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RESUMEN. Se estudi6 el entrecruzamiento de un almidén comercial cubano con
epiclorhidrina (ECH) y los productos se evaluaron con vistas a la liberacién controla-
da de farmacos. Inicialmente, se determiné el tiempo de gelatinizacién y posterior-
mente, se investigd el entrecruzamiento, estudiando la dosis de ECH (porcentaje
sobre almidén), adicién de amoniaco (moles de NH3/m01es de ECH) y tiempo de
adicién de la ECH (min), entrecruzando almidén total o parcialmente gelatinizado.
Lareaccién fue seguida midiendo la viscosidad del sistema reaccionante. Las mues-
tras se caracterizaron por espectroscopia IR y RMN *C, microscopia electrénica de
barrido y determinando el hinchamiento en varios fluidos, tales como fluido géstri-
co simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS). El tiempo del entrecruza-
miento y la viscosidad méxima obtenida solo fueron influidos significativamente
por la dosis de ECH. El tiempo fluctué entre 60 y 150 min, mientras que la viscosi-
dad vari6 de 110 a 170 mPa - s . Se encontré una elevada correlacién entre la absor-
bancia IR a 2 930 cm™ (grupos CH,) y la viscosidad, indicando la posibilidad de
cuantificar el grado de entrecruzamiento por esta via. La microscopia electrénica
permitié observar las muestras de almidén entrecruzado como materiales relati-
vamente homogéneos, mientras para el almidén natural se apreciaron granulos
de 10 pm de diametro. Los mejores resultados se lograron aplicando 10 % ECH
y 1 mol NH,/mol ECH, evidenciado esto por elevados valores del hinchamiento
maximo, gran velocidad (bajos tiempos) para alcanzarlo en FIS y tiempos mayores
en FGS. Dosis de ECH mayores al 10 % limitaron el hinchamiento.

ABSTRACT. Crosslinking of a Cuban commercial starch with epiclorohydrin
(ECH), for obtaining a polymeric matrix to be used in controlled release of drugs,
was studied. Gelatinization time was previously determined at the experimental
conditions lately used for ECH crosslinking of starch. The independent variables
for the crosslinking study were ECH dose (percentage on starch), ammonia dose
(moles of NH,/moles of ECH) and time for ECH addition (min) in order to crosslink
full or partial gelatinized starches. Crosslinking was followed by dynamic viscos-
ity measurements. Crosslinked starches were characterized by IR and *C NMR
spectroscopies, scanning electron microscopy (SEM) and determining the swell-
ing on several fluids, as simulated intestinal fluid (SIF) and simulated gastric
fluid (SGF). Maximum viscosity and crosslinking time were only significantly
influenced by ECH dose. Crosslinking time ranged between 60 to 150 min, mean-
while maximum viscosity changed from 110 to 170 mPa - s . A significant high
correlation between IR absorbance at 2 930 cm™ (corresponding to CH, groups)
and maximum viscosity was found, indicating the possibility of measuring the
crosslinking degree of starch by this technique. SEM showed crosslinked starches
as relative homogeneous materials, meanwhile granules of 10 mm diameter were
found in the initial starch. Best results were obtained at 10 % ECH and 1 mol
NH,/mol ECH, as can be seen by the high values of the maximum swelling (MS),
high speed (short times) for reaching MS in SIF and higher times in SGE. ECH
doses higher than 10 % affected the maximum swelling and were not adequate.

INTRODUCCION

El desarrollo de los sistemas de
liberacién controlada ha ido apare-
jado con las aplicaciones médicas y
farmacéuticas de los polimeros.'2 Un
sistema polimérico ampliamente uti-
lizado ha sido el de los llamados
“hidrogeles”, reticulos poliméricos
que absorben y retienen grandes
cantidades de agua al hidratarse sus
grupos funcionales hidrofilicos,? por
lo que requieren de un cierto nivel
de entrecruzamiento para evitar la
disolucién de las cadenas poliméri-
cas hidrofilicas.

Los polimeros biodegradables
son preferidos para estos sistemas,*
ya que disminuyen los riesgos de
acumulacién del polimero en el entor-
no biolégico. Los polimeros naturales
son una alternativa muy atractiva no
sélo porque usualmente son biode-
gradables, sino también, por su dis-
ponibilidad, bajos costos y capacidad
de experimentar modificaciones qui-
micas.* Los polisacaridos represen-
tan opciones ventajosas por ser
usualmente no téxicos y farma-
colégicamente inertes.! El almidén
es uno de los polisacaridos mas uti-
lizado para estos fines,>¢ siendo el
mas producido a nivel industrial™®y
aplicandose en la industria alimen-
taria, de cosméticos, del papel, far-
macéutica y muchas otras debido a
su elevada pureza y bajo costo.?

Distintos reactivos han sido uti-
lizados para el entrecruzamiento del
almidén, tales como el trimetafos-
fato de sodio,?*!? la epiclorhidrinal-3
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y otros.” Incrementos del grado de
entrecruzamiento por encima de
cierto valor provocan una disminu-
cién del hinchamiento y afectan la
liberacién controlada,® por lo que el
entrecruzamiento debe ser contro-
lado para lograr resistencia a la di-
solucién y adecuadas propiedades
mecanicas del gel sin afectar sus
propiedades.

En el Instituto de Macromolécu-
las de la Universidad Federal de Rio
de Janeiro se han realizado estudios
sobre el entrecruzamiento del almi-
dén con epiclorhidrina para la obten-
cién de materiales termoplasticos,'*1
mientras que en el Centro de
Biomateriales de la Universidad de
la Habana se investiga la aplicacién
de los polisacaridos para la formula-
cién de sistemas de liberacién con-
trolada de farmacos. El objetivo de
este trabajo consistié en el estudio
del entrecruzamiento con epiclorhi-
drina de un almidén comercial cu-
bano con vistas a la obtencién de una
matriz polimérica adecuada para la
formulacién de sistemas de libera-
cién controlada de farmacos.

PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo fue realizado con almi-
dén de maiz producido nacionalmen-
te en la Unica fabrica que existe en
Cuba con ese propoésito. Las propie-
dades del almidén de partida fueron
13 % de humedad, 0,15 % de cenizas,
0,55 % de proteinas y 0,50 % de ce-
ras. El tiempo de gelatinizacién se
determiné de 25 a 27 °C y agitacién
constante en una disolucién 1 mol
/L de NaOH, para una relacién
NaOH/almidoén de 1 : 1 (p/p). Se en-
trecruzé adicionando epiclorhidrina
(ECH) a dicho sistema, segtn el di-
seno experimental (Tabla 1). La adi-
cién de amoniaco (NH,), cuando se
realiz6, fue justo antes de la ECH. La
gelatinizacién y el entrecruzamien-
to fueron seguidos midiendo la vis-
cosidad del sistema cada 15 min . Se
consider6 finalizado el entrecruza-
miento cuando se determiné una vis-
cosidad constante durante cuatro a
cinco lecturas. Posteriormente, se
neutralizé a pH 7y se precipit6 el al-
midén entrecruzado sobre etanol. El
producto fue filtrado y lavado con
mezcla etanol-agua 1 : 1y posterior-
mente con etanol. Finalmente, fue
secado a 50 °C durante 16 h . Los reac-
tivos empleados en el trabajo fueron
todos de calidad analitica de diver-
sos fabricantes.

La dosis de ECH fue variada se-
gun la literatura,'®1” al igual que la
de NH,,”»*'* aunque en este ultimo
caso, también se contempld su no

utilizacién. E1 momento de adicion
de la ECH se vario para entrecruzar
almidones total y parcialmente
gelatinizados. Las muestras se carac-
terizaron por espectroscopia IR y
RMN BC, microscopia electrénica de
barrido y determinando el hincha-
miento en diversos fluidos. La visco-
sidad se determiné a (25,0 = 0,1)°Cy
diferentes velocidades de ciza-
llamiento en un viscosimetro Brook-
field Synchro-lectric Modelo LVT.
Un potenciémetro digital (Modelo
Q400A, Quimis Aparelho, Brasil),
previamente normalizado, fue usado
paramedir el pH. Se intent6 evaluar
el entrecruzamiento por la intensidad
relativa de la senal IR de 2 930 cm™
(grupos CH,) referida a la banda de
850 a 865 cm™ de la vibraciéon 2a de
las o-D-glucopiranosas. Los espec-
tros IR fueron obtenidos en un es-
pectrometro FTIR Perkin Elmer
1720X con resoluciéon de 2 cm™, apli-
cando 20 acumulaciones a tabletas
de KBr con una concentracién de 10 %
(p/p) de muestra. También se inten-
t6 evaluar los grupos CH, mediante
RMN BC. Los espectros se determi-
naron 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 a temperatura ambiente
en modo de transformada de Fourier,

con 12 000 acumulaciones a un pulso
de 90°, tiempo de relajaciéon de 0,5 s
y tiempo de adquisicién de 1,591 s .
Se garantiz6 el desacoplamiento de
banda ancha con el hidrégeno y se uti-
lizé como referencia el pico central del
DMSO-d, (8 = 39,5 ppm). También se
determinaron los espectros APT
(Attached Protton Test). Las micro-
fotografias se obtuvieron en un mi-
croscopio Jeol JSM-5610 LV, a 2 a
10 kV . Las muestras fueron previa-
mente sometidas a deposiciéon de Au
/Pd en un equipo Denton II. El hin-
chamiento en el tiempo se determi-
né mediante el equipo descrito para
evaluar la absorciéon de superab-
sorbentes!® utilizando fluidos in-
testinal simulado (FIS) y gastrico
simulado (FGS).?®

RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo las condiciones empleadas,
la gelatinizacién del almidén ocurre
a los 90 min (Fig. 1). La adicién de
ECH a 90 min de comenzada la
gelatinizacién se corresponde con el
entrecruzamiento de un almidén to-
talmente gelatinizado, mientras que
la adicién a menor tiempo, implica
entrecruzar almidén parcialmente
gelatinizado.

Durante el entrecruzamiento, la
viscosidad aumenta hasta un valor
constante (Fig. 2). Se pudo apreciar

Tabla 1. Variables independientes y sus niveles para el estudio del entrecruza-

miento.
Variable Nivel
Bajo Medio Alto
Dosis de ECH, porcentaje sobre almidén (p/p). 10 15 20
Relacién molar NH,/ECH. 0 0,5 1
Tiempo para la adicién de la ECH (min). 30 60 90
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Fig. 1. Variacion de la viscosidad durante la gelatinizacion del almidon.
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Fig. 2. Influencia de la dosis de ECH y NH, a un tiempo de adicién de 90 min .

Fig. 3. Microfotografia (Magnificacion x1 000) de los granulos del almidén comercial

de partida.

Absorbancia IR a 2 930 cm! (%)

70 T T T

110 130

T T T
150 170

Viscosidad (mPa - s)

Fig. 4. Relacion entre la viscosidad mdxima y la absorbancia IR a 2 930 cm™.

cémo la viscosidad méaxima depen-
de fundamentalmente de la dosis de
ECH al igual que el tiempo del en-
trecruzamiento. Para 10 % de ECH
la reaccién concluye entre los 60 y

90 min bajo las condiciones emplea-
das, mientras que para 20 % de ECH,
se prolonga hasta 150 min . Un ané-
lisis estadistico, con un nivel de sig-
nificaciéon de 0,99 o superior, demos-

tré6 que ambas respuestas dependen
significativamente solo de la dosis
de ECH.

La microscopia electrénica per-
mitié6 observar en el almidén de
partida granulos de didmetro
aproximado de 10 pm (Fig. 3). To-
dos los almidones entrecruzados
se apreciaron como materiales re-
lativamente homogéneos al mismo
nivel de magnificacién; indicando
que la gelatinizacién continua,
aun cuando se haya adicionado la
ECH.

Los espectros IR para el almidén
de partida, asi como para los almi-
dones entrecruzados, no presenta-
ron variaciéon con lo reportado en la
literatura en cuanto a cantidad y
posiciéon de senales. El calculo de
intensidades relativas no permitié
determinar el grado de entrecruza-
miento. No obstante, se encontré la
tendencia significativa (r = 0,987 1;
r,= 0,872 para a = 0,999) de que al au-
mentar la viscosidad maxima se incre-
menta la absorbancia en 2 930 cm™
(Fig. 4). Esto indica una posible re-
lacién entre la absorbancia de esta
senal IR y el grado de entrecruza-
miento, lo que senala la necesidad
de trabajos futuros.

Se pudo apreciar que el espectro
RMN 1C para una muestra de almi-
doén entrecruzado (Fig. 5, Tabla 2) es
practicamente idéntico al obtenido
para el almidén de partida, con la
diferencia de las senales en 63,2 y
70,0 ppm . La asignacién de estas
senales de baja intensidad corres-
ponde a grupos CH, y CH, respecti-
vamente, planteando la posibilidad
de que fueran senales producidas
por el entrecruzamiento. Su baja in-
tensidad estaria en consonancia con
los niveles de entrecruzamiento es-
perados en este trabajo. No obstante,
una profundizacién en estos resulta-
dos no sustent6 esta posibilidad. De
hecho, la evidencia obtenida no ha
posibilitado evaluar el grado de en-
trecruzamiento, coincidiendo con
las dificultades planteadas en este
sentido en la literatura.™%17

Finalmente, se aportan algunos
resultados de la evaluacién del hincha-
miento en el tiempo para diferentes
muestras de almidén entrecruzado
(Fig. 6), asi como los principales as-
pectos de interés (Tabla 3).

Los mejores resultados se lograron
aplicando 10 % ECH y 1 mol NH,/mol
ECH (experimentos J3 y J7), eviden-
ciados por elevados valores del hincha-
miento maximo (HM), gran velocidad
(bajos PZ) en FIS y tiempos (PZ)
mucho mayores en FGS. Dosis de
ECH mayores al 10 %, limitaron el
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hinchamiento presumiblemente por
producir mayor grado de entrecru-
zamiento.

CONCLUSIONES

El tiempo de gelatinizacién del
almidén utilizado en este trabajo,
bajo las condiciones empleadas en
él, es de 90 min . La dosis de ECH
fue la Ginica variable con peso signi-
ficativo sobre la viscosidad maxima
y el tiempo del entrecruzamiento.

T T T T T r T Mayores dosis de ECH conducen a
e oo °° 80 e o0 °° mayores viscosidad y tiempo de en-
3 ppm trecruzamiento. Se obtienen mate-

riales entrecruzados relativamente
homogéneos atin al adicionar la ECH
antes de finalizada la gelatinizacion.
No se logré cuantificar el grado de
entrecruzamiento por IR y RMN 3C.
No obstante, existen indicios de que
Corrimiento quimico () Grupo funcional Atomo de carbono la intensidad de la banda IR corres-
(ppm) pondiente a los grupos CH,, ubicada

100.2 CH C,, carbono anomeérico en2925a 2,9.32 cm™, varia deb}do al
entrecruzamiento. La evaluacion del

78,8 CH C,, enlace a 1-4 hinchamiento indicé que los mejo-
72,0 a 73,3 CH Carbonos 2,3y 5 res resultados se lograron en los ex-

70,0 CH 2 perimentos a 10 % ECH y 1 mol NH,

/mol ECH (J3 y J7) evidenciados por
’ elevados valores del hinchamiento

60,6 CHZOH Cﬁ, hidroxilo primario maximo (HM)’ gran velocidad (bajos
PZ) en FIS y tiempos (PZ) mucho
mayores en FGS.
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