado en los campos biomédico y biotecnologico (11). En algunas
aplicaciones recientes, el quitosano se utiliza a menudo en sistemas de administracion de farmacos
y transportadores de proteinas (15). También se utiliza para mejorar la absorcion de compuestos
bioactivos en el epitelio y se ha informado de su capacidad para proteger las estructuras en el

ambiente gastrico (16).

2.2.2 Fuentes posibles

La Quitina es fisicamente un compuesto blanco, duro e inelastico. Este biopolimero es sintetizado
por una enorme cantidad de organismos vivos, entre los que se encuentran insectos (cuticulas) y
crustaceos (esqueletos), por ejemplo, cangrejos, camarones y langostas. La quitina también se
extrae del exoesqueleto de especies de cefalopodos, como calamares, sepias y pulpos (6). También
es extraido de las paredes celulares de los hongos, asi como se encuentra en la matriz extracelular
de una variedad de invertebrados incluidos insectos, poriferas (esponjas), platelmintos y
nematodos, acompanada principalmente de carbonato de calcio y proteinas en la mayoria de estos

organismos (3).

Por otro lado, la extraccion de quitosano a partir de hongos no requiere paso de desmineralizacion
y el material de partida esta disponible todo el afio a un costo muy bajo. Se han sugerido como
fuentes alternativas de quitosano los micelios de varios hongos, incluidos Absidia coerulea,
Absidia glauca, A. niger, Gongronella butleri, Mucor rouxii y Rhizopus oryzae (7). Se han
identificado cantidades suficientes de quitosano en Mucor rouxii, phycomyces y saccharomyces
(6). También, se ha reportado la presencia de este polisacarido natural en bajas concentraciones en
la pared celular de algunos hongos fitopatdgenos como es el caso de Fusarium solani, Rhizopus
oryzae y hongos del orden de los Mucorales, ademas es un importante componente en hongos

filamentosos de la clase de los Zygomicetos (17).



2.3 Aspergillus niger

Se ha investigado la composicion de la pared celular de Aspergillus niger en el cual se evidencio
la presencia de seis azucares: glucosa, galactosa, manosa, arabinosa, glucosamina y galactosamina,
todos en la configuracion D, excepto L-galactosa que puede estar presente en pequefias cantidades.
La pared se compone principalmente de carbohidratos neutros (73-83 %) y hexosamina (9-13 %),
con cantidades mas pequenas de lipidos (2-7 %), proteinas (0,5-2,5 %) y fosforo (menos del 0,1
%) (18). En otro estudio; se determind que entre los constituyentes de la pared celular de
Aspergillus niger, la quitina constituye un 42 % y confirmaron que el contenido de quitosano de

los hongos depende de la cepa, la edad del micelio, el medio y las condiciones de cultivo (19).

2.4 ADMINISTRACION VIA ORAL

La administracion oral es una de las vias preferidas y tradicionales para la administracion de
farmacos. En comparacion con los vehiculos de administracion parenteral de farmacos, sus
principales ventajas incluyen mayor seguridad, simplicidad, comodidad y cumplimiento por parte
del paciente, lo que aumenta la eficacia terapéutica de los farmacos. La administracion oral de
farmacos también suprime el riesgo de transmision de enfermedades, reduce los gastos y permite

frecuencia de dosificacion mas flexible o controlada (11).

2.5 FORMA DE LIBERACION MODIFICADA (FLM)

Los sistemas de administracion de farmacos de liberacion modificada se desarrollan para modular
la absorcion aparente y/o alterar el sitio de liberacion de farmacos para lograr objetivos clinicos
especificos que no se pueden lograr con las formas farmacéuticas convencionales de liberacion

inmediata (20).

El objetivo de las formulaciones de liberaciéon modificada es reducir las fluctuaciones de pico a
valle de las concentraciones del farmaco y, en consecuencia, permitir una administraciéon menos
frecuente del mismo. Esto generalmente se logra reduciendo la tasa de liberacion del farmaco vy,

por tanto, su tasa de absorcién (21).



Mas especificamente, las formas de dosificacion oral solida de liberacion modificada incluyen
productos de liberacion prolongada y de liberacion retardada. Una forma farmacéutica de
liberacion retardada libera un farmaco (o fAirmacos) en un momento distinto al inmediatamente
posterior a la administracion oral. En cambio, una forma de dosificacion de liberacion prolongada
esta formulada para que el farmaco esté disponible durante un periodo prolongado después de la
ingestion, permitiendo asi una reduccion en la frecuencia de dosificacién en comparacion con un

farmaco presentado como una forma de dosificacion convencional (20).

Como puede observarse en la Figura 3, los productos de liberacion retardada liberan el farmaco

activo no inmediatamente, sino s6lo algun tiempo después de la administracion del farmaco.

- ——— Immediate
[\ Delayed
e Ty |0
2
S [
I [ WY
NN
= .
O AN
* H\
\\"x-.,:“'“-m_
Time

Figura 3. Concentraciones de formulaciones de liberacion retardada e inmediata. El eje x
corresponde al tiempo, el eje y corresponde a la concentracion, la linea de color rojo corresponde

a la liberacion retardada y la linea punteada corresponde a la liberacion inmediata.

Por otra parte, en la Figura 4 se muestra, la forma farmacéutica de liberacion prolongada que libera
el farmaco mas lentamente que la forma farmacéutica de liberacion inmediata y normalmente

producen un periodo prolongado de concentracion estable (20).
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Figura 4. Concentraciones de formulaciones de liberacion prolongada e inmediata. El eje x
corresponde al tiempo, el eje y corresponde a la concentracion, la linea de color rojo corresponde

a la liberacion extendida y la linea punteada corresponde a la liberacidon inmediata.

Las formulaciones de liberacion modificada emplean diversas estrategias para la administracion
de fArmacos mediante el uso de polimeros sensibles al pH y/o insolubles destinados a permitir la

liberacion del farmaco en los confines inferiores del intestino (22).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el quitosano obtenido de Aspergillus niger como potencial recubrimiento de una forma

farmacéutica de liberacion modificada (FLM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y térmicas del material de recubrimiento de

quitosano obtenido de Aspergillus niger.

2. Evaluar el uso del quitosano obtenido de la especie Aspergillus niger como recubrimiento

de una forma farmacéutica de liberacion modificada (FLM).

3. Determinar el perfil de liberacion del principio activo modelo a partir de la forma

farmacéutica objeto de estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1 DISENO METODOLOGICO
4.1.1 Tipo de estudio

e El presente es un estudio descriptivo de disefio experimental.
e Elestudio en el tiempo es de tipo transversal.

e El estudio posee un manejo de variables de caracter correlacional.

4.1.2 Poblacion y muestra-objeto de estudio

La muestra de estudio correspondiente a la materia prima de 4. niger para la obtencion del
quitosano fue proporcionada por la empresa Sucroal S.A., como residuo de su proceso productivo,
y el quitosano comercial usado como patron fue proporcionado por el grupo de investigacion de

la facultad de ingenieria y ciencias aplicadas de la Universidad Icesi.

4.1.3 Variables de estudio
Las variables para estudiar corresponden a:

e Grado de deacetilacion.
e Concentracion disuelta del farmaco a partir del comprimido recubierto.

e Tiempo de disolucion de comprimido recubierto.

4.1.4 Procedimiento de recoleccion de la informacion

Se aplic6 un formato impreso de disefio personalizado para el diligenciamiento de la informacién
requerida. Posteriormente se tabul6 la informacién en hojas de calculo de Excel para administrar

la informacién y ser procesada mas facilmente para luego aplicar el tratamiento matematico.
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4.1.5 Métodos para el control de la calidad de los datos

Se verifico el completo diligenciamiento de los datos primarios con el fin de garantizar la totalidad

de la informacion evitando casillas en blanco o multiple valoracion de un mismo item.

4.1.6 Forma de presentacion y divulgacion de los resultados

Los resultados se presentaron en:

. Figuras. . Ecuaciones.
. Tablas. . Espectros y termogramas de analisis.
. Gréficas. instrumental.

que expresen la informacion consolidada y sintetizada de los resultados.

4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.2.1 Obtencion del quitosano

Se realizaron lavados al micelio entregado por la empresa Sucroal S.A. para el desarrollo del
estudio, con el fin de eliminar los residuos y contaminantes adheridos provenientes del proceso
productivo tales como azucares, acido citrico y otras impurezas remanentes. Posteriormente, se
realiz6 una hidrolisis alcalina del micelio con NaOH al 40 % p/v hasta ebullicion durante cuatro
horas. Luego se realiza un lavado con suficiente agua caliente sobre la pasta generada hasta que
alcance un pH neutro. Después; se suspende la pasta obtenida en un volumen grande de agua y se
acidifica con HCI concentrado en conjunto con agitacion, se deja en reposo por cinco (5) dias y la
mezcla resultante se centrifuga alrededor de 4500 rpm por 10 min. Se retira el sobrenadante y se
repite el proceso tres veces mas, recolectando los extractos en un recipiente para nuevamente
adicionar una soluciéon de NaOH al 40 % p/v con el fin de precipitar el quitosano obtenido.
Finalmente, la solucion anterior se centrifuga y se filtra para recuperar el precipitado (quitosano)

que posteriormente se lava y seca en un horno a una temperatura de 70 °C.
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4.2.2 Realizacion de los ensayos instrumentales

El quitosano obtenido se caracterizd por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) para la respectiva identificacion de los grupos funcionales que corroboren la identidad del
compuesto. Se prepard una pastilla de KBr con una cantidad de quitosano en una proporcion
aproximada de 1:100 (quitosano:KBr) y el espectro se tomo en el rango de 4000 a 400 cm™'. Los

espectros se tomaron en un Espectrofotometro IR marca Thermoscientific, modelo: Nicolet 6700.

Para los analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) se pesa 2 mg de quitosano seco, en
crisoles de aluminio sellados herméticamente (denominada técnica del pin-hole). Las condiciones
de operacion de temperatura fueron de -50 °C a 250 °C a una velocidad de calentamiento de 10
°C/min y el flujo de nitrégeno inerte de 50 mL/min. Los ensayos se realizaron usando un crisol
vacio sellado como referencia. Los resultados principales fueron la temperatura de inflexion y la
temperatura pico de la humedad del compuesto (temperatura de fusion del agua) y de la transicion
vitrea del quitosano (Tg) y la entalpia de gelatinizacion. Los andlisis se realizaron en un

Calorimetro de Barrido diferencial marca TA Instruments, modelo: Q2000/2000-2740.

4.2.3 Obtencion de tabletas recubiertas con la pelicula de quitosano
4.2.3.1 Seleccion de tabletas sin recubrimiento

Se utilizaron tabletas de ibuprofeno sin recubrimiento elaboradas por granulacion via seca, de las
practicas de laboratorio de farmacia industrial finalizadas en 2024-1, las cuales se fabricaron
empleando las diferentes etapas incluyendo el tamizaje de las materias primas y los procesos de
mezcla, precompresion, molienda, regranulacion, lubricacion y compresion. Entre sus
componentes se encuentran: Ibuprofeno 65 % como principio activo; Avicel PH 101y Avicel PH
102 como diluyentes, Croscarmelosa Sodica como desintegrante, estearato de magnesio como

lubricante y dioxido de silicio como deslizante.

4.2.3.2 Preparacion de la dispersion acuosa de recubrimiento del quitosano obtenido

Se prepararon diferentes dispersiones acuosas del quitosano extraido a las concentraciones en peso

de: 0.3 %, 0.5 %, 0.7 %, 0.8 %, 1.0 %, 1.2 %, 1.5 % y 5.0 % bajo condiciones de pH acido
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(empleando acido acético) teniendo en cuenta factores de interés en la formulacion final como el

grado de solubilidad y su viscosidad.

4.2.3.3 Aplicacion de la dispersion acuosa de recubrimiento de quitosano obtenido sobre las

tabletas de ibuprofeno

Se empled un equipo de recubrimiento conformado por un bombo de recubrimiento, adecuado en
su interior con un sistema de deflectores que ayudan a girar los nuicleos para obtener una aplicacion
mas homogénea de la dispersion acuosa de quitosano sobre las tabletas; rotor “ERWEKA®” #2;
con sistema de regulador de giro y sistema de calentamiento de aire “ESTELAR®” con sus

respectivas tuberias y linea de aire comprimido.

Cada una de las dispersiones acuosas se dosifico por aspersion con ayuda de una pistola aplicadora
o miniaerografo con reservorio de 100 mL y presion de aire de 50 psi, graduando la presion de
salida de la boquilla y apuntando al interior del bombo de recubrimiento que contiene los

comprimidos del farmaco modelo.

4.2.4 Realizacion de los ensayos para las tabletas recubiertas

Se realizd la prueba de disolucion a las tabletas recubiertas con la pelicula de quitosano obtenido,
basada en la monografia de la Farmacopea Americana, USP 46, capitulo <711>, con el equipo para

seis vasos y agitacion con paleta. Las condiciones del ensayo fueron:

e Medio de disolucién acido: HC1 0,1 N.

e Medio amortiguador: tampdn en el rango de pH de 6,8.

e Volumen total del medio: 1000 mL.

e Temperatura: 37°C.

e Tiempo de medicion: 2 horas en fase acida y 45 minutos en fase amortiguadora.

e Revoluciones de la paleta: 75 rpm.
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hasta obtener minimo el 85 % del farmaco disuelto. Después; se tomaron alicuotas del medio de
disolucion en los tiempos establecidos, se filtraron y se determind la concentracion del farmaco a

244 nm por espectrometria UV-vis.

Finalmente, se determina el modelo de liberacién incluyendo la cinética y concentracion del
farmaco con los datos recopilados del ensayo de disolucion y se procede a realizar el respectivo

tratamiento matematico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #1

Se realizé un montaje preliminar a pequefia escala con una masa de micelio seco menor (40 g) a
la empleada comunmente (100 g) para la extraccién, manteniendo proporcionalmente las
cantidades con NaOH 40 % p/v (200 mL) de acuerdo con la capacidad del balon empleado para la
hidrolisis como se observa en la Figura 5. Al realizar la adicion de la soda se observo que el micelio
se convirtié en un tipo de pasta que no fue facil de homogenizar y agitar con el magneto segun la
Figura 6. Luego se observo que el calentamiento directo con plancha empez6 quemar la muestra
en el fondo del balon siendo necesario implementar un sistema que homogenizara la temperatura
en todo el baldn por lo que se empled un vaso de gran capacidad con aceite vegetal para mantener
la temperatura constante de 100 °C suministrada al balon y se dejo el reflujo por 4 horas como se
indican en las Figuras 7 y 8.

Figura 7. Montaje de extraccion. Figura 8. Montaje empleando aceite vegetal.
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Terminado el proceso de hidrolisis se realizaron lavados a la pasta con agua tipo Il para disminuir
su pH mediante un sistema de filtracion al vacio con ayuda de wypall como se evidencia en la
Figura 9. Por ultimo, la pasta lavada fue sumergida en 1280 mL de agua tipo Il y se acidificé con
16 mL de HCI concentrado manteniendo las proporciones establecidas y dejdndose en reposo de
acuerdo con la Figura 10.

Figura 9. Lavado de la pasta. Figura 10. Pasta en solucion acida.

Pasados dos dias se observo un precipitado (de color claro en contraste con un color més oscuro
esperado) el cual se procedio a filtrar al vacio para obtener el liquido (ver Figura 11). A este
extracto se le agregd 50 mL soda al 40 % p/v para precipitar el quitosano, pero no se observod
cambio alguno posiblemente debido a una hidrolisis incompleta por el montaje realizado en donde
la agitacion era lenta con el magneto y solo se realizaba en el fondo del balon como se observa en
la Figura 12.

Figura 11. Pasta en solucion acida pasado Figura 12. Extracto después de adicionar
dos dias. solucion alcalina.
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5.2 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #2

Se realiz6 un montaje a gran escala con ayuda de una manta de calentamiento y un balén de 3
bocas de 3 L para una homogenizacién completa empleando 100 g de micelio seco tal como se
indica en la Figura 13. Luego se adiciond la soda y se dejo reaccionar durante 4 horas segtin la
Figura 14 y posteriormente se realizo un lavado inicial a la pasta contenida en el balon de 3 bocas
como se evidencia en la Figura 15. Al siguiente dia se continud con los lavados de la pasta hasta
aclaramiento de la solucion filtrada y una disminucion de pH entre 7-8 de acuerdo con la Figura
16.

Figura 14. Realizacion de hidrolisis Figura 15. Lavados preliminares de la pasta
alcalina. después de la hidrolisis.
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Figura 16. Lavados posteriores de la pasta hasta disminucion de pH.

Después se agregaron 3.2 L de agua a la pasta y 40 mL de HCI concentrado y se dejo en reposo 5
dias. Se procedio a realizar la centrifugacion de la pasta y se recolect6 el sobrenadante. Las
condiciones de operacion de la centrifuga fueron 4500 rpm durante 10 minutos (ver Figura 17).
Luego se adicion6 50 mL de NaOH al 40 % p/v al sobrenadante centrifugado para precipitar el
quitosano colocandose la solucion turbia y verificando el pH como se observa en la Figura 18.

qsu"ﬁ 957
= 4Ysoo

Figura 18. Adicion de soda al extracto de la centrifugacion.
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Nuevamente se volvio a centrifugar la solucion alcalina para separar el solido y este tltimo se
esparcio sobre una superficie de teflon para que eliminara la mayor humedad posible segun la
Figura 19. Se realiz6 el mismo proceso de alcalinizacion al liquido sobrenadante separado como
una segunda extraccion, aunque la cantidad recuperada no fue muy significativa como se indica
en la Figura 20. Finalmente, se dejo secar el solido a temperatura ambiente por 10 dias y se
recolectd todo el solido cristalizado obtenido (ver Figura 21), se macero y seco en horno a 70 °C
(ver Figura 22) obteniéndose un peso final de 4,48g evidenciando asi un rendimiento de 4,48 %
de extraccion de quitosano del micelio seco.

Figura 20. Segunda adicion de soda al extracto y sélido precipitado después de centrifugacion.

Figura 21. Quitosano obtenido después de secado a temperatura ambiente.
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Figura 22. Quitosano obtenido macerado después de secado en horno.

5.3 ENSAYO DE OBTENCION DE QUITOSANO #3

En esta tercera extraccion a gran escala se procesaron 600 gramos de muestra para obtener
aproximadamente 25 gramos de quitosano, por lo que se digestaron en 2 tandas 300 gramos del
nuevo micelio seco debido a la capacidad del balon de 3 bocas para no saturar el sistema. Se
procedid a realizar la extraccion del quitosano similar al ensayo realizado anteriormente
empleando la cantidad de reactivos proporcional a la cantidad de muestra empleada y se realizo el
montaje respectivo como se muestra en la Figura 23. Después de ejecutar las 2 tandas de hidrolisis
del micelio, se agrup6 toda la pasta para realizar el lavado con agua destilada y filtrar con embudo
Goach segun la Figura 24.

Figura 23. Montaje a gran escala para Figura 24. Lavado de la pasta total obtenida de
hidrolisis alcalina de nuevo micelio. las dos tandas hidrolizadas.
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La masa total digestada fue adicionada a un recipiente grande y se suspendi6 en 19,2 L de agua,
se adicion6 240 mL de HCI concentrado y se dejo en reposo por 5 dias de acuerdo con la Figura
25. Pasado los cinco dias de reposo, se realizo la centrifugacion de toda la mezcla por tandas de
un litro debido a la capacidad de la centrifuga y se recuperaron los extractos en el mismo recipiente
grande en donde posteriormente se adiciond el NaOH 40 % p/v para precipitar el quitosano. El
liquido superior se removid con cuidado y la parte del fondo se trasvasé a un nuevo recipiente para
ayudar a la sedimentacion y posterior centrifugacion para recuperar el quitosano como se observa
en la Figura 26.

Figura 25. Pasta en solucion acida dejada en Figura 26. Quitosano precipitado después de
reposo por cinco dias. la alcalinizacion.

Después de realizar los pasos de centrifugacion para recuperar el solido y secarlo en el horno se
obtuvo una masa final de 25,1807g (ver Figura 27) obteniéndose un rendimiento de 4,20 % similar
al porcentaje de rendimiento de la extraccion anterior.

Figura 27. Pesos finales de la obtencion de quitosano #3.
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5.4 CARACTERIZACION DE QUITOSANO OBTENIDO
5.4.1 Grado de deacetilacion (% DDA) de segunda extraccion de quitosano

Se realizo el andlisis de grado de deacetilacion por titulacion potenciométrica con NaOH 0,1 M a
muestras de aproximadamente 0,1 g de quitosano obtenido como se evidencia en la Figura 28.
Después de graficar los resultados y obtener los puntos de inflexion correspondientes de la primera
derivada (Anexo A.1-A.3), se aplico la Ecuacion 1 para el resultado final (23).

% DDA =[16,1*(V2-V1)*C]/w  Ecuacion 1.
Donde,

16,1= Constante que incluye el peso molecular del residuo de D-glucosamina en g/mol y el factor
100% y 1000 mL/L

V1y V2= Volumen de titulante gastado en la titulacion correspondiente al primer y segundo punto
de inflexion, respectivamente, (mL)

C= concentracion de titulante NaOH, (M)

w= peso de la muestra de quitosano obtenido, (g)

Figura 28. Titulacion potenciométrica para determinar el % DDA de obtencion de quitosano #2.
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Los resultados obtenidos de las tres titulaciones realizadas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Grado de deacetilacion de quitosano obtenido.

Replica quitosano | DDA (%)
1 48,23
2 48,32
3 41,99
Promedio 46,18

El quitosano extraido indica un valor de % DDA menor en comparacion con el quitosano comercial
que presenta un grado de deacetilacion minimo de 75 % (Anexo A.9) y, de igual forma, con
resultados obtenidos por algunos autores (Abdel-Gawad, 2017) quienes obtuvieron valores en un
rango de 72.35 a 86.08 %. Estas diferencias pueden presentarse por modificacion de ciertas
variables como: el aumento de la concentracion de alcali, el aumento del tiempo y la temperatura
de incubacion lo que puede ocasionar un aumento de % DDA del quitosano extraido (24). También
hay que tener en cuenta que estos grados de deacetilacion se obtuvieron principalmente de
productos derivados del mar (Marinela, 2014) que son sometidos a tratamientos, las condiciones
especificas para la extraccion pueden influir en el grado de deacetilacion obtenido. Por lo anterior,
se infiere que los factores mencionados influyen en la obtencién de un % DDA diferente ya que la
fuente principal en este caso es el micelio de un hongo. También debe considerarse el tipo de cepa
empleada y su forma de cultivo. Entre las variables principales de concentracion de alcali,
temperatura de ebullicion y tiempo empleado en la digestion se optd por un tiempo de 4 horas
debido a que ensayos previos demostraban valores de % DDA menores ya que como lo menciona
Marinela “Tratamientos prolongados suelen provocar la degradacion del polimero sin traducirse
en un aumento sensible del grado de desacetilacion™ (25).

5.4.2 Grado de deacetilacion (% DDA) de tercera extraccion de quitosano

Se realizd nuevamente el andlisis de grado de deacetilacion por titulacidn potenciométrica al
quitosano obtenido de la nueva extraccion, como se evidencia en la Figura 29, de forma similar al
realizado al quitosano de la segunda extraccion.
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Figura 29. Titulacion potenciométrica para determinar el % DDA de obtencion de quitosano #3.

Nuevamente se graficaron los resultados y se tomaron los puntos de inflexién correspondientes de
la primera derivada (Anexo A.4-A.8) para calcular el % DDA de cada una de las réplicas analizadas
obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Grado de deacetilacion de quitosano obtenido de la nueva extraccion.

Replica quitosano | DDA (%)
1 39,30
2 39,71
3 39,64
4 39,82
5 48,21
Promedio 41,34

Se evidencia que el % DDA es menor en comparacioén con el % DDA de la segunda extraccion
(46,18 %) posiblemente por la cantidad mayor de muestra procesada y los volimenes manejados
lo que hace las trazas de impurezas aumenten y se presenten particulas de quitina en la muestra
final lo que reduzca su grado de pureza.

5.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)
5.4.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) de segunda extraccion de quitosano

Los analisis instrumentales se realizaron con el fin de determinar la identidad del compuesto
extraido, inicialmente el andlisis de Infrarrojo (FTIR) por pastilla de KBr (Figura 30).

Figura 30. Equipo de Infrarrojo (FTIR) utilizado y muestra compactada en pastilla de KBr.

Para el caso del anélisis de FTIR se verificd previamente el equipo con estandar de poliestireno
(Anexo A.10 y A.11) y se procedio a realizar el analisis de la muestra de quitosano extraido en la
pastilla de KBr con lo que se obtuvo el espectro de la Figura 31 y resalta los nimeros de onda
significativos de las bandas reveladas.
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Figura 31. Espectro FTIR de extraccion de quitosano #2.

Luego se compar¢ el espectro IR del quitosano extraido con el espectro del quitosano comercial
de marca Sigma-Aldrich (Figura 32), observando que las bandas de los principales grupos

funcionales coinciden (26).
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Usando como referencia el espectro IR del quitosano comercial se observa una similitud en las
bandas con respecto al quitosano extraido, que resaltan la tension de grupos funcionales
caracteristicos del compuesto. De la comparacion se evidencia la banda de tension correspondiente
al grupo O-H entre los 3400-3300 cm™ (3421 cm'en la figura 31). Una sefial mas leve al lado
derecho, cerca de los 3200 cm™ corresponde a la banda de tension del grupo N-H (rango de aminas
primarias de 3450-3320 cm™!), posiblemente desplazada por el solapamiento con la banda O-H y
por la cantidad de grupos hidroxilos de la glucosamina, debido a que cuando el grupo hidroxilo
estd asociado en la molécula este genera una banda ancha en el rango de los 3550-3200 (27).
Ademas, se observa la banda de tension del grupo C-H cercano a los 2900 cm™ (2921 cmlen la
figura 31) que maneja un rango de 2950-2850 cm™!. La banda de tensién del grupo C=0 entre los
1650-1600 cm™! que maneja un rango de 1900-1650 cm™ y la banda de tension del grupo C-O entre
los 1100-1050 cm™ (1073 cmlen la figura 31) que maneja un rango de 1085-1050 cm™! para los
enlaces R-OH ciclicos de 6 miembros (27). Las bandas del IR del quitosano extraido demuestran
ciertos desplazamientos posiblemente por la pureza del material debido a desviaciones en el
procesamiento y posibles trazas de quitina que solapan dichas bandas. Por tultimo, se observa la
tension del grupo C-N entre 1400-1350 cm™ (1379 cm! en la figura 31) que maneja un rango de
1340-1260 cm™! y la vibracion de deformacién del grupo N-H entre los 1600-1550 cm™ (1593 cm
en la figura 31), que para el caso de aminas primarias maneja un rango de 1640-1560 cm™ y
presenta una flexion en tijera fuerte (27).

5.4.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) de tercera extraccion de quitosano

Se realiz6 nuevamente el analisis de Infrarrojo (FTIR) por pastilla de KBr al quitosano extraido
#3 y se obtuvo el espectro evidenciado en el anexo A.12. De este espectro, se elaboro la Tabla 3
que resume los nimeros de onda significativos de las bandas representativas con su respectiva
intensidad (% Transmitancia menor a 73 %) y los nimeros de onda de las bandas del quitosano de
la segunda extraccion.

Tabla 3. Numero de onda de bandas caracteristicas.

Quitosano extraccion #3 Quitosano extraccion #2
Posicion (cm™) | Intensidad (% T) Posiciéon (cm™)
1081,46 60,004 1073,96
1153,94 72,757 1154,65
1441,81 61,580 1475,70
1561,71 65,869 1593,45
2922,25 70,923 2921,05
3423,96 54,130 3421,45

Como se puede observar, no se evidencia una gran diferencia entre los nimeros de onda de ambas
extracciones siendo muy cercanos con lo que se asume que en ambos casos el material analizado
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tiene un grado de similitud considerable y asi mismo una similitud con el espectro del quitosano
comercial de marca Sigma-Aldrich.

5.4.3.3 calorimetria diferencial de barrido (DSC) de segunda extraccion de quitosano

Se continuo la caracterizacion con la realizacion de la prueba de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) como se muestra en la Figura 33, verificando previamente el equipo con estandar de indio
de lote BV297605 (Anexo A.13 y A.14).

Figura 33. Equipo de DSC utilizado y muestra acondicionada en el pinhole.

El termograma del quitosano obtenido en la segunda extraccion no fue muy claro debido a que la
muestra presentd humedad por falta de secado antes de la realizacion del analisis y asi poder
determinar la temperatura de tensicion vitrea (Tg) caracteristica después de los 200 °C (28).

5.4.3.4 calorimetria diferencial de barrido (DSC) de tercera extraccion de quitosano

Posteriormente, se realizo el analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) a la muestra de
quitosano de la tercera extraccion con lo que se logré como resultado el termograma de la Figura
34. A diferencia del termograma del quitosano de la segunda extraccion, el quitosano de la tercera
extraccion también presentd humedad, pero en este caso se observd que la muestra pudo alcanzar
la temperatura de transicion vitrea (Tg) esperada. En principio se alcanza una temperatura de
inflexion de 205,15 °C y una temperatura pico de 225,53 °C, adicionalmente la Entalpia fue de
10,66 J/g generando una sefal endotérmica. Este intervalo corto de temperaturas denominado
temperatura de transicion vitrea (Tg), es caracteristica en la transiciéon de polimeros como los
plésticos, ya que al enfriarse pueden pasar de ser flexibles a rigidos y esto puede observarse sélo
en las regiones amorfas (29). La razon de que el quitosano presente esta Tg y no una temperatura
de fusion (Tm) es que su estructura es completamente amorfa. Los so6lidos cristalinos poseen en
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su estructura cadenas rigidas que no pueden ejecutar movimientos rotacionales debido a la fuerte
interaccion que hay entre ellas y a la falta de un volumen libre, esto atribuyéndose a factores como
la rigidez en la cadena, las fuerzas intermoleculares, la separacion entre las cadenas, los
sustituyentes voluminosos, el entrecruzamiento y el peso molecular (29). En la Figura 34 se
observa la caida o inflexion a partir de los 205 °C pasando asi la region vitrea, la cual se presenta
a temperaturas menores que la Tg, a la region visco-elastica por encima de la Tg, ocurriendo la
transicion del estado rigido al flexible y al enfriarse ocurre el caso contrario ya que pasa de flexible
arigido (29). Conforme a lo anterior se infiere que el resultado obtenido es conforme debido a que
la Tg es cercana a la reportada en la literatura para el quitosano (200 °C).
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Figura 34. Termograma de DSC de extraccion de quitosano #3.

5.5 ENSAYO DE RECUBRIMIENTO CON QUITOSANO COMERCIAL

Se realizd un diseiio de siete tratamientos en los que se evalud la solubilidad de quitosano
comercial a diferentes concentraciones en peso en dos solventes (acido clorhidrico y acido acético)
como se observa en la Tabla 4.
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Tabla 4. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano comercial.

Nombre del material Cantidad (g)
Quitosano comercial | 0,5/1,0/2,0/3,0
HCI concentrado 1,0
Agua tipo 11 C.S.p.
Nombre del material Cantidad (g)
Quitosano comercial 0,5/1,0/2,0
Acido acético 1,0
Agua tipo I c.S.p.

La preparacion de los tratamientos puede evidenciarse en las Figuras 35 y 36.

0.59 Chit

Figura 36. Tratamientos preparados en acido clorhidrico (HCI) 1 % y acido acético (HAc) 1 %.

Se ensamblo6 el equipo de recubrimiento con el que se realizaron las pruebas de aspersion con el
fin de identificar que concentracion de los tratamientos preparados tendria mejor desempefio. El
equipo se compone de bombo de recubrimiento (el cual fue acondicionado en su interior para el
movimiento homogéneo de los nucleos), aerografo, rotor con médulo de operacion, sistema de
calentamiento y enfriamiento de aire y salida de aire a presion (el cual fue acondicionado con un
mandmetro para conocer la presion de salida del aire) como se indica en la Figura 37.
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Figura 37. Partes del equipo de recubrimiento: bombo de recubrimiento con sistema de
deflectores, miniaerografo, rotor “ERWEKA®” #2, sistema de calentamiento de aire
“ESTELAR®” con sus respectivas tuberias y linea de aire comprimido regulado a 50 psi.

Al finalizar el ensamblado de las partes se obtuvo el equipo de recubrimiento como se muestra en
la Figura 38.

Figura 38. equipo de recubrimiento ensamblado.
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La prueba de aspersion se inicid ensayando cada solucion de tratamiento preparado para evidenciar
una posible obstruccion, pero todos los tratamientos pudieron ser aspersados. Por consiguiente, se
decidiod trabajar con el tratamiento de quitosano comercial de 2 % de concentracion disuelto en
acido acético debido a que presentaba una menor viscosidad y mejor fluidez en comparacion con
el tratamiento de quitosano comercial de 3 % de concentracion, para recubrir 50,91 g de unos
nucleos de ibuprofeno como farmaco modelo como se indica en la Figura 39. Las condiciones de
operacion del equipo de recubrimiento se encuentran en la Tabla 5. Después de aplicada la solucion
preparada de quitosano comercial de 2% con HAc al 1 %, los nucleos ganaron un peso de
aproximadamente 1 gramo (51,93 g de peso final) segtn la Figura 40.

Figura 39. Aspersion de tratamiento de quitosano comercial de 2 % de concentracion en HAc 1
% sobre nucleos de ibuprofeno y secado a 45°C.

Tabla 5. Condiciones de operacién de bombo de recubrimiento

Variable Valor de referencia| Valor experimental
Temperatura de entrada 4515 °C 45°C
Velocidad de giro 35-40 rpm 35 rpm
Presion de rocio 50 psi 50 psi
Distancia entre pistola y comprimidos 30 cm 30cm
Angulo de la pistola 45° 45°

Figura 40. Peso final de nucleos recubiertos.
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Sin embargo, se evidenciaron problemas de adherencia de los nucleos en el bombo de
recubrimiento después de 3 minutos de rocio. En la Figura 41 se aprecia una superficie grumosa
posiblemente debido a la viscosidad de la solucion de quitosano aspersada ya que el vehiculo de
la preparacion no alcanzaba a eliminarse después de la aplicacion generando la apariencia himeda
y también un deterioro en la capa externa de los nlcleos que se puede atribuir a la interaccion de
la solucion acida aspersada con los excipientes empleados en la capa externa del farmaco.

Figura 41. Adhesion de las tabletas en el bombo de recubrimiento y efecto de la solucion aplicada
en los nucleos.

5.6 ENSAYO DE RECUBRIMIENTO CON QUITOSANO DE EXTRACCION #3

Se prepararon cuatro formulaciones adicionales con el quitosano de la extraccidon #3, cada una con
diferentes tratamientos (ver Tablas 6 a 9) y adicionando a cada formulacion un plastificante para
modificar y mejorar la elasticidad de la pelicula, una de las propiedades fisicas importantes a tener
en cuenta para el recubrimiento. El plastificante hace mas flexible y aumenta la resistencia de la
pelicula (30). El plastificante empleado fue el poletilenglicol 400 (PEG 400) a una concentracion
en peso del 15 %.

5.6.1 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #2

Para la formulacion #2, ademads del PEG 400, se empled 4cido acético glacial al 1,5 % para ayudar
a la disolucion del quitosano y se emple6 como vehiculo agua tipo II. Las concentraciones en peso
incrementales de quitosano para elaborar cada uno de los tratamientos se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la

formulacion #2.

Nombre del material Cantidad (g) del material
TTO#1 | TTO#2 | TTO #3 | TTO #4 | TTO #5 | TTO #6
Quitosano 0,3 0,5 0,7 1,0 1,2 1,5
Polietilenoglicol 400 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Acido acético 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Agua tipo I C.S.p. C.S.p. C.S.p. C.S.p. C.S.p. C.S.p.

Al realizar la aplicacion de cada uno de los tratamientos sobre las tabletas de ibuprofeno se
evidencid que la solucion las desintegraba reduciendo gran parte de la tableta y quedando en forma
de polvo en el interior del bombo de recubrimiento como se muestra en la Figura 42. Debido a lo
anterior, se asume que la tableta elaborada por via seca no es apta para ser recubierta con estas
soluciones. El &cido acético puede interactuar con los excipientes de la tableta como por ejemplo
el Avicel PH 101 o el Avicel PH 102 que son celulosas y por ende el acido puede hidrolizarlas y
con ello romper los enlaces de las cadenas.

Figura 42. Desintegracion de las tabletas de ibuprofeno.

5.6.2 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #3

Para la formulacion #3 se redujo la cantidad de acido acético glacial al 0,5 % debido a que se
recomienda este porcentaje, al ser un compuesto Clase 3 que lo ubica como disolvente con bajo
potencial toxico de acuerdo con la “USP <467> Disolventes residuales” (31). También, se elimin6
el tratamiento con 0,3 % de quitosano y se reemplazaron los tratamientos con 0,7 % y 1,0 % por

uno de 0,8 %, disminuyendo el nimero de tratamientos de seis a cuatro como se muestra en la
Tabla 7.
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Tabla 7. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la

formulacion #3.

Nombre del material Cantidad (g) del material
TTO#1 | TTO #2 | TTO #3 | TTO #4
Quitosano 0,5 0,8 1,2 1,5
Polietilenoglicol 400 15,0 15,0 15,0 15,0
Acido acético 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua tipo I C.S.p. C.S.p. C.S.p. C.S.p.

Para evitar que las nuevas soluciones desintegraran las tabletas, como ocurri6 con el caso anterior,
se cambiaron las tabletas de ibuprofeno via seca por tabletas de acetaminofén via humeda y al
realizar la aplicacion de cada uno de los tratamientos sobre las nuevas tabletas se evidencio que ya
no ocurria desintegracion; sin embargo, se observéd que las soluciones generaban hinchamiento y
fragmentacion de las tabletas como se observa en la Figura 43.

Figura 43. Tabletas de acetaminofén con fragmentacion.

5.6.3 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #4

Para la formulacion #4 se cambio el vehiculo de agua tipo II por Alcohol etilico 70 % v/v para
facilitar la evaporacion del solvente al momento de la aplicacion de la solucion en el interior del
bombo de recubrimiento y con ello permitir que el quitosano se pudiera adherir en mayor grado a
la tableta. Para este caso se prepard solo un tratamiento a una concentraciéon mayor de quitosano
con el fin de que la solucién tuviera mayor cantidad de polimero para poderse adherir a la tableta
y al mismo tiempo procurando que no se obstruyera la boquilla del miniaer6fago al momento de
aspersarla. La formulacion #4 se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Pesos de los componentes del tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
formulacion #4.

Nombre del material Cantidad (g) del material
Quitosano 5,0
Polietilenoglicol 400 15,0
Acido acético 0,5
Alcohol etilico 70% v/v C.S.p.

Al realizar la aplicacion del tratamiento se observd mejoria con respecto a los tratamientos
anteriores, ya que no se generaba hinchamiento y tampoco fractura de las tabletas de acetaminofén.
Adicionalmente, se observo que la superficie de la tableta empezaba a mostrar mas material de
recubrimiento adherido a su superficie con lo que se asume que la modificacion de la concentracion
de polimero y el cambio de vehiculo favorecieron en la obtencion de dichos resultados tal como
se muestra en la Figura 44.

Figura 44. Tabletas de acetaminofén con quitosano en la superficie.

5.6.4 Preparacion de los tratamientos de la formulacion #5

Para la formulacion #5 se prepard un tratamiento con el material remanente de los casi 25 gramos
que se habian extraido y se emplearon nuevamente 5 gramos del polimero. Adicionalmente, se
incluyeron dos excipientes que favorecen la aplicacion de la solucion de recubrimiento los cuales
son: el didxido de titanio coloidal (Aerosil) y el talco. También se reemplazé el alcohol etilico por
uno de concentracion 96 % v/v (ver Tabla 9). Esta formulacion presentd una consistencia mas
uniforme evidenciando las particulas de quitosano suspendidas en la mezcla, evitando asi la
sedimentacion y favoreciendo la aplicacion del tratamiento debido a que se eliminaba el
inconveniente del taponamiento de la boquilla del miniaer6fago como se muestra en la Figura 45.
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Tabla 9. Pesos de los componentes de cada tratamiento preparado con quitosano obtenido en la
formulacion #5.

Nombre del material | Cantidad (g) del material
Quitosano 5,0
Polietilenoglicol 400 15,0
Diodxido de titanio 4,0
Talco 3,0
Alcohol etilico 96% v/v C.S.p.
AT ——

Figura 45. Tratamiento de la formulacion #5.

Después de la aspersion de la mezcla en las tabletas se observo que el polimero quedaba sobre la
superficie en mayor grado, comparado con los tratamientos anteriores, esto ayudado por los
excipientes adicionados y el vehiculo que estaba compuesto por una menor cantidad de agua (de
70 % a 96 % v/v) aunque la cantidad de la mezcla no fue suficiente para recubrir la totalidad de la
tableta como se observa en la Figura 46.

Figura 46. Tabletas de acetaminofén con mayor cantidad de quitosano en la superficie.
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De las cuatro formulaciones preparadas se puede inferir que la modificacion en el vehiculo
empleado de agua tipo II a alcohol etilico, mejora la forma de aspersion en la boquilla del
miniaer6fago y facilita la interaccion del quitosano y la superficie de la tableta. Asi mismo el uso
de excipientes moduladores en la formulacion también facilita la adhesion del quitosano en la
tableta en un mayor grado y proporciona a la formulacién propiedades contra la sedimentacion
para que el quitosano se mantenga suspendido y no sedimente favoreciendo asi la aspersion. Por
lo tanto, la formulacion #5 provee mejores resultados en comparacion con las otras formulaciones
preparadas y es recomendado tomarla como punto de partida para perfeccionar la pelicula final
sobre la tableta, facilitando el cubrimiento total de la superficie de la tableta, mejorando su
adhesion y finalmente definiendo su apariencia en una capa mas lisa y agradable.

5.7 ENSAYO DE PRUEBA DE DISOLUCION CON QUITOSANO DE EXTRACCION #3

Se prepar6 el medio de disolucion para el total de los vasos del equipo y se acondicioné el liquido
a 37 °C antes de iniciar la prueba verificando cada uno de los vasos como se evidencia en la Figura
47.

|l
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Figura 47. Verificacion de la temperatura de la solucion en cada uno de los vasos del disolutor.

Después se programo el equipo con las condiciones mostradas en la Tabla 10 y como se observa
en la Figura 48.

Tabla 10. Condiciones de operacion de equipo de disolucion.

Variable Valor de referencia
Temperatura 37x05°C
Velocidad de giro 75 rpm
Tiempo total 2:45 h
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Figura 48. Condiciones de operacion de equipo de disolucion.

Al realizar la inmersion de las tabletas recubiertas con la formulacion #5 en cada uno de los vasos
del disolutor, se observo que cada tableta se disolvia en menos de un minuto despegandose el
material de recubrimiento y quedando por separado en la solucion. Se evidencio que el liquido
interactuaba por las zonas en donde no se alcanzo a recubrir la tableta lo que hacia que
inmediatamente la tableta entrara en contacto con la solucion y por lo tanto se disolviera
rapidamente, tal como se observa en la Figura 49.

Figura 49. Tabletas disueltas en los vasos del equipo de disolucion.

La prueba de disolucion no arrojé los resultados esperados debido a que las tabletas estaban
parcialmente recubiertas y quedaron ciertas zonas descubiertas que entraron en contacto con la
solucion acida inmediatamente iniciaba el proceso de disolucion y por lo tanto la tableta se disolvia
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rapidamente. Como no pudo elaborarse una mayor cantidad de solucién de recubrimiento, ya que
la formulacion preparada fue de 100 mL, esta cantidad no fue suficiente para realizar un
recubrimiento completo de las tabletas dejando partes expuestas. Para un proximo estudio se
recomienda elaborar una mayor cantidad de la solucion de recubrimiento y abastecer el reservorio
del miniaerdgrafo cuando esté proximo a terminarse para no interrumpir el proceso de aspersion.
De esta forma se asegura una cantidad suficiente de solucion que recubra la totalidad de las tabletas
dentro del bombo de recubrimiento. Por consiguiente, al no tener resultados de absorbancia de la
prueba de disolucion por la rapida interaccion de las tabletas recubiertas por la fase 4cida del medio
de liberacion, no pudo realizarse una estimacion del modelo cinético de liberacion.
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6. CONCLUSIONES

El grado de deacetilacion de 41.34 % obtenido de la ultima extraccion indica que el
procesamiento del micelio puede verse afectado por diferentes variables tales como: la
concentracion de alcali, el aumento del tiempo y la temperatura de la hidrélisis, asi como
la cantidad de muestra procesada y los volimenes manejados, aumentando las impurezas
lo que pudo desembocar en % DDA por debajo del grado de deacetilacion del quitosano

comercial.

Los analisis instrumentales demostraron una similitud en las bandas de los grupos
funcionales caracteristicos del quitosano en el espectro FTIR y una Tg por encima de los

200 °C (225 °C) indicando que el material obtenido corresponde a quitosano.

Se evidencia que la aplicacion de la solucion de recubrimiento es mas favorable en tabletas
fabricadas por granulacion via himeda en comparacion con tabletas via seca. La solucion
desintegra la parte externa de la tableta fabricada por via seca debido a la interaccion del

acido acético con el excipiente a base de celulosa.

Se recomienda emplear una baja cantidad (maximo 0,5 %) de acido acético por lo
establecido en la “USP <467> solventes residuales”, dicha cantidad est4d determinada bajo

estudios de toxicidad en personas.

Finalmente, el uso de excipientes en la preparacion de la solucion de recubrimiento mejora
las condiciones de la formulacion distribuyendo las particulas de forma homogénea y

facilitando la aplicacion, evitando obstruccion y taponamiento de la boquilla de la pistola.
Con base en lo anterior, se recomienda para futuras formulaciones el empleo de

modificadores como el didxido de titanio o similares que faciliten la adherencia del

quitosano en la tableta, asi como una aspersion homogénea sobre la superficie de esta.
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ANEXOS

A.1 Titulacion potenciométrica #1 para %DDA de la obtencion de quitosano #2

Volumer(mnl:l:\)OH 0,1N oH ApH/AV

0,0 1,59

3,0 1,82 0,077
4,0 1,95 0,130
5,0 2,12 0,170
6,0 2,36 0,240
6,5 2,55 0,380
7,0 2,88 0,660
7,5 3,85 1,940
8,0 5,17 2,640
8,5 5,70 1,060
9,0 6,11 0,820
9,5 6,47 0,720
10,0 6,83 0,720
10,5 7,16 0,660
11,0 10,30 6,280
11,5 11,05 1,500
12,0 11,32 | 0,540
12,5 11,48 0,320
13,0 11,6 0,240
13,5 11,68 0,160
14,0 11,76 0,160
14,5 11,81 | 0,100
15,0 11,86 0,100
15,5 11,91 0,100
16,0 11,95 0,080
16,5 11,98 0,060
17,0 12,01 0,060

%DDA = [16,1%(V2-V1)*C] / w = 48,23%

w (g) =0,1003; V2 (mL) =11,0; V1 (mL) = 8,0
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A.2 Titulacion potenciométrica #2 para %DDA de la obtencion de quitosano #2

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,56

3,0 1,81 0,083
4,0 1,93 0,120
5,0 2,14 0,210
6,0 2,43 0,290
6,5 2,75 0,640
7,0 3,56 1,620
7,5 5,09 3,060
8,0 5,66 1,140
8,5 6,07 0,820
9,0 6,43 0,720
9,5 6,77 0,680
10,0 7,04 0,540
10,5 9,88 5,680
11,0 10,97 2,180
11,5 11,29 0,640
12,0 11,47 | 0,360
12,5 11,59 0,240
13,0 11,69 0,200
13,5 11,76 0,140
14,0 11,82 0,120
14,5 11,87 | 0,100
15,0 11,91 0,080
15,5 11,95 0,080
16,0 11,99 0,080
16,5 12,02 0,060
17,0 12,05 0,060

%DDA = [16,1%(V2-V1)*C] / w = 48,32%
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A.3 Titulacion potenciométrica #3 para %DDA de la obtencion de quitosano #2

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,46

3,0 1,7 0,080
4,0 1,81 0,110
5,0 1,94 0,130
5,5 2,02 0,160
6,0 2,11 0,180
6,5 2,23 0,240
7,0 2,37 0,280
7,5 2,57 0,400
8,0 2,93 0,720
8,5 4,36 2,860
9,0 5,55 2,380
9,5 6,21 1,320
10,0 6,81 1,200
10,5 9,88 6,140
11,0 10,88 2,000
11,5 11,18 0,600
12,0 11,36 0,360
12,5 11,48 | 0,240
13,0 11,57 0,180
13,5 11,65 0,160
14,0 11,71 | 0,120
14,5 11,77 0,120
15,0 11,82 0,100
15,5 11,86 0,080

%DDA = [16,1%(V2-V1)*C] / w = 41,99%

w (2) = 0,0768; V2 (mL) = 10,5; V1 (mL) = 8,5
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A.4 Titulacion potenciométrica #1 para %DDA de la obtencion de quitosano #3

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,52

3,0 1,76 0,080
4,0 1,86 0,100
5,0 2,02 0,160
6,0 2,24 0,220
6,5 2,39 0,300
7,0 2,63 0,480
7,5 3,03 0,800
8,0 3,98 1,900
8,5 5,14 2,320
9,0 5,84 1,400
9,5 6,36 1,040
10,0 6,81 0,900
10,5 8,67 3,720
11,0 10,72 4,100
11,5 11,17 0,900
12,0 11,39 0,440
12,5 11,53 0,280
13,0 11,63 0,200
13,5 11,71 0,160
14,0 11,77 0,120
14,5 11,83 | 0,120
15,0 11,88 0,100
15,5 11,92 0,080
16,0 11,96 0,080
16,5 11,99 0,060
17,0 12,02 0,060

%DDA = [16,1*(V2-V1)*C] / w = 39,30%

w (g) =0,1027; V2 (mL) = 11,0; VI (mL) = 8,5
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A.5 Titulacion potenciométrica #2 para %DDA de la obtencion de quitosano #3

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,62

3,0 1,82 0,067
4,0 1,93 0,110
5,0 2,07 0,140
6,0 2,29 0,220
6,5 2,43 0,280
7,0 2,64 0,420
7,5 2,97 0,660
8,0 3,67 1,400
8,5 4,91 2,480
9,0 5,65 1,480
9,5 6,18 1,060
10,0 6,62 0,880
10,5 7,15 1,060
11,0 98 5,500
11,5 10,81 1,820
12,0 11,16 0,700
12,5 11,36 0,400
13,0 11,49 0,260
13,5 11,58 0,180
14,0 11,66 0,160
14,5 11,72 | 0,120
15,0 11,78 0,120
15,5 11,83 0,100
16,0 11,87 0,080
16,5 11,91 0,080
17,0 11,94 0,060

%DDA = [16,1*(V2-V1)*C]/ w = 39,71%

w (g) =0,1015; V2 (mL) = 11,0; VI (mL) = 8,5



Titulacidon potencimétrica de quitosano obtenido
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A.6 Titulacion potenciométrica #3 para %DDA de la obtencion de quitosano #3

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,6

3,0 1,79 0,063
4,0 1,91 0,120
5,0 2,06 0,150
6,0 2,28 0,220
6,5 2,46 0,360
7,0 2,69 0,460
7,5 3,08 0,780
8,0 4,03 1,900
8,5 5,17 2,280
9,0 5,83 1,320
9,5 6,33 1,000
10,0 6,79 0,920
10,5 7,75 1,920
11,0 10,29 5,080
11,5 10,97 1,360
12,0 11,25 0,560
12,5 11,42 0,340
13,0 11,54 | 0,240
13,5 11,63 0,180
14,0 11,69 0,120
14,5 11,75 | 0,120
15,0 11,80 0,100
15,5 11,85 0,100
16,0 11,90 0,100
16,5 11,93 0,060
17,0 11,96 0,060

%DDA = [16,1*(V2-V1)*C] / w = 39,64%

w (g)=0,1017; V2 (mL) = 11,0; VI (mL) = 8,5
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A.7 Titulacion potenciométrica #4 para % DDA de la obtencion de quitosano #3

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,6

3,0 1,74 0,047
4,0 1,83 0,090
5,0 1,97 0,140
6,0 2,11 0,140
6,5 2,22 0,220
7,0 2,35 0,260
7,5 2,51 0,320
8,0 2,76 0,500
8,5 3,24 0,960
9,0 4,57 2,660
9,5 5,59 2,040
10,0 6,14 1,100
10,5 6,58 0,880
11,0 7,03 0,900
11,5 9,30 4,540
12,0 10,42 | 2,240
12,5 11,01 1,180
13,0 11,3 0,580
13,5 11,47 0,340
14,0 11,59 0,240
14,5 11,68 0,180
15,0 11,75 0,140
15,5 11,81 0,120
16,0 11,87 0,120
16,5 11,91 0,080
17,0 11,95 0,080

%DDA = [16,1*(V2-V1)*C] / w = 39,82%

w (g)=0,1012; V2 (mL) = 11,5; V1 (mL) = 9,0
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A.8 Titulacion potenciométrica #5 para %DDA de la obtencion de quitosano #3

Volumen'(||1l1\ll-a)OH 0,1N pH ApH/AV

0,0 1,85

3,0 2,28 0,143
4,0 2,76 0,480
5,0 4,68 1,920
5,5 5,52 1,680
6,0 6,07 1,100
6,5 6,51 0,880
7,0 6,94 0,860
7,5 8,54 3,200
8,0 10,18 3,280
8,5 10,92 1,480
9,0 11,27 | 0,700
9,5 11,46 0,380
10,0 11,59 0,260
10,5 11,68 0,180
11,0 11,75 0,140
11,5 11,81 0,120
12,0 11,87 0,120
12,5 11,91 0,080
13,0 11,95 0,080
13,5 11,98 0,060
14,0 12,02 0,080

%DDA = [16,1%(V2-V1)*C] / w = 48,21%

w (g) =0,1002; V2 (mL) = 8,0; VI (mL) = 5,0
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A.9 Especificaciones de producto de quitosano comercial utilizado

SIGMA-ALDRICH sigmaicrch.com

Product Name:
Chitosan - low molecular weight

Product Number:

CAS Number:
MDL:

TEST

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techservi@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

448869 o

9012-76-4 . o0

MFCD00161512 \“L:? \—(
Specification

Appearance (Color)
Appearance (Form)
Powder andfor Chips
Assay
Deacetylation
Viscosity
c= 1% in 1% Acetic Acid

Specification: PRD.2.ZQ5.10000020770

Faint Beige to Beige
Conforms to Requirements

> 75 %

20 - 300 cps

63



A.10 Espectro de verificacion del FTIR con estandar de poliestireno

6,5{CL2024-004_STD POLYESTIRENO
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A.11 Grado de similitud de la comparacion de estandar de poliestireno con la base de datos

6 |CL2024-004_STD POLYESTIRENO
,g 4
c
£
3
) | ﬁ \J\WA—“LJ\)}
1,0POLY(STYRENE), ATACTIC
0.8] Emparejar:94,73
=
2 06
£
8 04
<
" i
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Ondas (cm-1)

La mayor similitud es muy buena,
pero el segundo acierto también es similar.

Espectrom: Vie Ene 26 09:19:15 2024 (GMT-05:00)
Region: 450.00-2600.00
Tipo de blsqueda: Correlacion

Lista de Aciertos:
Indice Simili  Nombre del compuesto Biblioteca
46 94.73 POLY(STYRENE), ATACTIC Hummel Polymer Sample Library
523 92,67 Poly(styrene:tetramethylene) HR Nicolet Sampler Library
469 90.27 Poly(styrene:propylene oxide) HR Nicolet Sampler Library
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A.12 Espectro FTIR de extraccion de quitosano #3

% Transmitancia
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A.13 Certificado del estandar de indio utilizado en la verificacion del DSC

Reference Material Certificate

TEST SPECIFICATION
Product Name Indium
Product Number 0319-0033
Lot Number BV297605
Build Date September 2, 2019
Material form Wire
Nominal Melt Temperature 156.60 °C
Nominal Transition Energy (AH) | 28.45 J/g

Spectrographic Analysis

Material Analysis

Indium 99.9 %
Lead 0.00004 %
Tin 0.0001 %
Copper 0.00007 %
Iron 0.00002 %
Thallium N/D %
Magnesium N/D %

If = N/D (Not Detected)

This material is used to calibrate a thermal analysis

instrument.

Please refer to your instrument’s User Manual

for the correct use of this reference material.
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A.14 Termograma de verificacion del DSC con el estandar de indio

Sample: Verificacién de Indio DSC

Size: 6.0500 mg
Method: CL2024-004

Comment: CL2024-004_Verificacion de Indio

1

Heat Flow (W/g)

Exo Up

File: ..\CL2024-004_Verificacién de Indio.001

Operator: JJUrbano

Run Date: 24-Jan-2024 10:36
Instrument: DSC Q2000 V24.11 Build 124

156.87°C
26.43J/g
1

Instrument: DSC Q2000 V24.11 Build 124
Module Type: DSC

Run Date: 24-Jan-2024 10:36

Sample: Verificacion de Indio

Size: 6.0500 mg

Cell Constant: 1.0659

Operator: JJUrbano

Method: CL2024-004

Comment: CL2024-004 Verificacion de Indio

T

T T T T T T

14;-0
Temperature (°C)

1
120

157.46°C
160

180
Universal V4.5A TA Instruments
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