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RESUMEN

Se estudid el entrecruzamiento de un almidon comercial con epiclorhidrina y trimetafosfato de sodio,
siguiendo las reacciones por mediciones de la viscosidad. Los productos fueron caracterizados por
métodos espectroscopicos, microscopia electronica y determinaciones del hinchamiento en distintos
fluidos. La dosis de epiclorhidrina ejerce una influencia significativa sobre los resultados del entrecruzamiento,
mientras que el NaOH cataliza la reaccion con el trimetafosfato de sodio y este produce hidrogeles de
mayor hinchamiento.
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ABSTRACT

Crosslinking of a commercial starch with epichlorohydrin and sodium trimetaphosphate was studied.
These reactions were monitored by viscosity measurements, while products were characterized by
spectroscopic methods, electron microscopy and determining the swelling on several fluids. Epichlorohydrin
dose has a significant influence on the results of crosslinking, meanwhile sodium hydroxide catalyzes
the reaction with sodium trimetaphosphate and this crosslinking reagent produces higher-swelling hydrogels.

Keywords: Starch, crosslinking, epichlorohydrin, sodium trimetaphosphate, controlled release.

INTRODUCCION

El desarrollo de los sistemas de liberaciéon
controlada ha ido aparejado con las aplica-
ciones médicas y farmacéuticas de los
polimeros 2. Un sistema polimérico muy uti-
lizado han sido los llamados «hidrogeles»,
reticulos poliméricos, que absorben y retie-
nen grandes cantidades de agua al hidratarse
sus grupos funcionales hidrofilicos® por lo que
se requiere un cierto nivel de entrecruzamien-

" E-mail: jsabac@yahoo.com

16

to para evitar la disolucion de las cadenas
poliméricas hidrofilicas.

Los polimeros biodegradables son preferidos
para estos sistemasi*¥ ya que disminuyen los
riesgos de acumulacion del polimero en el
entorno bioldgico. Los polimeros naturales se
destacan como una alternativa atractiva no
solo por ser usualmente biodegradables sino
también por su disponibilidad, bajos costos y
posibilidad de ser modificadost*“l.



Los polisacaridos son opciones ventajosas por
ser usualmente no toxicos e inertes desde el
punto de vista farmacoldgico™. El almidén es
uno de los polisacaridos mas utilizados para
estos fines®*, debido a su elevado volumen
de produccion industrial con alta pureza y bajo
costo, lo que motiva que tenga diversas apli-
caciones en las industrias de los alimentos,
cosméticos, papel, farmacéutica y otras!.

Distintos reactivos han sido utilizados para el
entrecruzamiento del almidoén, tales como el
trimetafosfato de sodio o STMPE |a
epiclorhidrina o ECH™®-*3y otros™. Incremen-
tos del grado de entrecruzamiento por enci-
ma de cierto valor provocan una disminucién
del hinchamiento y afectan la liberacion con-
trolada™®, por lo que el entrecruzamiento debe
ser regulado para lograr resistencia a la diso-
lucion y adecuadas propiedades mecanicas
del gel sin afectar sus propiedades.

Este trabajo compila los resultados obteni-
dos por el autor en el entrecruzamiento de un
almidén comercial con ECH®*' y STMP. El
entrecruzamiento con ECH fue estudiado du-
rante una estancia como Investigador Visitante
en el Instituto de Macromoléculas (IMA) de la
Universidad Federal de Rio de Janeiro (UFRJ),
mientras que la utilizacion del STMP fue in-
vestigada en trabajos posteriores desarrolla-
dos en el Centro de Biomateriales de la Uni-
versidad de La Habana.

En el IMA/UFRJ anteriormente se habian rea-
lizado estudios sobre el entrecruzamiento del
almidon con ECH para la obtencion de mate-
riales termoplasticosi*>'% mientras que el tra-
bajo aqui discutido ha sido realizado con vis-
tas a la obtencién de una matriz polimérica,
adecuada para la formulacion de sistemas de
liberacion controlada de farmacos, mediante
el entrecruzamiento de un almidén comercial
con ECH o STMP.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue realizado con almidén de maiz
producido por la fabrica ubicada en la provincia
de Cienfuegos, Cuba. Este almidén natural
presentdé 13% de humedad, 0.15% de
cenizas, 0.55% de proteinas y 0.50% de
ceras. El mismo fue también caracterizado
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por microscopia electronica de barrido (SEM),
asi como Espectroscopia IRy RMN 3C. Los
entrecruzamientos con ECH y STMP fueron
estudiados por separado y, en este trabajo,
se compilan y comparan los resultados
obtenidos.

El tiempo de gelatinizacién, por la accion del
medio alcalino, se determiné a 25-27 °C bajo
agitacion constante en una solucién 1M de
hidroxido de sodio (NaOH), para una relacion
NaOH/almidén de 1:1 p/p. Se determind la
viscosidad dinamica del sistema reaccionante
a (25,0 = 0,1) °C cada 15 minutos, para
monitorear el curso de la gelatinizacién (igual
que para el entrecruzamiento) utilizando un
viscosimetro Brookfield Synchro-lectric Mo-
delo LVT a diferentes velocidades de
cizallamiento.

El tiempo de gelatinizacion fue determinado por
el maximo de la curva de viscosidad versus tiem-
po, mientras que se considerd finalizado el en-
trecruzamiento cuando se obtuvieron valores
constantes de viscosidad durante 4-5 lecturas.

Las variables independientes consideradas para
el entrecruzamiento con ECH y sus niveles de
estudio se muestran en la tabla N.° 1.

TablaN.° 1. Variables independientes y sus nive-
les para el estudio del entrecruzamiento con ECH.

Nivel

Variable
Bajo | Medio | Alto

Dosis de ECH, %

sobre almidon p/p 10 15 20

Relaciéon molar

NH; / ECH

Tiempo para adicion
de ECH, min. 30 60 90

0 0,5 1

La dosis de ECH fue variada de acuerdo a
trabajos previos de la literatural*”*8l, Por otro
lado, se investigo el posible efecto —sobre el
entrecruzamiento— de iones amonio
cuaternariol2 1516 adicionando dosis variables
de NH_, aunque fue contemplada también su
no utilizacion. El tiempo para la adicion de la
ECH se varid con vistas a entrecruzar almi-
dones total y parcialmente gelatinizados.
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Las variables independientes consideradas para
el entrecruzamiento con STMP y sus niveles
de estudio se muestran en la tabla N.° 2.

Tabla N.° 2. Variables independientes y sus
niveles para el estudio del entrecruzamiento
con STMP.

Variable Nivel

Bajo | Medio | Alto
Dosis NaOH, g/g 0,5 0,75 | 1,0
almidon
Dosis STMP* 10 | 25 | 40
Dosis Na,SO,* 0 2 4

* 0% respecto al almidén en base seca (b.s.).

Las dosis de NaOH y Na,SO, fueron variadas
segun los resultados del entrecruzamiento
con ECH y lo reportado por Kulicke y col.*9,
donde indican la accion catalitica de los iones
sodio y su efecto sobre las propiedades del
hidrogel. La dosis de STMP se varié segun
trabajos de diversos autores!®10 19,

El entrecruzamiento con ECH se realizo adi-
cionando este reactivo al almidén gelatinazado,
al tiempo previsto en el disefio experimental.
El amoniaco (NH,) se adiciond, en los casos
en que esto se hizo, justo antes de la adicion
de la ECH. Alfinalizar el entrecruzamiento, se
neutralizé a pH 7 y se precipitd el almidon
entrecruzado sobre etanol. Un pH metro digital
(Modelo Q400A, Quimis Aparelho, Brasil), pre-
viamente estandarizado, fue usado para las
mediciones de pH. El producto fue filtrado y
lavado con mezcla etanol-agua 1:1 y poste-
riormente con etanol. Finalmente, fue secado
a50°C por 16 horas.

El entrecruzamiento con STMP fue realizado
de idéntica forma a la anterior, excepto que
se efectu6 para un tiempo de gelatinizacion
fijo de 90 min y la adicion de Na, SO, sustitu-
y6 al NH,. Los reactivos, empleados en el tra-
bajo, fueron todos de calidad analitica sumi-
nistrados por diversos fabricantes.

Atendiendo a las dificultades para estimar el
grado de entrecruzamiento, segun plantean
diferentes autores!’1% 18 se intento evaluar el
mismo —en el caso de la ECH- por la intensi-
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dad relativa de la sefial IR de 2925-2932 cm?
(grupos CH,) referida a la banda de vibracion
2ade las a-D-glucopiranosas (850-865 cm?),
siguiendo una metodologia similar a la plan-
teada para evaluar el grado de entrecruzamien-
to de muestras de celulosa con ECH 022,
También se intent6 evaluar los grupos CH,
mediante espectroscopia RMN **C.

Los espectros IR fueron obtenidos en un
espectrometro FTIR Perkin Elmer 1720X con
resolucion de 2 cm?, aplicando 20 acumula-
ciones a tabletas de KBr con una concentra-
cion de 10% p/p de muestra. Los espectros
RMN *3C se determinaron a disoluciones al 10%
p/p de muestra en DMSO-d,, utilizando un
espectrometro Varian Modelo Mercury 300, a
75.4 MHz. Las determinaciones se realizaron
atemperatura ambiente en modo de Transfor-
mada de Fourier, con 12 000 acumulaciones a
un pulso de 90°, tiempo de relajacion de 0,5sy
tiempo de adquisicion de 1,591 s. Se garantizo
desacoplamiento de banda ancha con el hidr6-
genoYy se utilizé como referencia el pico central
del DMSO-d, (d=39,5 ppm). También se deter-
minaron los espectros APT (Attached Protton
Test), con vistas a lograr una mejor asignacion
de las sefiales.

Las muestras se caracterizaron también por
microscopia electrénica de barrido (SEM) y
determinando el hinchamiento en diversos flui-
dos. Las microfotografias se obtuvieron en un
microscopio Jeol JSM-5610 LV, a 2-10 kV.
Las muestras fueron previamente sometidas
a deposicion de Au/Pd en un equipo Denton
II. El hinchamiento en el tiempo se determind
a 37,0 °C mediante un equipo descrito para
evaluar la absorcién de superabsorbentes),
utilizando fluido intestinal simulado o FIS (3,4
g de KH,PO, y 91,0 mL de NaOH 0,2N,
enrasado a 500 mL, pH » 7,4) y fluido gastrico
simulado o FGS (1,0 g de NaCl y 3,5 mL de
HCl conc., enrasado a 500 mL, pH » 1,2)24,

RESULTADOS Y DISCUSION

El almiddn inicial presento caracteristicas ti-
picas de cualquier almidén obtenido a partir
del maiz!”. La microscopia electronica de ba-
rrido permitié observar que el mismo estaba
formado por granulos de didmetro aproxima-
do de 10 mm, como muestra la figura N.° 1.



Fig. N.° 1. Microfotografia SEM (Magnificacion x1000)
de los granulos del almidon comercial de partida.

Por otro lado, en el espectro IR se pueden
apreciar las sefiales caracteristicas de este
polimero natural®, segin se muestra en la
Figura 2. En la misma se indican las bandas
a 2932 cm?y 862 cm?, correspondientes al
estrechamiento de los grupos CH, y a la vi-
bracion 2a de las a-D-glucopiranosas, respec-
tivamente. La intensidad relativa de la sefial
de 2932 cm respecto a la de 862 cm* fue
evaluada como posible indicador del grado de
entrecruzamiento del almidén con ECH.
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Fig. N.° 2. Espectro FTIR del almidén comercial.

Igualmente, los espectros RMN *3C (cualitati-
vo y APT) se corresponden con los resulta-
dos esperables para este polimero, segun ilus-
tra la figura N.° 3 y las asignaciones de las
bandas en la tabla N.° 3.
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Fig. N.° 3. Espectros RMN **C cualitativo (a) y
APT (b) del almidén de partida.

Tabla N.° 3. Asignaciones de las sefiales del
espectro RMN 3C para el almidon natural.

Corrimiento Atomo de
quimico (3), | Grupo carbono
ppm
100,2 CH C1, anomérico
78,8 CH C4, enlace o 1-4
72,0-73,3 CH C2,3y5
60,6 CH,OH C6

Las sefales en el rango de 72,0 a 73,3 ppm
corresponden a los carbonos 2, 3y 5 que no
pueden ser resueltos faciimente.

El estudio de la gelatinizacion del almidon dio
como resultado que, bajo las condiciones
empleadas, esto ocurre a los 90 minutos se-
gun evidencia la figura N.° 4,
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Fig. 4. Variacion de la viscosidad durante la
gelatinizacion del almidén.
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Por lo tanto, la adicion de ECH a 90 minutos
de comenzada la gelatinizacion corresponde
al entrecruzamiento de un almidén totalmen-
te gelatinizado; mientras que a menores tiem-
pos, implica entrecruzar almidon sélo parcial-
mente gelatinizado.

Ya durante el entrecruzamiento con ECH, la
viscosidad aumenta hasta un valor constante,
tal como muestra la figura N.° 5. En la misma
se evidencia como la viscosidad maxima, al
igual que el tiempo del entrecruzamiento, de-
penden fundamentalmente de la dosis de ECH.
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Fig. N.° 5. Influencia de la dosis de ECH y NH,
sobre la viscosidad y el tiempo de entrecruza-
miento para una adicion a 90 minutos de
gelatinizacion.

Un andlisis estadistico, con un nivel de signi-
ficacion de 0,99 o superior, demostré que am-
bas respuestas (viscosidad maxima y tiem-
po de entrecruzamiento) dependen de forma
significativa solo de la dosis de ECH. Para
10% de ECH la reaccién concluye a los 60-
90 minutos bajo las condiciones empleadas,
mientras que para 20% de ECH se prolonga
hasta 150 minutos.

La microscopia SEM evidencié que, indepen-
dientemente del momento al cual se adicion6
la ECH, todos los almidones entrecruzados
se pudieron apreciar como materiales relativa-
mente homogéneos donde desaparecieron los
granulos del almiddn inicial, indicando que la
gelatinizacion continué aun después de haber
adicionado la ECH. Una posible interpretacion
de este hecho seria que la dosis adicionada
de NaOH era susceptible de ser disminuida.
Ese fue uno de los motivos por el cual se deci-
dio6 estudiar menores adiciones de NaOH para
el entrecruzamiento con STMP.
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El célculo de intensidades relativas 2932 cm*
/ 862 cm? en los espectros IR de los almido-
nes entrecruzados con ECH no permitio esta-
blecer una relacién definida con el grado de
entrecruzamiento. No obstante, se encontré que
al aumentar la viscosidad maxima obtenida en
el entrecruzamiento existia una tendencia al
incremento de la intensidad de la banda IR de
2932 cm, como se indica en la figura N.° 6.

50

45 -

Ccs

£ 40
<
O 354 (a)
8 ()
‘€ 30 ©
[%2]
8
= 25 )

204

154
3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500

Numero de onda, cm™

Fig. N.° 6. Bandas IR a 2932 cm™ para los dife-
rentes experimentos a 20% ECH. CS: Almidon
de partida; a) 30 min, NH3 / ECH =1, Visc. 142
mPa.s; b) 90 min, NH3 / ECH = 1, Visc. 153
mPa.s; ¢) 30 min, no NH3, Visc. 166 mPa.s; d)
90 min, no NH3, Visc. 170 mPa.s.

Esta tendencia se corrobora por la existen-
cia de una correlacion estadisticamente sig-
nificativa (r=0,9871; r =0,872 para a=0,999)
entre la viscosidad maximay la absorbancia
IR en 2932 cm?, como ilustra la figura N.° 7.
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Fig. N.° 7. Relacion entre la viscosidad maxima
y la absorbancia IR a 2932 cm™.

Esto indica una posible relacion entre esta
sefial IR y el grado de entrecruzamiento, lo



gue sefiala la necesidad de trabajos futuros
en esta direccion.

Los espectros RMN *C para las muestras de
almidén entrecruzado con ECH fueron précti-
camente idénticos al obtenido para el almidon
de partida, con la diferencia de que aparecen
dos sefiales de muy baja intensidad, pero to-
talmente corroboradas, en 63,2y 70,0 ppm.

La asignacion de estas sefiales de baja in-
tensidad corresponde a grupos CH, y CH,
respectivamente, planteando la posibilidad de
gue fueran sefales producidas por el entre-
cruzamiento. Su baja intensidad estaria en
correspondencia con los niveles de entrecru-
zamiento esperados en este trabajo.

No obstante, no se obtuvo evidencia sélida que
permita esta afirmacion. De hecho, toda la evi-
dencia obtenida —tanto por espectroscopia IR
como RMN- aunque ha brindado indicios no
ha posibilitado establecer un método confiable
para evaluar el grado de entrecruzamiento, ra-
tificando las dificultades planteadas en este
sentido en la literatural’10 18,

La evaluacién del hinchamiento en FGS para
diferentes muestras de almidon entrecruzado
con ECH se muestra en la figura N.° 8.
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Fig. N.° 8. Hinchamiento de diferentes mues-
tras de almidén entrecruzado en FGS (pH » 1,2).

Los mejores resultados (mayores valores de
hinchamiento méximo) se obtuvieron para los
experimentos J3y J7, ya que el experimento
J9 present6 menor valor del hinchamiento
maximo en FIS (pH » 7,4), como se puede
observar en la Tabla N.° 4.
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Tabla N.° 4. Hinchamiento maximo (HM) en
FIS/FGS y tiempo en alcanzarlo para diferen-
tes muestras de almidon entrecruzado con ECH.

Exp. | WECH| %HM t min
J2 20 300/440 | 90/300
J3 10 520/600 | 90/360
J5 10 500/510 | 90/120
J7 10 560/570 | 180/480
J9 15 420/660 | 120/480

Como resulta de interés obtener hidrogeles
gue se hinchen preferentemente en el intesti-
no, es evidente que dosis de ECH superiores
al 10% limitaron el hinchamiento deseado de
las muestras. Sélo los experimentos donde
se aplicé 10% ECH permitieron obtener ma-
trices con un hinchamiento maximo en FIS
de 500-600%. Es presumible que dosis su-
periores al 10% de ECH hayan limitado el hin-
chamiento en FIS por producir un mayor gra-
do de entrecruzamiento.

Ademas, las condiciones aplicadas garanti-
zaron que los hinchamientos se lograran en
tiempos relativamente cortos para el FIS y
generalmente mucho mayores para el FGS,
lo cual favorece alin mas la liberacion prefe-
rencial en el intestino.

Las curvas de viscosidad versus tiempo para
el entrecruzamiento con STMP mostraron un
comportamiento completamente similar a las
obtenidas para el caso de la ECH.

El efecto catalitico del NaOH, y en general de
los iones sodio, sobre el entrecruzamiento con
STMP se puede apreciar en la figuraN.° 9.
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Fig. N.°9. Influencia del NaOH y el Na,SO, sobre
el tiempo de entrecruzamiento con STMP (2,5%).
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En esta figura se muestra como el tiempo de
entrecruzamiento disminuye en la medida que
aumenta la dosis de NaOH, y de iones sodio
en general.

Por otro lado, el entrecruzamiento con STMP
permitié obtener matrices poliméricas con un
hinchamiento en FIS de practicamente el do-
ble respecto a la ECH, alcanzable en tiem-
pos muy semejantes y estable por periodos
mas prolongados, segun se puede apreciar
en la figura N.° 10.
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Fig. N.° 10. Comparacién del hinchamiento en FIS
obtenido para el entrecruzamiento con ECHy STMP.

Este hecho es muy alentador, ya que demues-
tra los resultados positivos esperables del
entrecruzamiento con STMP, lo cual a su vez
tiene la ventaja de no utilizar un agente
entrecruzante con la toxicidad de la ECH.

CONCLUSIONES

Eltiempo de gelatinizacion del almidén comer-
cial utilizado en este trabajo, bajo las condi-
ciones empleadas en el mismo, es de 90 min.

La dosis del agente entrecruzante fue la Uni-
ca variable con peso significativo sobre la vis-
cosidad maximay el tiempo del entrecruza-
miento con ECH. Mayores dosis de ECH con-
ducen a mayores viscosidad y tiempo de en-
trecruzamiento.

Se obtienen materiales entrecruzados relati-
vamente homogéneos aun al adicionar la ECH
antes de finalizada la gelatinizacion, lo que
hace pensar que la gelatinizacion contintia
—aln después de adicionar la ECH- debido a
la accion del medio alcalino.
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No se logro cuantificar el grado de entrecru-
zamiento con ECH por IRy RMN 3C. No obs-
tante, existen indicios de que la intensidad
de labanda IR correspondiente a los grupos
CH2, ubicada en 2925-2932 cm', varia debi-
do al entrecruzamiento.

La evaluacion del hinchamiento indicé que los
mejores resultados del entrecruzamiento con
ECH se lograron en los experimentos donde
se aplicé la menor dosis de este agente
entrecruzante (10% ECH), evidenciados por
altos valores del hinchamiento méximo a tiem-
pos relativamente cortos en FIS y tiempos
mucho mayores en FGS.

Se corroboré el efecto catalitico del NaOH, y
en general de los iones sodio, sobre la reac-
cion de entrecruzamiento con STMP.

El entrecruzamiento con STMP permitié obte-
ner matrices poliméricas con un hinchamiento
en FIS de practicamente el doble respecto ala
ECH, alcanzable en tiempos muy semejantes
y estable por periodos mas prolongados.
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