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RESUMEN

Se desarrollo la sintesis de un nuevo hidrogel inteligente con estimulo-respuesta al factor de pH
gastrointestinal (pH~2-7.8) a base de almidon triticale completo Eronga como fuente
sustentable, utilizando citrato (pKa~3.1, 4.7 y 6.4) como agente entrecruzante y glicerol como
estabilizante. En el almidédn de triticale, los granulos mostraron caracteristicas de tamafio y
cristalinidad tipo-A. En hidrogeles mediante las técnicas fisicoquimicas de FT-IR se comprobo
la presencia del grupo anionico sensor al pH (-COOH, 1721-1750 cm™) y mediante TGA/DTG
la termorresistencia, exhibiendo cuatro curvas endotérmicas entre 115-393°C, con energias de
activacion Ea ~1.4-38.09 kJ/mol (0.91515< R?, método Coats & Refern, 1964), y por medio de
SEM se observaron superficies suaves e irregulares sin porosidad. El analisis reolégico mostrd
una tendencia viscoelastica G’>G”’ con un comportamiento lineal con valores Tan d<1 en
barridos de frecuencia, tiempo y deformacién, donde la retrogradacion mejord el
comportamiento de resistencia viscoelastica del material con amplia resistencia de deformacién
(8,486-34,050 uN.m), mientras que el glicerol lo disminuy6. El andlisis de estimulo-respuesta
al factor de pH se realiz6 utilizando BSA como modelo de liberacion en medios simulados de
pH gastrointestinal (~2-7.8) mediante el método de Ritger & Peppas (1978, Il) para la
clasificacion del mecanismo de difusidn basado en las leyes de Fick. Se comprobé (o < 0.01) la
sensibilidad al factor de pH de tres hidrogeles (I, 111 y 1VV) mediante su tendencia gradual de
liberacion BSA y Dmcon el aumento de pH~3-7.8 presentando mayor liberacion en pH~7.8/3.5
h (80-96%), donde los parametros cinéticos en el medio simulado gastrico presentaron tendencia
n~1 (0.934< n <1.010) representativo a una liberacion controlada con menor valor cinético k
(0.029< k<0.634 s1), interpretado en una liberacion mas lenta. Adicionalmente, se encontr6 una
correlacion de Pearson significativa (0.01 < a < 0.05) positiva entre la liberacion gradual de los

hidrogeles sensibles con los cambios de pH.
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INTRODUCCION

El triticale (X Triticosecale Wittmack) es un cereal artificial sintetizado mediante el cruce
gendmico de trigo y centeno, con ventaja agrondémica por su resistencia en ambientes marginales
(baja temperatura y estrés hidrico) (Buresova et al., 2010; Mergoum et al., 2019). Sonora fue
estado pionero en la investigacion de triticale, y a pesar de su escaso cultivo y poco
aprovechamiento, México se encuentra dentro de los principales paises productores (Makowska
et al.,, 2014; SIAP/SAGARPA, 2015; FAOSTAT, 2018), y puede considerarse recurso
renovable debido su limitada utilizacion comparada con la cantidad de hectareas reportadas en
México (Grabovets 2012; Wo$ & Brzezinski, 2015, FAO, 2016). EI almidon es reconocido
como potencial excipiente de farmacos (IPEC, 2020), donde se han reportado una gran cantidad
de hidrogeles semisintéticos a base de diversas fuentes de almidon como sistemas de liberacién
via oral (Saboktakin, Maharramov & Ramazanov, 2009; Silva, Gurruchaga & Gofii, 2009;
Vakili & Rahneshin, 2013; Kalendova et al., 2021), sin embargo, implican procesos complejos
de sintesis con aditivos poco accesibles e incluso toxicos. Actualmente prevalece interés en la
innovacion y optimizacion de biomateriales de fuente natural renovable que permitan sustituir
los semisintéticos (Bwatanglang, Musa & Yusof, 2020), y el triticale es un candidato que posee
un almidén con alta capacidad plastico-gelificante (Tan & Hongbo, 2015; Cornejo et al., 2019).
Los hidrogeles tienen amplia aplicacién industrial e interés econémico (Cascone & Lamberti,
2019; IMARC, 2022); lograr sintetizar un material natural a base de almidon de triticale con
esta aplicacidn tendria un gran alcance sustentable y progresivo si se considera que los efectos
pronosticados del cambio climético para el afio 2030 limiten la produccion de muchas fuentes
vegetales, las cuales seran poco redituables para la produccion de biomateriales (FAO, 2003).
Adicionalmente, son pocos los estudios reportados de materiales a base de almidén de triticale
(Correa-Pacheco et al. 2014; Minh & Hongbo, 2015; Borneo, Alba & Aguirre, 2016; Romero
et al., 2016; Cornejo et al., 2019). De este hecho, parte el interes del estudio en la aplicacion de
almidon de triticale para la sintesis de un hidrogel como sistema de liberacion sensible al factor
de pH que permita una liberacién oral controlada. Mediante una profunda busqueda en Scholar
Google y Scopus, actualmente (abril, 2022) no hay reportes sobre hidrogeles de almidon de
triticale de estimulo-respuesta, por lo que se introduciria una nueva aplicacion del triticale para

la elaboracion de materiales naturales inteligentes sustentables.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Biopolimeros como Sistema de Proteccidn y Liberacidn de Bioactivos

Los biopolimeros pertenecen a los materiales mas estudiados por el creciente interés cientifico
debido a su extensa aplicacion industrial; desde su utilizacion como auxiliar en la proteccion y
liberacion de farmacos, prétesis, materiales de soportes en areas mecanicas, hasta envases y
materiales de empaque (Mellinas et al., 2020; Mehariya et al., 2020). Se pueden definir como
materiales que se encuentran en seres vivos 0 son sintetizados por ellos, y estan compuestos por
una alta cantidad de unidades moleculares (alto grado de polimerizacion) de sacaridos,
amino&cidos y/o acidos nucleicos. El almidén, las fibras, proteinas, ARN y ADN son algunos
ejemplos de los biopolimeros mas estudiados (Hassan et al., 2020).

Clasificacion de los Biopolimeros y el Interés de la Industria Farmacéutica en los

Bioderivados de Fuentes Vegetales

Los biopolimeros pueden clasificarse segun su procedencia en bioderivados, obtenidos de
fuentes organicas, o en derivados de combustibles fosiles. La existencia del tipo bioderivados
es mayor debido a que su produccion es mas amplia. Las fuentes de este tipo de biopolimeros
pueden ser las plantas, microorganismos, animales o mezclas entre ellos debido a residuos
agroindustriales. A su vez, todos los biopolimeros bioderivados pueden clasificarse en
degradables y no degradables (bioestables) (Ravestijn, 2010). Los polimeros basados en materia
vegetal poseen varias ventajas sobre los deméas biopolimeros; principalmente son altamente
disponibles lo cual permite una alta cantidad de produccion, presentan facilidad de
sintesis/elaboracion/modificacién, nula toxicidad y de produccién redituable mientras el recurso
sea renovable. Los polimeros biodegradables tienen la capacidad de ser sustentables debido a
su alto potencial de degradacion en el medio ambiente, ademas, su uso ha mostrado una mayor
funcionalidad que los no degradables (Merkli et al., 1998; Perlatti et al., 2001; Ojhaet al., 2018).
Su funcién es temporal, debido a que conservan sus propiedades por un tiempo limite hasta su
degradacion gradual en particulas de menor tamafio (oligomeros y dimeros). Dentro de los

polimeros bioderivados degradables de plantas, se encuentran los polisacaridos (principalmente



celulosa, almiddn y sus derivados como alignato y acido polilactico), biopolimeros lipidicos,
proteinas, gomas y carrageninas (Vainionpaa et al., 1987; Niaounakis, 2015).

En la farmacéutica una de las aplicaciones de mayor interés es la utilizacion biopolimeros
degradables como sistemas de transporte, proteccion y liberacion de bioactivos (Edlund &
Albertsson, 2002, Bromberg, 2005). La aplicacién surgio a partir del ineficiente e impredecible
transporte y absorcion de los farmacos, los cuales perdian gran parte de su funcionalidad y
concentracion, debido a que su exposicion en ambientes complejos no es biocompatible
(Ottenbrite, 1990). El cuerpo humano se considera de alta complejidad debido a los diferentes
ambientes presentes, como los cambios de pH, densidad, viscosidad y velocidad de fluidos,
cantidad de macro y micromoléculas con capacidad adhesiva, tipos de paredes membranales,
cargas eléctricas, entre muchos otros factores que posibilitan una respuesta indeseable por la
interaccion con xenobidticos, un ejemplo es la respuesta inflamatoria celular por la aplicacién
de tejidos sintéticos (Bromberg, 2005; Kiourti & Nikita, 2017; Li et al., 2019); por estas razones
es necesario un entendimiento en dichos sistemas en conjunto con estandares aplicables para la
evaluacion de materiales con aplicacion biomédica (Anderson, 1999; Kiourti & Nikita, 2017;
Lietal., 2019).

Una funcionalidad de los biopolimeros es la liberacion controlada de farmacos, mejorando los
materiales para su correcta biodisponibilidad (Rajput et al., 2010; Abuhelwa et al., 2017). El
interés cientifico es el control y entendimiento del sistema de liberacion en las etapas de la
farmacocinéticay su efecto en la farmacodinamica (Nagpal et al., 2010), por esa razén el estudio
de la caracterizacion y la cinética de degradacion de las particulas biopoliméricas para la
liberacion y proteccion de bioactivos, son de los pasos mas importantes para lograr su control
efectivo (Hu et al., 2018). Edlund & Albertsson (2002) recopilaron estudios sobre los
biopolimeros degradables mas utilizados como sistemas de liberacion (también llamados
excipientes) y sus principales mecanismos de degradacion segun su aplicacion; entre ellos
destacan los poliésteres alifaticos, el polietilenglicol, &cido poliglicélico, la polilactida,
poli(lactida-co-glicolico), poli(e-caprolactona), poli(3-hidroxibutirato), los polianhidridos,
policarbonatos alifaticos e hidrogeles organicos. Estos ultimos generan un interés en la
biotecnologia actual debido a que presentan la ventaja de ser moldeables con la capacidad de

producir una clase de materiales avanzados por la mezcla de compuestos complejos compatibles
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con su estructura tridimensional que permiten el control de liberacion de bioactivos mediante
respuesta a estimulos de factores aislados o conjuntos de pH, temperatura y campo magnético
(Rizwan et al., 2017). Adicionalmente, no presentan ningun tipo de toxicidad por su alta
compatibilidad con el cuerpo humano y poseen un mayor grado de degradacion que permite la
liberacion de farmacos mediante difusion por la penetracion de agua en sus poros, lo cual es
reportado como “grado de hinchamiento” (swelling index), y son facilmente reproducibles y
obtenidos mediante diversas fuentes vegetales (Miyata, 2010; Filipcsei et al., 2014; Lima-
Tenorio et al., 2015).

Hidrogeles como Sistemas de Proteccion y Liberacion de Bioactivos

Definicion y generalidades de los hidrogeles

Los hidrogeles son materiales poliméricos con capacidad de incrementar su volumen mediante
el hinchamiento de su red tridimensional debido a la absorcién y retencidn de agua; ademas son
insolubles en agua (Hennink & Nostrum, 2012; Ahmed, 2015). Estan formados por moléculas
altamente hidrofilicas y cadenas poliméricas reticuladas, donde las unidades poliméricas forman
una red tridimensional flexible. La capacidad de hinchamiento es debido a sus grupos
hidrofilicos (mdltiples unidades -COOH, -OH y -SOsH) que permiten la absorcion y alta
retencion de agua en los espacios intersticiales entre las cadenas poliméricas. Se reporta que
pueden absorber 1,000 g de agua por cada gramo de hidrogel deshidratado (Kabiri et al., 2003;
Ahmed, 2015; Hauberger et al., 2005; Yar et al., 2015; Buchholz & Graham., 1998).

Clasificacion de hidrogeles

Existen diversos biopolimeros (homo-, copolimeros o multi-polimeros) que tienen la capacidad
de formar hidrogeles y, en base a la naturaleza quimica se clasifican en hidrogeles de fuentes
naturales o sintéticas. Otras clasificaciones se basan en su composicién fisicoquimica mediante
su carga eléctrica (hidrogeles de carga anionica, cationica, neutral o zwitteriénicos), morfologia
(hidrogeles amorfos, semicristalinos y cristalinos), degradabilidad (degradable y no degradable)

(Hamidi et al., 2008) o mediante el tipo de entrecruzamiento (fisico o quimico) (Chen, 2020).



La reaccion de entrecruzamiento es la modificacion de un polimero mediante la adicion de
enlaces en la entre distintas o iguales cadenas poliméricas; generalmente en hidrogeles tienen la
finalidad de otorgar una funcionalidad a su estructura tridimensional, donde existe interés en el
desarrollo de técnicas para la obtencion de novedosos entrecruzamientos con funcionalidades
distintivas (Hennink & Nostrum, 2012). Esta modificacién puede realizarse mediante la
formacion de enlaces entrecruzados fisicos o quimicos. Los enlaces entrecruzados fisicos son
mas débiles debido que las uniones son mediante enlaces no covalentes. Principalmente
interacciones electroestaticas como fuerzas de Van Der Waals, fuerzas de London, puentes de
hidrégeno, interaccion receptor-ligando e interacciones hidrofdbicas caracterizan este
entrecruzamiento, permitiendo el enredado reversible de cadenas poliméricas (Kamath & Park,
1993; Maitra & Shukla, 2014; Chen, 2020). En comparacién, el entrecruzamiento quimico
permite una resistencia mecanica mayor mediante la fuerza de enlaces covalentes entre la union
de cadenas poliméricas, sin embargo, una vez rotos los enlaces se desestructura el material de
manera irreversible (Duquette & Dumont, 2019; Chen, 2020). Ambos entrecruzamientos
conllevan a una estructura heterogénea del material debido a que un entrecruzamiento puede ser
mas a fin en ciertas regiones, presentandose una dispersion de zonas irregulares entre las cadenas
principales con diferente capacidad de retencién de agua y difusion (Ritger & Peppas, 1987, I1),
lo cual también estard influenciado por la diversa naturaleza de los aditivos utilizados (Hoffman,
2012). Se ha reportado la degradacion por una solubilidad hidrofilica después del efecto de
hinchamiento y la solubilidad por efecto i6nico del medio, pero en un sistema fisiol6gico ambos
entrecruzamientos tienden a la degradacién quimica o la inducida por enzimas; en ambas
generalmente predomina una susceptibilidad hidrolitica (Kamath & Park, 1993).
Adicionalmente, ya ha sido reportada la funcionalidad de ambos entrecruzamientos como
sistemas de liberacion de bioactivos (Chung, Lee & Park, 2008; Varghese, Chellappa &
Fathima, 2014; Hu et al., 2018; Abbasi et al., 2019; Kopa¢, Rucigaj & Krajnc, 2020; Luo et al.,
2021).



Hidrogeles con estimulo-respuesta al factor de pH

Se ha logrado sintetizar una amplia variedad de hidrogeles que generan respuestas de tipo
fisicoquimico en su conformacién debido a su alta sensibilidad en ambientes selectivos. Cuando
se controla este mecanismo de respuesta sobre los factores quimicos, fisicos o biol6gicos de un
sistema, se les conoce como hidrogeles ‘inteligentes’ (Kaith et al., 2021; Li et al., 2021). Los
factores del medio en los que se somete el hidrogel tendran la capacidad de generar el potencial
quimico o fisico que necesita para la difusion del bioactivo en el medio de interés para su
liberacion (Bromberg, 2005; Mahinroosta et al., 2018). También se debe considerar que en
sistemas complejos como el cuerpo humano pueden existir estimulos duales o multiples (Kiourti
& Nikita, 2017). Los hidrogeles degradables y no degradables pueden presentar estimulos
fisicos, quimicos y/o bioldgicos; los factores fisicos que causan estimulo-respuesta pueden ser
temperaturas, presion, radiacion, campo eléctrico, campo magnético y ultrasonido. Por otra
parte, los factores bioldgicos incluyen a los antigenos, enzimas y ADN. Finalmente, el de
respuesta a estimulos quimicos por fuerzas idnicas, reaccion oxidacion-reduccién y al factor de
pH (Kurisawa & Yuli, 1998; Miyata, 2002; Peppas, 2004), siendo el de principal interés para el
presente estudio.

El cuerpo humano exhibe una variacion significativa de cambios de pH, mientras que la presion
y la temperatura son relativamente estables, los cuales pueden presentar ventajas o desventajas
en la liberacion del compuesto activo. Debido a su sensibilidad, el hidrogel tendré la capacidad
de contraer o hinchar su estructura dependiendo del pH (Tanaka, 1998; He et al., 2011). Se han
elaborado hidrogeles inteligentes con estimulos a pH mediante la adicion de grupos ionizables
de caracter acido o alcalino (Rizwan et al., 2017; Li et al., 2021). Los principales efectos
respuesta generados por los estimulos son el volumen del hidrogel, su carga, composicién
quimica, cambio superficial morfolégico, permeabilidad, su efecto dptico y fases de separacion
(Schmaljhoann, 2006; Ahmed, 2015). Estos estimulos son generados por la interaccién intra o
intermolecular de los grupos funcionales formando puentes de hidrdgeno, interacciones
hidrofilicas o hidrofébicas e interacciones de tipo Coulomb que permiten la difusion de un
bioactivo (Neffe et al. 2013).



De forma general, el control en los sistemas de liberacion con respuesta a los estimulos de factor
de pH se genera mediante el comportamiento de los grupos funcionales presentes en el hidrogel,
los cuales los clasificaran como anidnicos o cationicos, ademas de la naturaleza del sistema
buffer que coexista con el material (Li & Mooney, 2016). En hidrogeles anionicos la presencia
de grupos ionizables por encima de su pKa (ej. -COOH y -SOsH) provocaran su protonacion y
consecuentemente un alto grado de hinchamiento de las cadenas poliméricas en pH alto (medio
alcalino), mientras que en los hidrogeles cationicos la presencia de grupos ionizables se
protonaran mayormente por debajo del pKa (ej. -CONH2) permitiendo el mayor grado de
hinchamiento en valores de pH bajos. De manera general, del gradual hinchamiento resultara
un incremento en la porosidad y seguidamente la liberacion del compuesto activo mediante una
cinética de difusion (Gupta et al., 2002; Lin & Metters, 2006; Rizwan et al., 2017). La

representacion ilustrativa de un hidrogel sensible al factor de pH se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Comportamiento de hidrogeles con estimulo-respuesta al factor de pH.
Fuente: Rizwan et al. (2017). Adaptacion traducida.



Estudio del Mecanismo de Liberacion en Base al Coeficiente de Difusion siguiendo la 292
Ley de Fick

Los mecanismos de liberacion de un sistema pueden clasificarse como fisicos o quimicos, los
cuales pueden ser en base al control por difusion, control por hinchamiento o control quimico.
Independiente, la liberacion del compuesto activo se estudia mediante la cinética de difusion
para ambos casos (Lin & Metters, 2006; Pal et al., 2009). La cinética para estudiar el control de
difusion en los hidrogeles obedece los modelos matematicos de las leyes de Fick que son
difusiones unidimensionales (1@ y 29) (Crank, 1975).

La 1™ ley describe el comportamiento de difusién de particulas en un sistema estacionario,
donde la concentracion de particulas va a favor del gradiente. La 2% ley describe el
comportamiento de difusion en sistemas dinamicos, donde la parte fundamental es describir la
relacién entre el tiempo transcurrido y el cuadrado de longitud sobre la cual tiene lugar la
difusion, donde el area superficial puede ser de un material permeable o0 semipermeable. La base
del estudio en ambas leyes comienza en la concentracion inicial uniforme de las particulas de
compuesto difusivo en un material con una posicion “xo (Mol/m?s)>> en un tiempo *’to (s)’’ y la
concentracion de particulas que se difundieron desde el material hasta un sistema diferente en
una posicion “’xs’’ y “’tr,”” que seran los factores que permitirdn los célculos para determinar la
naturaleza de difusion (Crank, 1975; Ritger & Peppas, 1987 I, Il; Foldvari et al., 1998; Zhou,
Nyberg & Rowat, 2015).

Si un sistema sigue las leyes de Fick se considera que su difusion es normal (difusion Fickiana),
en cambio, si no sigue las leyes el sistema presentara una difusion andémala (difusion no
Fickiana) (Fick, 1855). Si el compuesto activo es encapsulado por un polimero (excipiente)
permeable o semipermeable, su modelo de difusion regularmente estara basado en la 1™ ley de
Fick. En caso de que el compuesto activo forme parte de la red polimérica permeable o
semipermeable y con diferentes dimensiones geométricas, el modelo de difusion generalmente
seguiré la 2% ley de Fick (Ritger y Peppas, 1987 I, I1; Parisa & Soliman, 2019). A diferencia de
los materiales viscoelasticos como los hidrogeles, en materiales cristalinos (vitreos) se presentan
generalmente difusiones andémalas, sin embargo, la naturaleza difusiva podra verse alterada o

desviada de estas generalidades debido a una dependencia en las propiedades convencionales



intrinsecas del polimero, como la permeabilidad, superficie rugosa, composicion de la red
tridimensional, entre otras (Langer & Peppas, 1981).

El modelo de Fick ajustado de Ritger & Peppas (1987 I, I1) permite la clasificacion de diferentes
dimensiones geomeétricas (films, cilindro y esfera) de un material polimérico (con o sin grado
de hinchamiento) mediante el coeficiente exponencial difusional n, donde se puede presentar un
mecanismo de difusion de caso-l1 (difusion Fickiana de difusion lineal y rapida), caso-II
(difusion constante) y un caso anomalo (difusion no Fickiana) regido por su tendencia de
comportamiento simultnea similar a los casos anteriores, presentando una cinética de sorcion
y desorcion sigmoidal; para films delgados caso-I, si n=0.5, caso-Il; si n=1; difusién anémala,
si 0.5< n <1 (Crank, 1975; Ritger & Peppas, 1987 I, Il). El estudio de difusién mediante el
modelo de Fick es empirico, y no debe descartarse la corroboracion en base otras técnicas para
un estudio mas preciso (Lin & Metters, 2006), como la resonancia magnética nuclear y la
espectroscopia de correlacion de fluorescencia, que permiten estudiar el perfil de liberacion de
las particulas (Kim et al., 2009; Fu & Kao, 2010).

Aplicacion Farmacéutica de Hidrogeles como Sistemas de Proteccion y Liberacion de

Bioactivos

Los hidrogeles han sido de interés cientifico debido a sus multiples aplicaciones biotecnoldgicas
en la industria alimentaria y ambiental, pero su estudio resalta en las ciencias médicas por su
morfologia suave, capacidad de absorcidn-retencion, viscoelasticidad y compatibilidad con la
matriz extracelular (Miyata, 2002; Kundu & Kundu, 2010; Bahram et al., 2016).
Adicionalmente, su comportamiento de difusion en base a las leyes de Fick ha resultado de gran
interés para su estudio y clasificacion como sistemas de liberacion controlados, como ha sido
reportado en hidrogeles a base de arabinoxilanos (Carvajal-Millan et al., 2005), almidon
modificado (El-Hag & Alarifi, 2009) y pectina modificada (Cornejo-Ramirez et al., 2019).
Wichterle & Lim (1960) reportaron lo que seria el primer sistema de proteccion-liberacion de
farmacos a base de hidrogel, y en la actualidad prevalece el interés de los investigadores en la
innovacion de hidrogeles, asi como su comportamiento de difusién (Fu & Kao, 2010; Wilson y
Guiseppi, 2014; Rizwan et al., 2017; Onaciu et al., 2019; Singh et al., 2020; Sun et al., 2019;
Chyzy et al., 2020).



En Lin & Metters (2006) se describe de manera profunda las formas para el control del sistema
de liberacion; mediante un control de difusion (mas utilizado para liberacion de farmacos), del
grado de hinchamiento controlado por permeabilidad entre ciertas zonas o interfases del
material, y mediante un control quimico debido a la escision polimérica debido a reacciones
enzimaticas o de hidrolisis. Entre las principales fuentes naturales vegetales para la elaboracion
de hidrogeles como excipientes, destaca la utilizacion de quitosano, el acido hialurénico,
colageno, acido alginico, carragenina y almidén (Hamidi et al., 2008; Parisa & Soliman, 2019),
sin embargo, el almidon es de los mas economicos con facil extraccion, de fuentes mas
abundantes y con alta capacidad de reaccion para su modificacion polimérica (Edlund &
Albertsson, 2002; ElI-Hag & Alarifi, 2009).

Generalidades, Capacidad de Gelatinizacion y Uso del Almiddn para la

Sintesis de Hidrogeles

Composicion Quimica y Estructura Fisica del Almidén

El almidén es el mayor polisacarido de reserva/almacén dentro de las células vegetales,
dispuesto en forma de granulos en los cloroplastos facilitando su obtencién (Sajilata et al, 2006).
Se presenta en granulos de diferentes tamafios y formas, y puede contener impurezas de algunas
mezclas de lipidos, proteinas y otros carbohidratos (Tester et al., 2004). Quimicamente, es un
polisacarido formado por el entrecruzamiento de biopolimeros de amilosa y amilopectina,
unidos por multiples mondmeros glucosa mediante enlaces glucosidicos a-D-(1—4 y 1—6) con
radio aproximado 1:3 (Elis et al., 1998). La amilosa es un polisacarido lineal debido a los enlaces
glucopiranosil a-D-(1—4), inclusive puede presentar pequenos enlaces ramificados a-D-(1—6).
La amilopectina tiene la Unica diferencia de presentar mayor cantidad de enlaces a-D-(1—6),
pero en su composicion prevalecen uniones a-D-(1—4) (Buléon et al., 1998). El enlace a-D-
(1—6) permite la movilidad de la ramificacion y por esta razén la amilopectina es capaz de
formar agregados con otras ramificaciones mediante una doble hélice, confiriendo la
caracteristica semicristalinidad de los granulos de almidén, mientras que las cadenas de amilosa
permanecen amorfas debido al limitado grado de movilidad del enlace a-D-(1—4) (Jane, 2006).
El grado de cristalinidad es importante porque influye en sus propiedades de absorcion-
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retencion, grado de hinchamiento, viscoelasticidad de gelatinizacion y retrogradacion, asi como
su resistencia a hidrolisis quimica y enzimatica (Copeland, 2009). Se aceptado ampliamente la
propuesta de Hizukuri (1986) sobre la distribucion y longitudes de tres tipos de ramificaciones
de amilopectina: cadenas -A solamente enlazadas con cadenas -B y -C mediante grupos
reductores; cadenas -B ligadas con cadena -B y -C, ademés de ramificaciones con -A y -B
mediante su Oe de la unidad glicosil; finalmente, una Gnica cadena -C que tiene el grupo reductor
final de la molécula (Ratnayake & Jackson, 2008; Jane, 2009; Donmez et al., 2021). En los
granulos de almidon el contenido de amilopectina (~60-70%) predomina significativamente en
comparacion con la amilosa (~30-40%) (Jane, 2006). Las ramificaciones de amilopectina se
dispersaran en las columnas de amilosa formando empaques, y el conjunto de empaques seran
los bloques de construccion de los granulos de almidon (Gerard et al., 2002; Bertoft, 2013).
Aquellos almidones con un contenido mayor o Unico de amilopectina son denominados
almidones cerosos (Sarka & Dvotaéek, 2017), y se ha reportado que tienen menos resistencia a
condiciones de pH &cido, sin embargo, permiten menor fractura en el gel en su proceso de

retrogradacion (Sanchez et al., 2010).

Dependiendo de las especies vegetales los tamafios de los granulos pueden variar en rango desde
un sub-micron hasta los 100 micrones de didmetro. Se pueden clasificar por su tamafio en tipo-
A (>6-10 um) y -B (6<10 um), aunque otros autores también reportan los tipo-C (<5 um). Los
granulos tipo-A son largos y generalmente en forma de disco o amorfos, por otra parte, el tipo
B es pequefio y esférico (Souluka & Morrison, 1985; Peng et al., 2000; Jane, 2006; Singh et al.,
2010). Por otra parte, el arreglo planar polimérico semicristalino debido a las ramificaciones de
amilopectina permite la clasificacion de los granulos en tipo-A con arreglo monoclinico
encontradas generalmente en cereales, de tipo-B con arreglo hexagonal en tubérculos o de tipo-
C que pertenece a un arreglo mixto encontrado generalmente en leguminosas, raices, tallos y
frutos. Los arreglos tipo-B y -C son mas resistentes a la hidrolisis enzimatica (Banks &
Greenwood, 1975; Wu & Sarko, 1978; Hizukuri, 1985; Sevenou et al., 2002; Jane, 2006). Estas
son las caracteristicas generales que determinaran la capacidad de retencion de agua,
viscoelasticidad y gelatinizacidn, los cuales son propiedades importantes para la elaboracion de
hidrogeles (Guo et al., 2015).
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Capacidad de Gelatinizacion y uso del Almidon para la Sintesis de Hidrogeles

El proceso técnico de gelatinizacion de almidon consiste en la capacidad que tienen los granulos
de hincharse mediante el proceso de absorcion y retencion de agua cuando estan en suspension
acuosa expuesta a altas temperaturas (Ismail, Irani & Ahmad, 2013). En la suspensién de
almidon y agua, por debajo de la temperatura de gelatinizacion (~60°C) coexisten
principalmente fuerzas reversibles de Van Der Waals y puentes hidrogeno; una vez alcanzada
la temperatura de gelatinizacion los enlaces hidrogeno entre las cadenas poliméricas se rompen,
donde se cree que inicialmente existe una fase mévil amorfa por las cadenas de amilosa que se
difunde por fuera de los granulos (primer retencién de agua), y una fase cristalina de las
ramificaciones de amilopectina casi intacta, las cuales mediante un calentamiento progresivo
permite el desenlace de sus hélices, dejando expuestos los grupos hidroxilo de ambas cadenas y
el consecuente enlace con moléculas de agua por puentes hidrégeno (Wang et al., 2021). El
agua retenida permite un hinchamiento gradual, generando porosidad por la reticulacion de las
cadenas poliméricas y la pérdida de cristalinidad debido a la desorganizacion estructural la cual
es interpretada por un aumento de entropia (Ratnayake & Jackson, 2008). El aumento en la
retencion de agua eleva la viscosidad del hidrogel rapidamente hasta alcanzar un pico maximo
(Chen et al., 2015; Peng et al., 2007). En un proceso final el material gelificado se reestructura
mediante el proceso de enfriamiento y envejecimiento debido al proceso de retrogradacion
(Ismail, Irani & Ahmad, 2013). Se ha reportado que el proceso de retrogradacion de la amilosa
confiere resistencia a la degradacion enzimatica por amilasas e hidrdlisis acida (Jane & Robyt,
1984; Lu, Jane & Keeling, 1997), ademas de la formacion de geles y peliculas fuertes (Jane,
2009).

La gelatinizacion depende de las caracteristicas del almiddn, sin embargo, los almidones de
fuentes vegetales tienden a ser comparables y reproducibles (Biduski et al., 2018). Para la
formacion de hidrogeles a base de almidon el primer proceso es la gelatinizacion seguido de la
retrogradacion para formar la red tridimensional estable e irreversible (transicion de la amilosa
amorfa a su forma cristalina y restructuracion/recristalizacion de la amilopectina) (Singh y Kaur,
2009; Soto & Olivas, 2012). El radio entre amilosa y las ramificaciones de amilopectina es de
los principales factores que predeterminan el comportamiento de gelatinizacion para la
formacion de un hidrogel (Yoshimura et al., 2006), sin embargo, las proporciones en la sintesis
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de hidrogeles deben ser dptimas, ya que también influyen de los efectos de aditivos plastificantes
(Peidayesh et al., 2021; Larrea-Wachtendorff, Nobile & Ferrari, 2020), agentes entrecruzantes
y el radio de concentraciones, asi como también los tratamientos previos y posteriores a la

gelatinizacion (Ismail, Irani & Ahmad, 2013).

Hidrogeles a Base de Almidon Sensibles al Estimulo de pH con Aplicacion Excipiente

El almidon es uno de los principales biopolimeros agricolas de interés para la sintesis de
hidrogeles con aplicaciones en biomedicina debido a su efectiva encapsulacion como excipiente,
que ha funcionado como proteccion de bioactivos en pH altos (jugo gastrico) y su liberacion en
pH bajos (ambientes alcalinos como el jugo pancreético en el duodeno, intestino y colon) como
ya ha sido reportado en El-Hag & Alarifi (2009). ElI mecanismo de liberacion de un hidrogel
nativo (cadenas poliméricas no modificadas) esta dado por la resistencia o limitado grado
hinchamiento presentado en medio acidos, y el hinchamiento y mayor abertura de poros en el
medio alcalino (Mahkam, 2009). Los estudios toman ventaja de las caracteristicas de almiddn
nativo, el cual esta formado por polisacaridos neutros y semidegradables por hidrolisis quimica
y/o enzimatica en el tracto gastrointestinal (Joye & McClements, 2014). Aplicado al sistema
gastrointestinal el almidon se clasifica en: facilmente digerible, lentamente digerible o almidon
resistente. Cada categoria cuenta con un mecanismo de degradacion; los primeros son muy
susceptibles a hidrélisis enzimatica de amilasas, por lo que las cadenas se degradaran
rapidamente en el duodeno y parte del intestino delgado, esto es similar a los almidones de
digestion lenta, en cambio los resistentes no seran completamente hidrolizados en el intestino,
pero si seran susceptibles a fermentacidn por las bacterias enddgenas del intestino grueso (Singh
et al., 2010; Tangsrianugul et al., 2015). EI conocimiento de este mecanismo gastrointestinal ha
resultado efectivo para un transporte simulado y controlado debido al estimulo-respuesta al
factor de pH (Li et al., 2021).

Macfarlane y Englyst (1986) estudiaron un hidrogel a base de almidén y su modificacién en el
sistema digestivo, con la finalidad de transportar probi6ticos al colon; los resultados mostraron
una degradacion gradual del 60% y conversion del almiddn en acidos grasos volatiles debido a
la modificacion bacteriana hasta su llegada al colon. En algunos estudios se aprovecha la

flexibilidad de los grupos hidroxilo del almidon y modifican su estructura nativa para hacerlo
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mas resiste 0 sensible a ambientes adversos y controlar su transporte mediante la adicion de
grupos funcionales por entrecruzamiento con diversos materiales (Kosaraju, 2005).
Generalmente los grupos funcionales deben ionizarse por encima de su pKa en un ambiente
alcalino; ese estimulo permitira el hinchamiento del hidrogel y a su vez la liberacion del agente
difusivo (Lin & Metters, 2006; Gaffar et al., 2016). Esto es demostrado en el estudio de El-Hag
& Alarifi (2009) en el que combinaron la resistencia de degradacion del almidon y el acido
metacrilico como un monoémero sensible a pH, que resultd en la eficiente liberacion de un
farmaco antiinflamatorio (ketoprofeno) inestable a pH~1 y su liberacion en un pH-~7,
demostrando su cinética de difusion mediante las leyes de Fick en un modelo in vitro. Por otra
parte, Mahkam, (2009) elaboré un hidrogel de almidon modificado con agentes poliméricos de
tipo metacrilico para aumentar la sensibilidad al estimulo de pH de forma que se produce una
hidrolisis en un pH de fluido intestinal (~7.4) con la finalidad de administrar insulina por via
oral. Dragan & Apopei, (2011) disefiaron un hidrogel a base de almidén en una matriz de
poliacrilamida para producir un grado de hinchamiento controlado desde pH=1-5.5. Otro estudio
es el reportado en Saboktakin et al. (2009), donde se controla el hinchamiento del hidrogel a
base de almidon en pH~7.4 mediante el entrecruzamiento con &cido metacrilico. También se ha
estudiado la liberacion de farmacos contra el cancer de mama controlados por nano particulas
de hidrogel de almidon/polisorbato/acido polimetacrilato; el estudio in vitro report6 un efectivo
aumento de liberacion conforme el decrecimiento de pH del 20% (pH~7.4), 35% (pH~6) y 90%
(pH~5) (Shalviri et al., 2012). Adicionalmente, en Jacob et al., (2018) y Kanamala et al., (2016)
se encuentra un resumen de sintesis de hidrogeles sinstéticos y semisintétics de almidén para la

difusién controlada de bioactivos.

Los resultados de difusion de estos materiales en base al almidon modificado son prometedores,
generando mucho interés en su estudio (ElI-Hag & Alarifi, 2009), sin embargo, si se analiza la
sintesis de estos hidrogeles semisintéticos sera posible apreciar la implicacion de procesos
complejos de sintesis con aditivos poco accesibles e incluso con baja toxicidad, asi como
reactivos intermediarios corrosivos que en términos del desarrollo sustentable no es aceptable,
ademas de que son susceptibles de generar toxicidad debido a un mal procesamiento (Edlund &
Albertsson, 2002; Xiao, 2012). Por estas razones existe interes en mejorar las propiedades
viscoelasticas de resistencia mecanica de hidrogeles naturales en base de almidon (Zhang, Wang
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& Wang, 2006; Xiao, 2012; Biduski et al., 2018; Ali & Ahmed, 2018; Duquete et al., 2019;
Larrea-Wachtendorff, Del Grosso & Ferrari, 2022).

De manera general, el almidén ya ha sido aceptado de manera oficial como excipiente
farmacéutico seguro (Ursino et al., 2011; IPEC, 2020) y para el disefio de las micro y nano
particulas a base de hidrogeles y otros compuestos con funcionalidad de injertar y encapsular
bioactivos se ha utilizado significativamente la técnica de electro-aspersion mediante
electrospray coaxial (Songsurang et al., 2011; Ghayempour et al., 2013; Cao et al. 2014; Lai et
al. 2017; Hemamilini & Giri, 2018). Se ha reportado la utilizacion de muchas y diversas fuentes
vegetales para la elaboracion de hidrogeles de almiddn (Ahmed et al., 2016). EI almidén de
triticale (X Triticosecale Wittmack) podria resultar un sustituto aceptable del almidén de trigo
utilizado para la elaboracion de hidrogeles, debido a que presenta las caracteristicas de su
progenitor femenino, pero su proporcion de granulos de almiddn también es compartida con las
caracteristicas del almidon de centeno, los cuales son de mayor tamafio (Ao & Jane, 2007; Zhu,
2017). Los granulos de mayor tamafio presentan mayor contenido de amilosa (Cornejo et al.,
2015) la cual permite mejor estabilidad viscoelastica en comparacion con la amilopectina (Peng
et al., 1999; Sarka & Dvoracek, 2017). Por esta razon, las propiedades mecanicas del hidrogel
de triticale podrian resultar mejor o al menos comparables con las reportados en base a otras

fuentes de almidén no sustentables.
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Triticale como Fuente de Almiddn para la Sintesis de Hidrogeles como

Sistemas de Liberacion Controlados

Generalidades y Sintesis Triticale (X Triticosecale Wittmack)

El primer cereal artificial del que se tiene reporte oficial es el triticale. Es un cereal que fue
sintetizado a partir del auge de la biologia molecular a mediados del siglo XX, mediante la
combinacién gendmica del trigo (género Triticum ssp.) como progenitor femenino, y de centeno
(género Secale ssp.) como progenitor masculino. Fue sintetizado para heredar las virtudes
agrondmicas del trigo y el centeno, pensando en lo redituable que podria ser su cultivo al obtener
dicha herencia gendmica (Resentrater & Evers, 2018). El nombre cientifico del triticale es X
Triticosecale Wittmack, el cual estd compuesto por la combinacion del renombre cientifico de
los progenitores (Triticum x Secale), Triticum ssp. del trigo y Secale ssp. del centeno (Al-Khayri
etal., 2019).

Dentro de la bibliografia existe cierto desacuerdo al momento de definir el origen exacto del
triticale, ya que en distintas zonas europeas se experimentaba con la cruzabilidad entre los
gendémas de trigo y centeno, sin embargo, fueron muchas las dificultades al momento de su
proliferacion; por tal razon, es logico pensar que la importancia principal que interconecta los
origenes es el primer cultivo fértil reportado, siendo el CIMMYT ubicado en Sonora, México
(Mergoum et al., 2019). La primera experimentacion reportada sobre la hibridacion entre un
trigo (Triticum sativum, L. pero actualmente referido como Triticum aestivum, L.) y centeno
(Secale cereale, Will.) se atribuye al cientifico escoces Sthephen Wilson (1873), quién describi6
el procedimiento exitoso del cruce genémico, sin embargo, la mayoria de los atributos del
producto final eran negativos, principalmente que el cultivo hibrido era estéril. Fue en 1937
cuando se reporto un cultivo parcialmente fértil de triticale al momento de agregar una sustancia
quimica llamada colchicina (Gill et al., 1966). La adicion de colchicina tuvo un impacto tan
positivo que permitié las mejoras futuras y répidas en la fertilidad estable de las generaciones
del triticale. Por su parte la colchicina permiti6 la duplicacién de los cromosomas del triticale
(Muehlbauer et al., 2009). Aun asi, prevalecian diversas complicaciones al momento de la

siembra de triticale. A pesar de heredar los genomas de los progenitores, los granos hibridos no
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presentaban la calidad morfoldgica aceptada, no eran tan adaptables al estrés por ambientes
abioticos y no eran fértiles en ambientes bidticos (Randhawa et al., 2015).

CIMMYT de México: Pionero en la Investigacion de Triticale

Con el tiempo se generaron mejoras progresivas en la resistencia y las condiciones
fisicoquimicas del cultivo y los granos de triticale, sin embargo, no fue sino por ‘’serendipia’’
que se dio el primer cultivo totalmente fértil en 1967 en el centro de investigacion CIMMYT de
Obregon, Sonora. El primer triticale fértil reportado se origind debido a la hibridacion
espontanea entre un trigo semienano panadero mexicano y el centeno, el cual también presentd
adaptabilidad en ambientes abi6ticos y buena condicion morfoldgica en los granos. Dicha
variedad fue nombrada Armadillo y en su tiempo fue considerado un triticale portentoso debido
a que los demas centros de investigacion partieron de este cultivo para los siguientes progresos
genéticos que dieron forma a lo que es el triticale actualmente, tal como se describe en el manual
de la FAO (2004) sobre el progreso y produccién del triticale (Belaid, 1993; Sayre et al., 1996).

Introduccion a la Gendmica de Triticale

Dos décadas han pasado desde que se incluyo al estudio de las plantas, aquellas precedentes
técnicas citogenéticas de la biologia molecular que, con el tiempo se desarrollaron e innovaron
hasta crear las técnicas complejas que han permitido, dentro de la sistematica botanica, sintetizar
nuevas especies de cereales, pseudocereales y cereales artificiales (Gupta & Varshney, 2004).
Dentro de la taxonomia Triticeae Dumort (tribu Hordeae Benth) se encuentran algunos de los
cereales mas cultivados del mundo, como el trigo (panadero y duro) y el centeno, donde también
se incluyen otros cereales no tan reconocidos, como el desarrollado triticale (Barkworth &
Bothmer, 2009). El triticale fue sintetizado en el siglo XX mediante técnicas de recombinacion
gendmica con el fin de crear un cereal de particularidad nutricional y tecnologica similar al trigo,
asi como la resistencia fisica del centeno (Hein et al., 2009). A pesar de no ser reconocido, su
sintesis es uno de muchos ejemplos con impacto funcional y progresista a nivel agricola, que
poco a poco rompe el tabu sobre la utilizacion de técnicas de cruce citogenéticas dentro del area,
lo cual debe ser seriamente considerado como una alternativa al cambio climatico y otras
problematicas agricolas (Jaroslav et al., 2009; Nils, 2009; Ross & Godfrey, 2012).
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Gendmica del trigo: progenitor femenino del triticale

Evolucion del trigo y sus niveles de ploidia. El trigo es una especie autdgama que evoluciono a
partir de una serie de hibridaciones gendmicas. Actualmente se desconoce la especie que inicié
la hibridacion de las especies del grupo Triticeae (géneros Aegilops, Amblyopyrum y Triticum),
pero se sabe que fue una especie diploide (2n) la que dio origen a las especies Triticum urartu
(genomas AA) y Aegilops speltoides (genomas BB), aportando los primeros linajes genémicos
AA 'y BB dentro del grupo Triticeae. Posteriormente, las especies descendientes evolucionaron
a partir de hibridaciones silvestres, introduciendo los nuevos linajes genémicos diploides AABB
(Triticum turigidum 2n=28, genomas AABB) y DD (Aegilops tauschii 2n=17, genomas DD).
Hace 400,000 afios, esos géneros y sus variedades se combinaron hasta formar el linaje
gendémico AABBDD, caracteristico del trigo panadero (Triticum aestivum 2n=42, genomas
AABBDD) (Ammar et al., 2004; Feldmann & Levy, 2015; Petersen et al., 2016; Russell, Hertz
& McMillan, 2017). Todos los trigos Triticum spp. (tribu Triticeae Dumort, Hordeae Benth)
presentan una combinacién de 4 tipos de genomas: A, B, D y G. Dentro de trigos cultivados
diploides (2n) las lineas gendmicas pueden ser: AA, AABB, AABBDD, AAGG y AAAAGG.
Dependiendo de la linea gendmica se clasificaran segin su nivel de ploidia: di-, tri-, tetra- o
hexaploides (2n=2x, 3X, 4x, 6x, respectivamente) (Miller, 1987; Gale & Devos, 2001). Dentro
de los trigos que producen una mejor estabilidad al momento de sintetizar triticale, son las
especies que presentan un nivel de ploidia hexaploide, como el trigo panadero (Tritucum
aestivum) producto de la domesticacion del trigo. Aungue también son utilizadas especies de
trigo tetraploides, como el trigo duro (Triticum durum) el cual es un producto silvestre antes de

la domesticacion (Rosentrater et al., 2018).
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Gendmica del centeno: progenitor masculino del triticale

Evolucion del centeno y sus niveles de ploidia. El centeno es una especie diploide (2n) y alogama
de la tribu Triticeae Dumort (Hordeae Benth), de similitud genética con el trigo y el centeno,
todas las especies cultivadas presentan la formula gendmica (2n=2x=14) con la linea de
genomas RR formando siete juegos cromosémicos x=7 (Dolezel, 1998; Geiger & Miedaner,
2009). Hasta en inicios del siglo XXI, la evolucion del centeno aldn se mantiene especulativa.
Progresivamente se publica informacion sobre la secuencia gendémica en base a los loci
cromosomicos del centeno actual (Secale cereale L.) y de diversos parientes silvestres con la

finalidad de correlacionar su genética y describir la evolucion.

En un estudio preliminar publicado por Khush & Stebbins (1961) se sostiene que el Secale
cereale L. evoluciono de la especie silvestre Secale montanum. Un estudio anterior publicado
por Riley (1955) también atribuy6 a la especie S. montanum el inicio de la evolucién, debido a
dos translocaciones heterocigoticas semejantes, contradictoriamente, Nirnberg (1952) publico
dos translocaciones diferentes, rechazando lo anterior. También se ha atribuido al Secale
ancestrale la partida de la evolucion (Zhukovsky, 1933) asi como al Secale sylvestre (Pozo et
al., 1995). Bauer et al., (2017) reportaron una secuencia genémica (10 lineas endogamicas) del
Secale cereale L., la cual apunta como antecesor al Secale vavilovii. Considerando que el
genoma del centeno (Secale cereale L.) contiene una cantidad inmensurable de informacién
debido a su tamafio (1C=8.1 Gb), el cual no se sabe con certeza si son repeticiones de ADN o
contiene Mas genes que otras especies Triticeae (Martis et al., 2013), parece aceptable

considerar la poca precision sobre las postulaciones de los autores.
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Gendmica del triticale: cruzabilidad

Tanto el centeno como el trigo son diploides (2n), por lo que la cruza entre especies resultara en
un triticale diploide (2n), sin embargo, debido a la diversidad de especies de trigo se podran
aportar sus genomas A, B y/o su combinacion con el genoma D, mientras que todas las
variedades de centeno aportardn solamente el genoma R. Debido a lo anterior, los juegos
cromosomicos del triticale podran ser tetraploides (2n=4x=28, cuatro juegos de cromosomas
con siete cromosomas cada uno) (Figura 2), o bien podran ser hexaploide (2n=6x=42) u
octaploides (2n=8x=56) estrictamente (Varughese et al., 1987). Segin Mellado et al. (2008) los
triticales mas utilizados por el sector industrial y comercial son hexaploides y octaploides,

siendo mas estables agrondmicamente los hexaploides debido a sus mejores caracteristicas
fisicoquimicas.
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Figura 2. Linea gendmica en el triticale tetraploide (4x) y sus progenitores: Juego de genomas A,

B y D (Triticum aestivum) con el genoma R (Secale cereale). Fuente: Gustafson, Lukaszewski &
Robertson (1983).
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Clasificacion de triticale en base a su genémica

Para que una especie sea identificada como triticale debe poseer originalmente la combinacién
gendmica de trigo (genomas A, B y D) y centeno (genoma R). El triticale se clasifica en
completos y sustituidos dependiendo de la variacion en la combinacion genémica heredada
(Mergoum et al., 2009). Sintetizar un triticale completo requiere del cruce de una especie de
trigo, el cual deberd ser diploide (2x) para sintetizar un triticale tetraploides, o un trigo
tetraploide (4x) para sintetizar un triticale hexaploide, y un trigo hexaploide (6x) para la sintesis
de un triticale octaploide (Gustafson, Lukaszewski & Robertson, 1983). EI complemento
gendmico lo aportaran los genomas RR del centeno (Unrau & Jenkins, 1964). En la Figura 3 se

presenta una esquematizacion sobre la sintesis de triticales completos y sustituidos.

Trigo Duro
(Trtiticum durum)
Tetraploide (4x) Triticale sustituido
AABB Triticale (X Triticosecale)
(X Triticosecale) Hexaploide (6x)
Hexaploide (6x) D!
Centeno spp. AABB RR
(Secale cereale)
Diploide (2x)
RR
— Sustitucion:
Triticales Completos — R
Trigo Panadero '
(Trtiticum aestivum) AABBDD
Hexaploide (6x)
AABBDD
Triticale " .
(X Triticosecale) Trltlca_lg sustituido
Centeno spp. Octaploide (8X) (X Trltlcpsecale)
(Secale cereale) AABBDD RR Octaploide (8x)
Diploide (2x) D

RR

Figura 3. Composicion gendmica de triticales (X Triticosecale Wittm.) completos y sustituidos.
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Variedades de triticale en base a la combinacion genémica. Existen diversas variedades de
triticale debido a la experimentacidn por el intento de modular las caracteristicas fisicoquimicas.
Es importante conocer si las variedades estudiadas pertenecen al grupo de triticales completos
o sustituidos. La mayoria de los estudios han precedido de triticales sustituidos, con la finalidad
de mejorar caracteristicas especificas y asi potencializar su funcionalidad (Mellado et al., 2008),
ademéas son las méas comercializadas por el sector industrial (Varughese et al., 1987).
Actualmente existen variedades de triticale completo que podran ser hexaploides u octaploides,
del mismo modo que existiran variedades de triticale sustituidos que podran ser hexaploides u
octaploides. Dentro de los fenotipos (variedades) de triticales completos se encuentran los
triticales Eronga, Beagle y Fahad, mientras que en los sustituidos se pueden encontrar aquellos
Ilamdos Armadillo, Panda y Yoreme (Barkworth & Von, 2009; Niedziela et al., 2016).

Composicion Quimica del Triticale

La fisiologia fisica de la espiga del triticale es similar al del trigo, al igual que el tamafio de
granos, su forma y color, ademas, su composicién quimica generalmente presenta mayor
similitud al trigo, pero varia dependiendo de la gendmica involucrada y modulada, asi como los
tipos de cultivos y sus factores externos (Pefia, 2004). Bushuk (2004) publico la composicién
general de triticale aprobada por la USDA/ARS (2012) presentada en la Tabla 1, con porcentajes

similares al estudio reciente de Ruiz-Saenz et al. (2020).

Tabla 1. Composicién comparativa entre triticale con cereales comerciales

Componente! Triticale Trigo Centeno Maiz Cebada Arroz
Carbohidratos 72.1 66.9 75.8 67.7 80.0 75.4%
Almidon 60.0 61.0 54.0 64.0 62.5 -
Proteina Cruda 14.82 14.0* 13.4 10.3* 122 8.5
Lipidos 2.0 2.1 1.8 4.5 2.5 2.1
Fibra Cruda 3.1 2.6 2.6 2.3 2.3 0.9
Ceniza 2.0 1.9 2.1 1.4 2.5 14
Humedad 10.5 12,5 10.6 13.0 94 11.7

1o en materia seca. °N x 5.85; 3N x 5.7; *N x 6.25
Fuente: USDA/ARS (2012) / Arendt & Zannini (2013)
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Contenido de almidon en el triticale y sus caracteristicas

El triticale presenta un contenido de almiddn similar a los demas cereales, sin embargo, los tipos
de granulos presentes en el almidon pueden variar debido a la herencia genémica (genotipos),
lo cual puede ser mas aprovechable en la biotecnologia de materiales (Arendt & Znnini, 2013).
El contenido de almiddn en triticale es menor que en el trigo pero mayor que en el centeno, pero
no es significativo (Tabla 1). Al igual en que los progenitores, en el almidén de triticale
coexisten los granulos tipo-A (largos y ovalados) y tipo-B (pequefios y esféricos) con similar
morfologia (Lineback, 1984), y en base en lo reportado por Ao & Jane, (2007) y Jane (2009)
prevalece una distribucion bimodal de tamafios. EI nimero de granulos tipo-A siempre es menor
en triticale y trigo, pero debido a su tamafio representan la mayor masa en el almidon. Entre las
aplicaciones de los granulos tipo-A destacan la formacion de bioplasticos e hidrogeles, mientras
que los tipos-B se usan como sustitutos lipidicos (Lim et al., 1992; Li et al., 2011), sin embargo,
atribuir solamente al tamafio de granulos la capacidad de gelatinizacién no es preciso, por lo
que se debe realizar en conjunto una evaluacién del radio proporcional entre los dos

biopolimeros (amilosa y amilopectina) en los distintos tipos de granulos (Ao & Jane, 2007).

Se ha reportado un analisis proximal en almidon de triticale nativo y modificado por acetilacion
y extrusién con 83.89% y 87.38% carbohidratos totales, 6.26% y 5.12% contenido de proteinas,
0.28% y 0.09% contenido lipidico, asi como 0.41% y 0.35% de contenido de fibra
respectivamente, en donde la modificacién redujo significativamente la temperatura de
gelatinizacion de 65.67°C a 47.35°C (Ruiz-Saenz et al., 2020). Adicionalmente, en variedades
de triticale invernales se reporté un contenido de amilosa entre 20.8-26.4%, lo cual similar a los
valores reportados en otros cereales (25-27%) (McKevith, 2004; Buresova et al., 2010). Por otro
lado, se report6 un 21-25% contenido de amilosa en triticales sustituidos y 27-29% en triticales
completos (Cornejo et al., 2015); ademaés, el mayor contenido de amilosa se ha correlacionado

con aquellos almidones de mayor tamafio (tipo-A) (Navarro-Contreras et al., 2014).
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Cultivo, Produccién y Principal Aplicacion de Triticale en México

Inicialmente el triticale fue sintetizado con el fin nutricional de ser cultivado en zonas
marginales en donde el nivel de vida es bajo, sin embargo, son pocos los principales paises
productores, destacando Polonia (3,537,887.96 toneladas de produccion), Alemania
(2,436,678.96 toneladas), Francia (1,543,486.80 toneladas) y Bielorusia (1,016,978.20
toneladas), mediante la base de datos mas actualizados publicados por la FAOSTAT (2018).
México es reconocido internacionalmente por su potencial terreno para el cultivo de triticale,
ademas de haber sido pionero en su desarrollo (Mergoum et al., 2009; Arendt & Zannini, 2013;
Mergoum et al., 2019), y actualmente, sigue siendo reconocido como un pais productor a pesar
de tener un escaso cultivo de 6632.72 toneladas de produccion (FAOSTAT, 2018). Dado este
hecho, es comprensible que pesar de incrementar su produccién mundial anual, sigue siendo un
cereal desconocido por una gran parte de la poblacional mundial (Edues, 2015). Asociado a esto,
la cantidad de hectareas destinadas a la cosecha y su produccion ha sido muy variable
(FAOSTAT, 2018). Segun Lozano del Rio et al. (2004) en zonas norte y centro de México, bajo
condiciones de irrigacion ciertas variedades de triticale han mostrado ser mejores en calidad y
productividad en comparacion con otros cereales (trigo, centeno, avena y cebada), mostrando
un rendimiento de cultivo comparable de 8 toneladas por hectarea. Actualmente, la produccion
en toneladas de triticale ha sido mas baja que su cultivo (ha) como puede analizarse en los

reportes publicados por la FAOSTAT (2018), presentando una ilustracién en la Figura 4.
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Figura 4. Hectareas de cultivo de triticale y toneladas de produccion mundial desde 1994-2018.
Fuente: FAOSTAT, 2018 (abril, 2022). Adaptacion traducida.
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En 2008, Sonora reportd 195 toneladas de triticale equivalentes a $253.50 miles de pesos,
posicionandose entre los estados cultivadores de triticale de México, junto a Aguascalientes,
México, Guanajuato, Zacatecas, Chihuahua y Querétaro (SIAP/SAGARPA, 2015). Autores
coinciden en el poco aprovechamiento del triticale en México, asi como en el mercado global a
pesar del trabajo genético en su mejoramiento (Pefia, 2004; Béjar & Ammar, 2007). La principal
aplicacion del cultivo de triticale es destinada al forraje animal, donde la cantidad de hectéareas
cultivadas sobrepasa la utilizacién, categorizando al triticale como una fuente renovable
(Paccapelo et al., 2017; Rosentrater & Ever, 2018; Mergoum et al., 2019). En México debido a
las condiciones apropiadas ambientales y de terreno, existe el interés en presentar una alternativa
de utilidad potencial del triticale mediante las espigas residuales. Adicionalmente, en un estudio
precedente se demostro la capacidad de gelificacion de este biopolimero obtenido de triticale

cultivado en Sonora, como ha sido descrito previamente en el estudio de Cornejo et al. (2019).
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Nueva Perspectiva sobre el Triticale como Fuente Potencial de Almidon para la
Elaboracion de Biomateriales

El crecimiento demografico ha implicado una mayor produccion de materiales, en su mayoria
sintetizados mediante derivados de petrdleo y diversas fuentes no renovables (IPCC, 2001;
Seidel et al., 2001) que generan probleméticas ambientales por la falta de disposicion y lenta
degradacion (FAO, 2003). Actualmente y ante estas problematicas, la poblacion exhibe y
promueve un interés en el desarrollo sustentable, de manera que las industrias responden a las
demandas en base al intento de remplazar los materiales sintéticos por semisintéticos o
naturales, que posean propiedades mecénicas funcionales y que sean biodegradables (Filiciotto
& Rothenberg, 2020); sin embargo, las sintesis de una amplia variedad de materiales
semisintéticos implica la utilizacién de reactivos complejos que muchas veces son corrosivos y
que consecuentemente generan residuos poco eco-amigables (Xiao, 2012). Por esta razon existe
interés en nuevos biomateriales derivados de plantas (Bwatanglang Musa & Yusof, 2020; Philip
etal., 2021). A partir de diversas fuentes vegetales se ha logrado la sintesis de biomateriales con
potenciales propiedades comparables a las sintéticas (Lima-Tenorio et al., 2015; Kopac, Rucigaj
& Kirajnc, 2020). A pesar de esto, muchas plantas son altamente susceptibles a cambios
fisicoquimicos en el suelo. Adicionalmente, de acuerdo con lo reportado en la perspectiva de la
FAO (2003) para la agricultura global 2015/2030, es de esperar que el futuro progresivo debido
al cambio climatico implique una limitada resistencia vegetal limitando su productividad v,
considerando que muchas fuentes vegetales seran poco redituables debido a los efectos de
infertilidad y sequia del suelo, erosion de agua y viento, asi como la salinizacién (degradacion

que se da en el norte de México).

Con la finalidad de conferir resistencia contra las condiciones marginales del medio, se sintetiz6
el triticale mediante técnicas de recombinacion gendmica que permitieron la inclusion de sus
genomas RR, mejorando la resistencia del cultivo (Wilson, 1873; FAQO, 2004; Mergoum et al.,
2019). A pesar de esta propiedad, la principal funcionalidad del triticale es destino al forraje
animal, donde se ha reportado una gran cantidad de espigas no utilizadas (Wrigley & Bushuk,
2017). Por estas razones, actualmente el triticale sigue siendo un cultivo de bajo valor agricola,
que implica un proceso sustentable debido a que es una fuente renovable, por lo cual ha generado

interés en investigaciones mas profundas para su aprovechamiento. Se han estudiado las
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cinéticas de descomposicion térmica de los cultivos con la finalidad bioenergética;
quimicamente posee caracteristicas que permiten la obtencion de bioetanol con mayor facilidad,
implicando su mayor contenido de a-amilasas (Ross & Godfrey, 2012; Wrigley & Bushuk,
2017). Por otra parte, la menor cantidad de nutrientes y otros compuestos de interés reologico
reducen su funcionalidad en la industria de alimentos (McKevith, 2004; Banu et al., 2020). Esto
conlleva a una tercera aplicacion en el &rea de biomateriales; considerando que el componente
mayoritario de un grano es el almidon, seria la principal biomasa aprovechable de las espigas
residuales de triticale. De manera limitada se han reportado estudios en base de almidén de
triticale en la formacion de peliculas para alimentos (Borneo, Alba & Aguirre, 2016; Romero et
al., 2016), termoplasticos que remplacen a los derivados de petréleo (Correa-Pacheco et al.
2014; Minh & Hongbo, 2015), pero solamente un reporte de geles nativos sin actual aplicacion
(Cornejo et al., 2019).

Por otra parte, los hidrogeles son biomateriales demandados actualmente debido la versatilidad
de areas de aplicacion (IMARC, 2022). ElI marcado de hidrogeles se estima que alcance los
15.33 mil millones en 2022, con CAGR (tasa de incremento anual compuesta) del 5% en los
afios 2021-2026 (Cascone & Lamberti, 2019; IMARC, 2022). Pero ha prevalecido el interés en
la innovacién de hidrogeles menos costosos, no toxicos y eficientes que permitan la liberacion
de bioactivos para su absorcion gastrointestinal (excipientes de via oral) (Cascone & Lamberti,
2019; Bwatanglang, Musa & Yusof, 2020). En teoria el triticale presentaria mayor contenido de
granulos -A y -B, con altos porcentajes de amilosa, favorables para una fuerte resistencia
viscoelastica y térmica de un gel (Peng et al., 1999; Navarro-Contreras et al., 2014; Sarka &
Dvotacek, 2017; Tuncel & Tuncaboylu, 2020), ademas una menor cantidad proteica y lipidica
que permite mayor reactividad (Buresova et al., 2010; Cornejo et al., 2018). Con base en las
anteriores caracteristicas, el almidon de triticale permitiria la formacion de un hidrogel natural
de propiedades mecanicas comparables con las reportadas en otras fuentes tradicionales, pero
con la ventaja principal de ser una fuente vegetal renovable, con alto rendimiento de cultivo y
resistente a condiciones de suelo marginales (Lozano et al., 2004; Wrigley & Bushuk, 2017,
FAOSTAT, 2018; Al-Khayri, Jain & Johnson, 2019; Mergoum et al., 2019), ademas de un
menor consumo energético implicado en la sintesis de biomateriales de triticale (Minh &

Hongbo, 2015; De Corato et al., 2018) y la quimica verde por los aditivos totalmente organicos.
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Mediante una recopilacién actual (abril, 2022) en las bases de datos Schoolar Google y Scopus
con palabras claves “’Triticale’’, “’Triticosecale’” y “’X Triticosecale Wittmack’’, se encontro
un maximo de 121,000 y 1,886 reportes, respectivamente y dentro de una limitada area de
estudio, principalmente gendmica, cultivos, composicion quimica y tecnologia de
procesamiento. Por otra parte, mediante una bisqueda con las palabras claves ** Triticale Starch
Biomaterial Film Hydrogel Bioplastic’’ una cantidad total de 26 articulos fueron reportados en
la base de Schoolar Google, comprobando de esta manera la baja implementacién del almiddn
de triticale en el area de biomateriales. Pioneros en el estudio del triticale mencionan el existente
interés colaborativo para contribuir con su amplio estudio, con la finalidad de aprovechar sus
propiedades funcionales (Al-Khayri, Jain & Johnson, 2019; Mergoum et al., 2019). Con base
en lo anterior, se presenta por primera vez una nueva perspectiva de utilizacion del triticale
como fuente de almidén para la sintesis de biomateriales con potencial funcionalidad

biofarmacéutica como un excipiente de via oral.
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HIPOTESIS

La capacidad gelatinizante de los granulos de almidon de triticale (X Triticosecale Wittmack)
hexaploide Eronga permitira la formacién de un hidrogel anidnico con estimulo-respuesta al
factor de pH para una liberacién controlada de albimina de suero bovino en pH gastrointestinal
(~2,3,4,6y7.8).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un hidrogel aniénico a base de almidon de triticale (X Triticosecale
Wittmack) con sensibilidad al factor de pH gastrointestinal (pH~2, 3, 4, 6 y 7.8) para la

liberacion controlada de un modelo de liberacion de albumina de suero bovino (BSA).

Objetivos Especificos

1. Caracterizar mediante técnicas de FT-IR, XRD y SEM la composicion y estructura del

almidon de triticale completo hexaploide de variedad Eronga.

2. Sintetizar un hidrogel anidnico a base de almidén de triticale sensible al factor de pH

gastrointestinal mediante entrecruzamiento por método térmico.

3. Caracterizar el hidrogel anionico mediante técnicas fisicoquimicas (FT-IR y
TGA/DTG), morfoldgicas (SEM) y reologicas de viscoelasticidad (G* y G*”).

4. Determinar la sensibilidad al factor de pH mediante el calculo de difusion aparente (D),
el coeficiente de difusion exponencial (n) y la cinética de reaccion (k) del hidrogel
anionico utilizando BSA como modelo de liberacién en soluciones simuladas de pH
gastrointestinal (2, 3,4, 6y 7.8).
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METODOLOGIA

Materia Prima

Granos de triticale (X Triticosecale Wittmack) completo hexaploide variedad Eronga
(AABBRR) aportados por el laboratorio de bioquimica-DIPA de la universidad de Sonora
(UNISON), los cuales fueron sembrados en el departamento de agricultura y ganaderia (DAG-
UNISON). Para la formacion del hidrogel se utilizé glicerol ACS (Fermont, México), citrato

(DGrace, México) y agua de pureza grado Il para laboratorio.

Etapa I. Obtencion y Caracterizacion de Almiddn de Triticale

(X Triticosecale Wittmack) para la Sintesis de Hidrogeles

Obtencion de Almidén de Triticale

El almidén se obtuvo empleando el método acido descrito por Meredith et al. (1978), que
consistio en colocar 100 g de grano en un recipiente contenido 160 mL de H,O agregando 4 mL
de HCI 1N para inactivar enzimas. La suspension se agitd ocasionalmente en el transcurso de
90 min, posteriormente se neutralizé con 8 mL de NaOH 1N con posterior reposo ~12h/5°C.
Los granos fueron molidos y colocados en H20 para suspender el material. Esta suspension se
cribd en cernidores con un tamafio de malla de 40 a 200 U.S. mesh, lavando varias veces el
material. La suspension de almidén obtenida se centrifugd a 1100 rpm/20 min. Se removié la
capa oscura de parte superior del precipitado. El almidén recuperado se lavo por resuspension
y fue centrifugado nuevamente, repitiendo el proceso hasta la eliminacién de la capa oscura. La
suspension de almidén obtenida fue almacenada a 5°C hasta la sedimentacion del almidén y el
agua de la superficie fue decantada. Posteriormente el almidéon fue secado mediante un horno a

60°C durante 24 h para finalmente ser pulverizado en un molino automatico (Braun brand).
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Morfologia y Caracterizacion Fisicoquimica del Almidon de Triticale

Andlisis de enlaces vy grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

Para la exploracion de los grupos funcionales del almidén antes de su proceso de gelatinizacion
y comparar los posibles entrecruzamientos de la formacién hidrogel aniénico de almidon, se
realizd un anélisis de espectroscopia refractancia atenuada al infrarrojo mediante un
espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum con difractante de diamante. La técnica se efectud
por triplicado, operando a temperatura ambiente (20-25°C). Las muestras fueron sometidas para
su escaneo automatico al espectro infrarrojo directamente para un andlisis de rango de banda
entre 4000 a 500 cm™. Los espectros experimentales fueron observados con ayuda del software

Omnic.

Grado de cristalinidad de granulos de almiddn de triticale por difraccidon de rayos-X (XRD)

Debido a que es un método no destructivo que permite analizar e identificar en base a un haz de
rayos X transmitido, el cual, dependiendo de la organizacion y distancia entre atomos, cierta
parte del haz es absorbida por la muestra, otra serd refractada y dispersada, y una parte se
difractard de acuerdo con la ley de Bragg (Bragg & Bragg, 1913). Fue utilizando un
difractometro Bruker modelo D8 advance con radiacion ka con Cu aplicando 27 mA con 50 kV.
La region de deteccion se realizd a 26 con rango de 5° a 70°. Para determinar el porcentaje de
cristalinidad se siguio6 la formula basada en Nara, Mori & Komiya (1978) (Frost et al., 2009;
Dome et al., 2020).

Ac
(Ac+Aa)

Ecuacién 1. % Cristalinidad =( )(100)

Ac: Area de cristalinidad obtenido por difractograma.

Aa: area amorfa en el difractograma.
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Tamaiio y morfologia de granulos de almiddén de triticale mediante microscopia electrénica de

barrido (SEM)

El almiddn se colocé en una cinta de carbono (medio conductor) y sobre un disco (soportadores)
de Cu, permitiendo el anélisis de las muestras mediante microscopio electronico de barrido
JEOL JSM-5400LV (Peabody, USA) con magnitud de 50-2000X y aplicando 15 kV como
voltaje de aceleracion. Las micrografias (escala 30-300 um) fueron analizadas utilizando el
software ImageJ para el analisis morfologico y la distribucién de tamafios. El software JMP
(version Pro-2014) fue utilizado para el analisis estadistico de los parametros de frecuencia y
longitud de los granulos. A partir de los datos obtenidos se clasifico el tipo de granulo de

almidon de acuerdo con su tamarfio y morfologia.

Etapa Il. Sintesis y Caracterizacion de Hidrogeles Anionicos a base de
Almidon de Triticale (X Triticosecale Wittmack)

Sintesis de Hidrogeles Anidnicos de Almidon de Triticale

El objetivo principal del estudio fue sintetizar un hidrogel anionico con estimulo-respuesta al
factor de pH mediante el entrecruzamiento quimico de almidon de triticale y citrato (agente
entrecruzante) utilizando temperaturas altas para la formacion del enlace covalente; este
producto sensor del pH es Ilamado almidén-citrato. El citrato es una molécula de bajo peso
molecular tricarboxilica con pKa~3.1, 4.7 y 6.4; en comparacion con otros policarboxilos se
reconoce su funcionalidad como agente entrecruzante de geles de almidon debido a que permite
una formacion de estructuras mas expansivas y reticuladas (Seidel et al., 2001; Papagianni,
2007). Considerando un rango aproximado de pH gastrointestinal (2, 3, 4, 6 y 7.8), el arreglo
dimensional de los grupos carboxilo del citrato y sus pKa permitirian la sensibilidad del hidrogel
con grado de hinchamiento y liberacién controlado a dichos pH en base a los principios
Hendersson-Hasselbach (Henderson, 1908; Hasselbalch, 1916). El hidrogel resultante seria un
biomaterial natural, biodegradable, formado por aditivos economicos y aprobados por la FDA
como ingredientes para la elaboracion de excipientes (FDA, 2021). Asi mismo, se considerd la
guia de composicién de excipientes del Consejo Internacional de Excipientes Farmacéuticos

(IPEC, por sus siglas en inglés) para su elaboracion. El biomaterial del estudio clasificaria como
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potencial excipiente de tipo estadndar, dentro de las nuevas modificaciones de excipientes

existentes (IPEC, 2020; VVan der Merwe et al., 2020), que por su naturaleza podria ser utilizado

como sistema de proteccién y liberacidn via oral de bioactivos con grupos funcionales cationicos

o de pKa>4 para ser absorbidos a pH intestinal.

Mecanismo de reaccién de almidon citrato. Mediante un tratamiento térmico (90°C<) el citrato

pierde dos moléculas de agua con formacion de aductos y consecuente formacién del citrato

anhidro, el cual permite la formacion de dos enlaces éster con el almidon para su estabilizacion,

formando el producto final llamado almidon-citrato entrecruzado, este entrecruzamiento (Wing,

1996; Tharanathan, 2005) puede ser fisico o quimico.
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Figura 5. Mecanismo de reaccion de almidon-citrato entrecruzado.
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Método general de preparacion

La preparacion del hidrogel consistio en proporciones del 5y 7% (P/y) de suspension de almiddn

de triticale en agua destilada en base a estudios previos (Seidel et al., 2001; Moad, 2011; Chuang
etal., 2017; Perez et al., 2018; Nawaz et al., 2020) con proporciones 1:1y 1:05 almidon:citrato,
adicionando glicerol para aumentar la plasticidad y estabilidad fisica del biomaterial. Se
utilizaron vasos precipitados de 50 mL (42.1 mm de didmetro) como contenedores para la
suspension de almiddén con citrato, la cual fue sonicada durante 30 min para una mayor
separacion y ruptura de los granulos. Seguidamente fue adicionado glicerol con posterior
agitacion magnética durante 20 min/110 rpm. Finalmente, los contendores son colocados en
bafio de agua (90£1°C) en un tiempo dependiente de la cantidad de muestra requerida y son

refrigerados durante 5 dias/5°C.

Analisis Cualitativo de los Hidrogeles a la Resistencia de pH Acido

Modelos en base a mecénica estadistica, dindmica y otros se han disefiado con la finalidad de
comprender los fendmenos de estimulo de los hidrogeles y su respuesta de hinchamiento y
contraccion, por esta razon un analisis cuantitativo seria complejo y no comparativo (Bertrand
et al., 2016; Fennell & Huyghe, 2019), sin embargo, con la finalidad de limitar el namero de
muestras no anibnicas, fue realizado un ensayo de evaluacion cualitativa de
resistencia/degradacion a pH acido. Laminas de hidrogel (dimensiones: 10 mm largo, 6 mm alto
y grosor de 2 mm) fueron introducidas individualmente en tubos de ensayo (13x100 mm)
adicionando 3 mL de solucién &cida (HCI, pH~2, 3 y 4). Una vez adicionada la solucién &cida
se realiz6 un monitoreo cada 30 min durante 3.5 h. De manera cualitativa fue seleccionado el
hidrogel con menor degradacion gradual, observando si se presentd separacidn por capas y/o
particulas suspendidas dentro de un intervalo de 2 h (simulando el tiempo de exposicién al jugo

gastrico). El ensayo se realizd mediante un analisis cualitativo cuadruplicado.
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Morfologia y Caracterizacion Fisicoquimica de Hidrogeles

Enlaces v grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FT-IR)

Se realiz6 un analisis de espectroscopia infrarroja con la finalidad de observar el
entrecruzamiento del citrato de almidén durante la formacion hidrogel anionico. Fueron
colocados cubos de ~0.1 mm?3 de hidrogel en un espectrofotdmetro FT-IR/FIR Frontier (Pike
Technologies, Perkin Elmer brand) operado a temperatura ambiente (20-25°C), y mediante un
rango de banda de 4000 a 400 cm™ se obtuvieron los espectros IR que permitieron la
identificacion de grupos funcionales por la vibracion molecular en los enlaces. El analisis se

realizé de forma triplicada.

Estabilidad térmica y cambio de masa mediante analisis termogravimétrico (TGA)

Mediante un estudio termogravimétrico se obtuvo el comportamiento de la termo-degradacion
de los hidrogeles y la materia prima. Para el anlisis se colocaron 3-3.5 mg de muestra de manera
individual en crisoles de cerdmica, posteriormente introducidos en un analizador
termogravimétrico Pyris 1 TGA (Perkin Elmer) con atmosfera controlada de N2 y un sistema

constante de calentamiento mediante el flujo de 10°C/min mediante temperatura de 25-600°C.

Energia de activacion de la reaccion de degradacion térmica mediante TGA/DTG

Fue calculada la energia de activacion en las distintas degradaciones térmicas de los materiales
utilizando los graficos TGA/DTG, donde la forma de representacion se baso en la ecuacion de
Arrhenius en conjunto con la integracion de las derivadas y la aplicacion de la propiedad de

logaritmos mediante el método de Coats & Redfern (1964) para una reaccion de orden n=1:

—-Ea
Ecuacion 2. k=Ae®Rr 0 Ink=InA _i_;

Donde:
K, razén constante de reaccion.
A, factor pre-exponencial (min=1).

Ea, energia de activacién (ﬁ).

R, constante universal de gases (8.314 ! ).
mol-K

T, temperatura absoluta (°K).
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Aplicando derivadas para el estudio del cambio en la reaccion se obtiene:

da
d ﬁ —_— —Ea
d_‘z = % =k(T) " f(a) = AeRT - f(a)

Donde Z—': es la derivacion de la razén de cambio de peso (a) en el tiempo (t). Considerando que

0+

el radio de conversion del cambio de peso es a= MV/V , donde wy es el peso inicial de la muestra
f

W,
W0+
registrado, w el peso actual en cualquier punto del termograma, w el peso final después de la

termodegradacién. g representa el flujo de calentamiento el cual es constante en el presente

estudio (2—: = 10°C - min~1), y considerando la funcién f(a)=1-a.

La integracién da la nueva funcion g(a):

da A (T -Ea
g(a)= Om=E‘L€RTdT

Y aplicando las propiedades logaritmicas:

(In(1 —a)) AE,\ E,
(-5 2

Donde la forma de representacion grafica en base al TGA/DTG sera:

In <_(ln(1T—2—a))>; ejeY

1 X
T eje
A partir de la regresion lineal es posible calcular la Ea mediante la interseccion y la pendiente

_E -
los cuales representan [nA y Ta de manera correspondiente.
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Andlisis morfoldgico mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Previo al analisis morfologico se aplicé un tratamiento de liofilizacion a cubos de hidrogel ~0.1
mm? mediante una deshidratacion instantanea en frio (-125°C) utilizando nitrégeno liquido
(777-cryo, Brymill cryogenic systems brand) durante 1 min, siendo introducidos de forma
inmediata a un equipo liofilizador de capacidad 4.5L/-50°C (Labconco brand) durante 24 h. Las
muestras liofilizadas fueron colocadas de manera individual en cintas conductoras de carbono
montadas en un disco (soportador) de Cu, y mediante tincién con Ag diluida en acetona se cubrid
el contorno de las muestras permitiendo un andlisis de magnitud 200-1000X utilizando un
microscopio electrénico de barrido (JEOL, modelo JSM-5410LV) equipado con sistema EDS

(Oxford, modelo X-max) y operado con voltaje de aceleracion de 20 kV.

Caracterizacion Reoldgica de Hidrogeles y Xerogeles

Caracterizacién viscoelastica mediante andlisis de los médulos elastico (G’) y viscoso (G”*)

Fueron utilizadas dos versiones del biomaterial en el andlisis: hidrogeles preparados de en base
a la descripcién del apartado de sintesis, pero refrigerados durante 24h/5°C, y su version en
xerogeles (hidrogeles deshidratados y erosionados por accion natural del medio ambiente
después de su sintesis y refrigeracion a 5°C/5 dias) colocados a 25-27°C/22 dias.

Se analiz6 el mddulo de almacén de energia (elastico, G”) y de pérdida-disipacion de energia
(viscoso, G’’) mediante un redémetro hibrido HR-2 (TA Instruments) de doble placa (40 mm
diametro) en posicion paralela, proporcionado por el departamento de polimeros del Centro de
Investigacion en Alimentos y Desarrollo (CIAD, campus Hermosillo). Se colocaron muestras
de 0.5-1 g de hidrogel y discos de xerogel (diametro 27.5-30 mm, grosor 1.8-3.5 mm) sobre la
placa inferior, aplicando espacios (gap) de 1000 y 1267 um, respectivamente. Las muestras
fueron cubiertas con parafina sobre los contornos de las placas, evitando su evaporacién total.
Las condiciones para el analisis de los mddulos en los barridos de tiempo, frecuencia y
deformacion fueron mediante tiempos de oscilacion de 30 min/25°C con tension oscilatoria
constante del 5% y 0.25 Hz; frecuencia de oscilacion de 0.01-10 Hz con tension constante del

5%; y amplitud de oscilacion de 0.25 Hz con tension oscilatoria de 0.02-20%.
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Etapa I11. Ensayo de Sensibilidad al Factor de pH de Hidrogeles Anidnicos

mediante Difusion Aparente de Proteina

Para analizar el comportamiento de difusion de los hidrogeles anionicos y verificar su
sensibilidad al factor de pH gastrointestinal se utilizd una combinacion de la metodologia de
liberacion de proteina descrita en Carvajal et al. (2005) en base la 2% ley de Fick (Crank, 1975;
Ritger & Peppas, 1985, I, I1) y el ensayo de proteina Hartree-Lowry (Lowry et al., 1951; Hartree,

1972) para la cuantificacion de proteina mediante una respuesta de absorbancia lineal UV-Vis.

Se utilizé albumina de suero bovino (BSA) como proteina modelo de liberacién considerando
principalmente su estabilidad conformacional en solventes con rango de pH 4-10 (Raj &
Flygare, 1974; Reyes et al., 2002; Michnik et al., 2005; Raghuwanshi et al., 2020).
Adicionalmente, existe interés en el estudio de difusion de proteinas terapéuticas administradas
via oral, donde los estudios preclinicos se basan en modelos de proteinas mas econémicos,
accesibles, no toxicos y biocompatibles. Por dichas razones el modelo BSA ha sido estudiado
como proteina estandar en diferentes condiciones experimentales de liberacion y adsorcion con
biopolimeros (Amsden, 1998; Dimitrov, 2012; Benavidez & Garcia, 2013; Hettiaratchi et al.,

2018), haciéndola una candidata funcional para el estudio preliminar de difusion.

Capacidad de Liberacion de los Hidrogeles Aniénicos mediante la Determinacion del

Coeficiente de Difusion Aparente (D,,) de Proteina

El movimiento de las particulas por difusion tiene un amplio alcance de estudio dentro de la
biotecnologia, y es necesario comprender estos movimientos para desarrollar y mejorar los
sistemas de liberacidn de bioactivos. La difusidn es referente a un mecanismo de transporte
molecular debido a un gradiente de concentracion, y en los excipientes la difusion es
dependiente de la composicion polimérica del material, del tiempo y del gradiente de
concentracion del compuesto difusivo (Hoffman, 2012; Macha et al., 2019). El comportamiento
de difusion se puede interpretar en base a modelos matematicos de la 1 y 29 |ey de Fick, los
cuales son interpretados en el libro de Crank (1975). Dichos modelos han permitido obtener
diferentes formas de analizar el comportamiento de difusion de manera mas especifica para
areas particulares; en la farmacéutica, formulas empiricas méas sencillas como la desarrollada

por Ritger & Peppas (1987 I, Il) se han utilizado para analizar de manera conjunta el
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comportamiento de difusion de polimeros y la liberacién de bioactivos, describiendo su
coeficiente de difusion (D,,), asi como la importancia del exponente difusional (n) el cual esta

relacionando al mecanismo de transporte.

Siguiendo la metodologia de Carvajal et al., (2005), se estudio la naturaleza difusiva del hidrogel
anionico a partir de la liberacién de BSA, permitiendo clasificar su comportamiento fickiano o
no fickiano segun la 24 ley de Fick (Crank, 1975) mediante la formula exponencial desarrollada

por Ritger & Peppas (1987 I, I1) la cual estd adaptada a polimeros:
Ecuacion 3. —t = kt"

Donde:

M, representa la masa de proteina liberada en un tiempo t.
M, es la masa de proteina liberada en el tiempo que se aproxima a infinito (también
interpretado como la concentracion de proteina en el polimero en t=0).
k  es la constante cinética que incorpora caracteristicas del polimero y la molécula
difusiva (unidades dependientes del orden de reaccion).
n  es el exponente difusional caracteristico del sistema relacionado al mecanismo de

transporte (adimensional).

A pesar de la facilidad de aplicacion de la Ec. 3 a los modelos experimentales debe tenerse en
consideracién gue su utilidad esta limitada en que solamente el 60% de la liberacion fraccional
es representativa, y el polimero no debe presentar un grado de hinchamiento mayor al 25% de

su volumen original.

Fase 1. Carga de proteina BSA en el hidrogel aniénico

Los hidrogeles abarcaron una superficie estricta de 42+0.01 mm de diametro y 0.42+0.05 mm
de grosor dentro del contendor. Sobre la superficie se inyectaron 500 pL de una solucion stock
de proteina (5,000 ug BSA/50 mL buffer citrato-fosfato 0.05 M) y durante 12 h/25-27°C
permanecieron en un mixer (mini blot mixer, VWR) con agitacién tangencial a 18 rpm. Se

realizé un duplicado para cada hidrogel.
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Fase 2. Difusién gradual de proteina BSA en sistemas de pH gastrointestinal

Una vez cargado el hidrogel con BSA fueron adicionados gentilmente 6 mL de una solucion de
pH especifico (simulando el pH gastrointestinal desde 2, 3, 4, 6 y 7.8; flujo gastrico con
soluciones HCI [0.01-0.05 M] e intestinal con buffer NaHPO4 [0.075 M]/KH2PO4 [0.075 M])
para ser recuperados posteriormente mediante decantacién a los 30 min, evitando cualquier
movimiento y ruptura del hidrogel. El proceso de adicion y recoleccion se repitié cada 30 min

hasta completar 3.5 h en rotacion tangencial (18 rpm).

Fase 3. Cuantificacién de proteina BSA mediante espectrofotometria UV-Vis

Los sobrenadantes recolectados contenian la proteina liberada en los respectivos intervalos de
tiempo, y en base al ensayo de proteina Hartree-Lowry (Lowry et al., 1951; Hartree, 1972) el
BSA liberado se cuantificé utilizando su complejo proteico formado (azul molibdeno/tungsteno)
con respuesta de absorbancia de banda a 650 y 700 nm mediante un NanoDrop™ 8000 (Thermo
Fisher). Para el célculo de concentracion se utilizd una curva de calibracion desde 20-5,000 pg
con un coeficiente de determinacion R?= 0.9399. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Fase 4. Célculo de difusion aparente (D)

2
Para analizar el movimiento difusivo (%) de BSA desde el hidrogel en los diferentes sistemas

de pH fue calculado el D,,, mediante una ecuacion ajustada a la Ec. 3 desarrollada por Ritger &

Peppas (1987, I1) para polimeros delgados con grado de hinchamiento:

172
Ecuacion 4. M — 4 (M)

Donde:

M; La “liberacion fraccional” sera representada por la pendiente de la ecuacién de

“  regresion lineal resultante de la graficacion entre la liberacién acumulada de proteina

(mg) vs la raiz cuadrada de tiempo (s/2).
Dm coeficiente de difusion aparente (”:—2).
t  Tiempo de liberacion (s).

L Grosor inicial del hidrogel (cm).
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Este modelo presentado de liberacién Fickiana es dependiente de la geometria del material y de
las condiciones de inmersion adecuadas (sink conditions); con dicha finalidad, el grosor (L) del
hidrogel debe tener una unidad de medida 10 veces menor que el didmetro (D) del hidrogel
dentro del contenedor, asi como utilizar un volumen de solucion 10 veces mayor para un

correcto flujo en gradiente evitando saturacion.
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DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Con la finalidad de corroborar la sensibilidad en los hidrogeles (de manera individual) al pH
gastrointestinal, el estudio estadistico se basd en una combinacion de analisis exploratorio de
datos seguido de un método ANOVA unidireccional (disefio completamete al azar)
complementando con la prueba Tukey-Kramer HSD (honestly significant difference) para la
comparacion de medias en base a la diferencia significativa. Los analisis fueron considerados
significativos mediante un 99% como nivel de confianza (a. < 0.01). Adicionalmente, se analiz6
el coeficiente de correlacion de Pearson (r) mediante una confianza del 95-99% (0.01< a <0.05)
para la correlacion entre la liberacion gradual de los materiales con los cambios de pH. Fue
utilizado el programa JMP-version 14.0 de SAS (2018) para los estadisticos, asi como el
programa de Origin Pro-version 9.0 (2012) y SigmaPlot-version 14.0 de SYSTAT (2018) para

el disefio de graficos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Etapa I. Caracterizacion de Almidon de Triticale (X Triticosecale Wittmack)
para la Sintesis de Hidrogeles
Morfologia y Caracterizacion Fisicoquimica del Almidon de Triticale

Andlisis de enlaces v grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

La Figura 6 ilustra las bandas de absorbancia por la vibracién infrarroja de refractancia atenuada
(FR-IR) del almiddn de triticale completo hexaploide variedad Eronga. En almidones las bandas
desde 950 a 1075 cm™ se consideran las huellas dactilares debido a que son las que mas varian
en base a las diferentes propiedades fisicoquimicas de las fuentes de almidén (Sevenou et al.,
2002). Se identificaron los grupos funcionales carbono con carbono (C-C) con bandas de
absorbancia entre 900-400 cm™ respectivos de cicloalcanos, asi mismo, una banda en 930 cm™
debido al enlace glucosidico C-O-C (a-1,4) y una banda de mayor transmitancia por vibracién
de un estiramiento en el enlace C-O entre 900-1250 cm™ (Luo et al., 2021). Dentro de la zona
dactilar en ciertos almidones se han podido identificar bandas caracteristicas en 1047 y 1022
cm™ en los que se ha estudiado la cristalinidad y la zona amorfa respectivamente, por ser
sensibles al cambio de intensidad debido a la gelatinizacion (Sevenou et al., 2002), sin embargo,
no se presentaron dichos picos representativos, pero si bandas en 1078 y 1150 cm™ en los cuales
se ha reportado un doblamiento vibracional de enlaces C-C y C-O, los cuales podrian
relacionarse a la cristalinidad de manera indirecta en el almiddn en base al mayor plegamiento
de las cadenas poliméricas, disminuyendo asi la intensidad de vibracion en comparacion con los

hidrogeles.

Se identifico estiramiento vibracional del enlace C-H del grupo metileno (CH.) y vibracion
molecular -OH, posiblemente causada por doblamiento de moléculas de agua, con sefiales en
1465 cm™ y entre 1640-1630 cmt, respectivamente. Se piensa que esta zona es caracteristica
del agua dentro del almidén en las zonas amorfas de las cadenas de amilosa (Kizil, Irudayaraj
& Seetharaman, 2002; Luo et al., 2021). Finalmente, se identifico al grupo funcional hidroxilo
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(-OH) y el enlace sencillo carbono-hidrégeno (C-H) debida a una posible formacion de puente
hidrogeno (C-H-O-H), con picos de 3400-3300 cm™ y 2950-2800 cm™, respectivamente; estos

espectros son caracteristicas en los almidones y las menos variables (Sevenou et al., 2002).

A partir de una busqueda en Scholar Google, hasta la fecha (enero, 2022) no han sido publicados
reportes sobre andlisis IR en almiddn puro/aislado de triticale; a pesar de que se ha realizado
espectroscopia del infrarrojo cercano en triticale, su estudio no ha sido enfocado al almidon
(Fontaine et al., 2002; Arslan et al., 2020). Los resultados fueron similares a los reportados en
diferentes fuentes de almidones a partir de las referencias de Sevenou et al. (2002), Musa et al.,
(2013), Warren et al. (2016), Karwasra et al. (2017), Luo et al. (2021), asi como tablas oficiales
para FTIR (Smith, 2011; Vahur et al., 2016).
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Figura 6. Espectro FTIR de refractancia atenuada del almiddn de triticale completo hexaploide
variedad Eronga. eVibracion debida a un estiramiento y flexion molecular. ®Vibracion debida a
un doblamiento molecular.
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Grado de cristalinidad de granulos de almiddn de triticale por difraccion de rayos X (XRD)

En la Fig. 7 es ilustrado el patron arrojado por la difraccion de rayos X del almidon de triticale
completo variedad Eronga. Picos de alta intensidad se presentaron en 20=12.59°, 26=16.59°,
17.43°, 18.16°, 19.47°, 23.46° y 34.54°, con un porcentaje de cristalinidad del 29.26%. Las
sefiales presentadas son caracteristicas de la cristalinidad con patron tipo-A que es una estructura
mas densa con cadenas paralelas localizadas en un plano monoclinico y el cual presenta mayor
contenido de amilosa que permite una estructura mas organizada, donde se ha reportado que las
cadenas de amilosa reducen la energia necesaria para disrupcion de las zonas cristalinas y
permitiendo una mejor retrogradacion (Hizukuri, 1986; Hancock & Tarbet, 2000; Pérez &
Bertoft, 2010; Alcézar-Alay & Meireles, 2015; Biduski et al., 2018). La semicristalinidad del
almidon es debido principalmente al arreglo espacial de las ramificaciones de amilopectina
(cadenas largas y cortas -B, una cadena -C con el grupo reductor y ramificaciones -A) en donde
dos cadenas -B en forma de hélice se empacan en una doble, formando asi las zonas cristalinas;
considerando que el tipo-A presenta menor cantidad de unidades glucosidicas en las cadenas de
amilopectina (generando menor cantidad de empaques cristalinos) (Hizukuri, 1986; Ratnayake
& Jackson, 2008; Jane, 2009), esta condicion podria diferenciar la propiedad de gelatinizacion
en términos de menor cantidad energética necesaria para disociacion de dobles hélices
agrupadas permitiendo una inicial absorcion y retencién de agua en las zonas amorfas de manera
mas réapida. Adicionalmente, ya se ha correlacionado este arreglo espacial con la formacion de
geles y peliculas mas resistentes (Ao & Jane, 2007; Frost et al., 2009; Pérez & Bertoft, 2010).

Por otra parte, en almidones nativos los porcentajes de cristalinidad pueden variar entre un rango
del 14-45% donde a mayor cristalinidad menor reactividad y resistencia mecanica (Dome et al.,
2020). Se han reportado porcentajes de cristalinidad del 11-29% en peliculas resistentes a bse
de almidodn de triticale, donde la mayor cristalinidad y cantidad de glicerol como plastificante
permitid una mayor efusividad y conductividad térmica (Correa-Pacheco et al., 2014), sin
embargo, en la formacion de hidrogeles no solo depende el tipo de almidon, sino también a
diversos factores que hacen complejo su estudio debido a que son materiales dinamicos. La
cristalinidad fue similar a otros almidones de triticales y otras fuentes reportadas (Zhang et al.,
2013; Cornejo et al., 2019).
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26 (grados Theta)

Figura 7. Difractograma de rayos X de almiddn de triticale Eronga. # Sefiales cristalinas y zona
amorfa para el calculo de cristalinidad.
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Distribucién de tamaiio y morfologia de granulos de almidoén de triticale mediante microscopia

electrénica de barrido (SEM)

Las micrografias de mayor escala (100-300 um) permitieron la obtenciéon de muestras
representativas con finalidad de calcular una distribucién aproximada del tamafio de granulos
de almidén de triticale utilizando un anélisis exploratorio de datos. Mediante las micrografias

de menor escala (30-60 um) fue posible el analisis morfologico.

Distribucién de tamafios de los granulos de almidon. Mediante las micrografias A-B (Fig. 8) se
tomaron en consideracién 1,037 y 360 granulos representativos, respectivamente. Los resultados
de frecuencias de longitud y area superficial de los granulos de almidon de triticale se presentan
en la Tabla 2. En la micrografia A se presentd una distribucién normal de tamafos, mientras
qgue en B una distribucidon sesgada a la derecha. De manera profunda, en base al analisis
estadistico los granulos tipo-A (>10 um) predominaron en ambas micrografias, seguido de un
tamanio tipo-B (6<10 um) y en menor frecuencia los tipo-C (<5 um). Generalmente en triticale,
trigo, centeno y cebada los granulos son reportados como tipo-A de tamafio (Singh et al., 2010).
Para el caso del presente estudio, la correlacion que se ha reportado sobre el tamafio tipo-A y
cristalinidad tipo-A, son factores determinantes y en teoria funcionales para la obtencién de un
hidrogel con propiedades fisicoquimicas aceptables que permiten su estabilidad fisica con facil
capacidad de reaccién (Peng et al., 2000; Pérez et al., 2004; Ao & Jane, 2007; Singh et al., 2010;
Cornejo et al., 2019).

Tabla 2. Distribucion de tamafios de los granulos de almiddn de triticale.

Escala Longitud (um) Area superficial
fimin f media f max Media media (um?)

300 pm 4.0-115 11.5-206  20.6-35.7 16.2+ 6.1 243.7 +160.3

100 pm 2.7-4.7 4.7-17.0 17.0-30.7 109+7.1 126.4 +134.0

NEscala:300 p,m:l,037 (888 tipO'A, 135 tipO'B, 14 tlpO-C)
NEscata: 100 ym=360 (166 tipo-A, 75 tipo-B, 120 tipo-C).
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Morfologia de los granulos de almidon. Para el andlisis morfolégico se tomaron en
consideracion todas las micrografias de la Fig. 8, donde las micrografias C (escala: 60 pm) y D
(escala: 30 um) representaron la descripcion morfoldgica a detalle. Fueron observados granulos
de almidon de triticale en diversos tamafios con formas ovaladas, esféricas e irregulares con
zonas convexas (0 concavas). Segun la bibliografia, los granulos tipo-A presentan formas
ovaladas-lenticulares, mientras que en los tipo-B predomina la forma esférica (Kulp, 1973;
Evers, 1973; Soulaka et al., 1985; Bechtel et al., 1990; Bertolini et al., 2003). Esto concuerda
con las micrografias, donde los granulos de mayor tamafio clasificados tipo-A (22.840 y 23.689
um) en la micrografia D presentan formas ovaladas, y los granulos de menor tamafio tipo-B
(3.360 y 4.091 pum) una forma esférica. También se observaron conglomerados de almidon
debido a las trazas de lipidos y/o proteinas los cuales pueden ser polares (presentes en la
superficie de los granulos) y no polares (presentes en cavidades o canales) (Konopka,
Rotkiewicz & Tanska, 2005), sin embargo, en base al analisis de FT-IR en hidrogeles (Fig. 11,
pg. 70) fue posible comprobar que las trazas de impurezas no son representativas en la muestra,
debido a que no se presentaron patrones vibracionales de enlaces amino ni carboxilo.
Finalmente, en la superficie de los granulos también se encontr porosidad (Fig.8C) la cual

dependiendo de la aplicacion puede ser o no favorable (Quian et al., 2011; Liu et al., 2018).
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Figura 8. Micrografias de los granulos de almiddn de triticale Eronga. ~"®Representativas en la
distribucion de tamafio de los granulos de almidon. ©PRepresentativas en la morfologia.
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Etapa Il. Sintesis y Caracterizacion de Hidrogeles Anionicos a base de
Almidon de Triticale (X Triticosecale Wittmack)

Sintesis de Hidrogeles y Anélisis Cualitativo de Resistencia Aparente en pH Acido

Los hidrogeles son materiales dinamicos, haciendo complejo su estudio y muchas veces no
replicable si no hay precision, por dicha razon es fundamental la estandarizacion de la sintesis
mediante factores 6ptimos (Ahmed, 2015). En la sintesis preliminar se observé el efecto de los
aditivos naturales en la suspension de almiddn; el citrato generd un efecto plastificante mientras
que el glicerol aporto viscosidad permitiendo una mayor retencion de agua. Mediante la Fig. 9
se ilustra la comparacion fisica entre los efectos de concentracion almidon:citrato:glicerol con
mismo tratamiento térmico (bafio de agua 90°C), donde es posible apreciar que los materiales
nativos sin citrato presentaron una estructura poco maleable con presencia de fracturas
irreversibles, mientras que los experimentales mejoraron su estabilidad fisica, permitiendo
flexibilidad y estiramiento. Las proporciones debian ser las dptimas junto con el tratamiento
previo de sonicacion para la mejor ruptura y separacion de granulos de almidoén, asi como la

agitacion y el tratamiento térmico.

~,

XG Nativo:
0.35 g Almidon
5 mL Agua

XG Nativo ¢/n Glicerol:
0.35 g Almiddn

5 mL Agua

0.5 mL Glicerol

Figura 9. Efectos fisicos debido a la adicion de plastificantes en el estudio preliminar de sintesis

de hidrogeles de almidon.

0.35 g Almidon
0.35 g Citrato
4.5 mL Agua
0.5 mL Glicerol

0.35 g Almidon
0.175 g Citrato
4.5 mL Agua
0.5mL

0.35 g Almidon
0.35 g Citrato
4.25 mL Agua
0.75 mL Glicerol

0.35 g Almiddn
0.175 g Citrato
4.25 mL Agua

0.75 mL

0.35 g Almidon
0.35 g Citrato
4..0 mL Agua
1.0 mL Glicerol

0.35 g Almidon
0.175 g Citrato
4..0 mL Agua
1.0mL




Partiendo de una serie de combinaciones experimentales en base a los factores de concentracion
de almidon, efecto de plastificantes, tipo y tiempo de tratamiento térmico, accion mecanica,
tiempo de almacenamiento y dimension de contenedores se obtuvo la sintesis de cinco muestras
de hidrogeles fisicamente estables (Tabla 3). Los hidrogeles seleccionados no presentaron
erosion (separacion en capas laminares ni suspension de particulas) aparente en disoluciones de
pH &cido (2, 3y 4) durante 3.5 h.

Tabla 3. Factores 6ptimos para la sintesis de hidrogeles anidnicos a base de almidon de triticale

Concentracion Tratamiento Térmico Agitacién  Sonicacion
(Bafio de Agua,90°C+1)  Magnética
Etiqueta
Almidén Citrato Glicerol  Agua Tiempo Tiempo
(9) (9) (mL) (mL) (min) (min)
Nativo 0.35 - 0.50 4.50 9
| 0.25 0.125 0.50 4.50 13
I 050 450 20 30
I 0.35 0.175 0.75 4.5
v 1.00 4.00 12
\ 0.35 0.35 0.50 4.50 9

Proporcion de almidon: 1 (5% P/,,), N-V (7% P/,,).

Proporcion Almidon:Citrato I-1V(1:05),V (1:1).
En la sintesis fue fundamental observar las caracteristicas fisicas del hidrogel durante y después
de su formacion, porque son materiales dindmicos que presentan movimientos contractiles para
su estabilizacion (Larrea-Wachtendorff, Del Grosso & Ferrari, 2022), siendo el tratamiento
térmico (90°C) y el tiempo de almacenamiento en refrigeracion (120 h/5°C) los factores
relevantes a controlar, mismos que permitieron los procesos de gelatinizacion y retrogradacion
caracteristicos. La refrigeracion (5°C) durante 120 h permiti6 que los hidrogeles presentaran un
grosor y diametro de ~6.09£0.52 mm y ~39+0.16 mm respectivamente, dimensiones que
posteriormente se redujeron en 2.74+0.47 y 31.08+3.91 mm debido al efecto de retrogradacion
en temperatura ambiente (25°C) durante un mes (Fig. 10). A pesar de que los resultados fueron
aceptables es necesario optimizar el proceso de sintesis para lograr una estable retrogradacion
mientras se reduce el tiempo de almacenamiento el cual es una desventaja en estos tipos de

materiales naturales.
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Gelatinizacion — Refrigeracion — Retrogradacion

Figura 10. Cambios de un hidrogel anionico de almidon de triticale debido a la refrigeracion,
retrogradacion y almacenamiento a 25 °C. “Efecto de la gelatinizacion y retrogradacion.
BDimension (mm) de grosor y diametro después de un mes de almacenamiento a 25°C.

En la suspensién de almidon el agua presenta el mayor potencial quimico, siendo atraido a las
cadenas poliméricas de los granulos por la interaccion puentes hidrégeno y fuerzas Van Der
Waals, permitiendo una primera atracciéon dentro del sistema (Fennell & Huyghe, 2019). El
proceso de gelatinizacién comenzo6 con la aplicacion de energia térmica a los granulos de
almidon en la suspension para la absorcion y retencion del agua, presentandose un proceso
endotérmico. En las zonas amorfas del granulo el enlace intermolecular entre cadenas amilosa
es débil, en donde el efecto de su ruptura debido a temperatura debajo de la T4 (generalmente
menor a 60°C) resulta en una mayor movilidad de las cadenas permitiendo asi la exposicion de
sus grupos hidroxilo que posibilitan la interaccion con agua mediante puentes hidrogeno
(Ratnayake & Jackson, 2007; Ratnayake & Jackson, 2008; Fennell & Huyghe, 2019).

Después de la dispersion de las cadenas de amilosa las hélices empacadas de amilopectina se
vuelven mas susceptibles, sin embargo, la fase cristalina seguiria intacta. A una temperatura
mayor al T4 (arriba de 60°C) se presenta la desintegracion del arreglo paralelo helicoidal de las
cadenas ramificadas de amilopectina, que por la mayor energia cinética del agua se forman
puentes hidrdgeno con las cadenas dispersas, perdiendo asi las zonas cristalinas en un proceso

irreversible y permitiendo la retencion de agua (Tako et al., 2014; Fennell & Huyghe, 2019;
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Donmez et al., 2021; Wang et al., 2021). El movimiento del agua puede ser gobernando por su
potencial quimico motriz en un intento de encontrar la estabilidad mediante un rearreglo con las

cadenas de amilosa y amilopectina (Desam et al., 2018; Donmez et al., 2021).

La gelatinizacion puede verse afectada por la proporcion almidon:agua, asi como la temperatura,
por lo que si esos parametros no son bien equilibrados no se logra una correcta gelatinizacion,
la cual puede afectar en la retrogradacion (Alcazar-Alay & Meireles, 2015). El tratamiento
hidrotérmico de 90°C es un proceso no destructivo que no solamente permitio la gelatinizacion
de los granulos de almidon sino también su modificacion, donde la elevada cantidad de grupos
hidroxilo de las cadenas poliméricas permitio la formacion de enlaces covalentes entrecruzados
con citrato. La formacién del sistema aniénico fue confirmada mediante las técnicas de
caracterizacion y difusion, la cual es discutida en los apartados siguientes. Adicionalmente, la
modificacion del almidon con citrato ha sido ampliamente estudiada para la obtencion de
hidrogeles y peliculas, reportando un amplio rango de temperatura (80-165°C) debido a las
diferentes formas experimentales del proceso (Wing, 1996; Xie & Liu, 2004; Tharanathan,
2005; Reddy & Yang, 2010; Halpern et al., 2013; Ma et al., 2015; Duquette et al., 2019).

El mecanismo para la obtencion del hidrogel anidnico se basé en una reaccién de esterificacion,
donde dos grupos carboxilo de una molécula de citrato permite la formacion de dos esteres
mediante su interaccion con grupos hidroxilo expuestos del almidon (Duquette et al., 2019). El
producto de entrecruzamiento se conoce como citrato de almidon entrecruzado y su formacion
comienza cuando cierta cantidad de energia posibilita la formacion de una molécula de citrato
a citrato anhidro, el cual en un primer paso es facilmente atraido a las unidades anhidroglucosas
de cadenas poliméricas debido a los grupos hidroxilo que permitiran una primera reaccion de
esterificacion; el producto resultante se conoce como citrato de almidén. Con la continua
absorcion energética se produce la segunda reaccidén de esterificacion resultando en una
molécula diéster llamada citrato de almidon entrecruzado (Wing, 1996; Tharanathan, 2005). La
molecula final contendria un grupo carboxilo que funcionaria como el sensor de pH,
permitiendo el hinchamiento por arriba de aun pKa~3.1, 4.7 0 6.4, principalmente en un pH
alcalino, debido a la repulsion idnica que se creara entre las cadenas poliméricas. En la Fig. 11

se presenta una ilustracion basica de la esterificacion entre el citrato y almidon.
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Figura 11. Interaccion molecular hipotética en el hidrogel anidnico de almidén de triticale.
Adaptacion modificada de reaccion de almidén-citrato a partir de Wing (1996) y Tharanathan (2005).

Dentro del hidrogel coexiste un sistema complejo de reacciones debido a las diferentes
posibilidades de reaccion con los grupos hidroxilo de almidén y glicerol. Considerado lo
anterior, el citrato pudo reaccionar mediante esterificacion con el glicerol, donde dicho
entrecruzamiento ya ha sido reportado en temperaturas de 90-130°C (Halpern et al., 2013). Si
este tipo de esterificacion predominara no existiria una sensibilidad pronunciada o distinguida
entre las liberaciones en los diferentes sistemas de pH debido a que las cadenas poliméricas del
almidoén no presentarian un estrés iénico significativo para la liberacion en medio alcalino
(Rizwan et al., 2017). A pesar de las conjeturas anteriores la formacion del sistema aniénico
(mediante el almiddn citrato) fue confirmada después mediante un 99% de confianza con el

ensayo de sensibilidad al factor de pH mediante el comportamiento difusivo (Etapa I11, pg. 94).

Considerando que la temperatura y el tiempo de calentamiento pueden variar para hacer 6ptimo
el entrecruzamiento, se utilizé una temperatura de 90°C debido a que se observo que la cantidad
de materia permitia la presencia del vapor de agua en forma de burbujas en el contorno de las
muestras de hidrogel, representativo de la deshidratacion debido a una mayor colision energética
en el sistema, sin embargo, el glicerol pudo aumentar la energia cinética de la suspension de
almidon debido a su alta capacidad térmica conductiva, la cual ya ha sido reportada otros

sistemas de almidon de triticale (Correa-Pacheco et al., 2014) permitiendo una movilidad en las
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moléculas de agua sin necesidad de mayores temperaturas, donde se presentaria una mayor

energia cinética que en los puentes hidrégeno, permitiendo deshidratacion.

De manera similar, Ratish, Rifna & Mahendran (2018) estudiaron diferentes temperaturas de
gelatinizacion (40-100 °C) en proporciones de 5-15%(?/,), concluyendo que la temperatura de
gelatinizacion de 90 °C lograba una mejor estabilidad en los hidrogeles y xerogeles de almidon
de trigo. Temperaturas mayores o de tratamiento térmico directo pueden afectar las muestras
debido a que son materiales delicados y facilmente deformables, los cuales pueden presentar
sinéresis (Panja, Dietrich & Adams, 2022). La combinacién de temperatura, presion y el tiempo
permite obtener un rango de interacciones poliméricas posibles donde el material no se
encuentra en estado de equilibrio (Flory, 1953). En teoria, considerando lo anterior, es de
suponer que después del proceso de gelatinizacion el hidrogel presentaria una entalpia, potencial
quimico y entropia positivos con tendencia a un recambio estructural para lograr estabilizarse

mediante el proceso de retrogradacion.

La retrogradacién es una propiedad del almidén de recambio estructural (recristalizacion)
mediante enlaces intra e intermoleculares entre las cadenas poliméricas que procede después de
la gelatinizacidn, en donde los hidrogeles tienden a mejorar sus propiedades mecanicas (Tako
et al., 2014; Soni et al., 2020; Trambitski, Kizinievi¢ & Kizinievi¢, 2022). Algunos autores
atribuyen dicha estabilidad a las temperaturas de almacenamiento en la retrogradacion, las
cuales condicionaran sus propiedades reoldgicas; otros postulan que las proporciones
amilosa/amilopectina son las que gobiernan la influencia de una mejor reticulacion en la
retrogradacion, principalmente una mayor cantidad de amilosa (Pizzocolo, Huyghe & Ito, 2013;
Alcazar-Alay & Meireles, 2015). Se observé que la retrogradacion en condiciones de
refrigeracion (5°C) no solo mantuvo la humedad si no también evité la ruptura de los hidrogeles,
sin embargo, el proceso para lograr su maleabilidad requirio de una duracion aproximada de
120 h. Por otra parte, la retrogradacion a condiciones de temperatura ambiente requirié un
aproximado de 24 h, sin embargo, fue mas frecuente y pronunciada la fractura superficial de los

hidrogeles.
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Li & Hamaker (2021) estudiaron el efecto de la retrogradacion de almidon de sorgo en
refrigeracion (-20°C y 4°C) y temperatura ambiente después de 120 h de almacenamiento; de
manera similar, sus resultados apuntaron que el almacenamiento en refrigeracion permitia una
mejor estabilidad viscoelastica en base a la interaccién inter e intramolecular de las cadenas
poliméricas, pero con menor estabilidad térmica. Las cadenas lineales de amilosa permiten la
recristalizacion de manera mas rapida en comparacion con la amilopectina (Martinez et al.,
2018; Donmez et al., 2021). En base a la observacidn y los estudios precedentes, la refrigeracion
permite un mayor acercamiento molecular entre las cadenas donde una mayor formacién de
doble hélice de las cadenas de amilosa se presenta, permitiendo un mejor desarrollo
viscoelastico (Soni et al., 2020; Li & Hamaker, 2021).

Se ha reportado que las fracturas pueden ser ocasionados por la interaccién entre cadenas cortas
y largas de amilopectina, donde las cadenas cortas tienden a separarse y disipar energia en forma
de ruptura superficial (Sun et al., 2012). Una conjetura seria que no solo la refrigeracion permite
mayor acercamiento molecular si no también la humedad relativa en un cierto tiempo de
almacenamiento, donde la menor presion de vapor de agua superficial permitiria un reacomodo
de cadenas poliméricas mas favorable, que en comparacion con la temperatura ambiente las
cadenas sufririan un acomodo abrupto y una leve tension disiparia energia. Se ha mencionado
que las fracturas son consecuencias de la tension producida por la interaccién entre las fases del
gel, aguay aire (Mac Donald & Ravichandran, 2020). En el proceso de retrogradacion es posible
que el agua superficial se desplace a través de los poros mediante tension capilar debido a las
fuerzas adhesivas de las moléculas de agua, permitiendo que el hidrogel sea méas estable y
elastico. Se reporta que la tension capilar en poros de <20 nm ocasiona grietas y fracturas
irreversibles en hidrogeles (Hench, 1990). Dicho desplazamiento molecular puede ser debido a
cambios de energia interna del hidrogel, considerando que es un sistema termodinamico abierto
intentando llegar a su equilibrio con el ambiente mediante el intercambio de energia y materia.
Diversas teorias en base de mecanica estadistica y continua han intentado descifrar las fuerzas
quimicas que producen los cambios mecanicos de volumen de deformacién y contraccion del
hidrogel, presentandose una dindmica multivariada de naturaleza no lineal compleja y

escasamente descifrada (Bertrand et al., 2016; Fennell & Huyghe, 2019).
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Morfologia y Caracterizacion Fisicoquimica de los Hidrogeles

Andlisis de Enlaces vy grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

Al analizar los espectros infrarrojos de los hidrogeles extrapolados con los espectros de la
materia prima (Fig. 12) se pudo confirmar la presencia de sus enlaces caracteristicos, los cuales
presentaron mayor intensidad de absorbancia (Fig. 12A). Nuevas bandas se presentaron en el
rango de longitud de onda 1721-1755 cm™. Dentro de los grupos funcionales y enlaces
correspondientes en los hidrogeles se presentaron grupos -OH (3300-3500 cm™) en conjunto
con los enlaces C-H—O-H (2800-2950 cm™) debido a un estiramiento vibracional causado por
los grupos hidroxilo en la formacion de puentes hidrogeno, posiblemente con més fuerza de
interaccién con las moléculas de agua y/o las cadenas poliméricas (Kizil, lrudayaraj &
Seetharaman, 2002; Aghazadeh et al., 2018), por esa razon es menor su intensidad en
comparacion con el glicerol, donde la menor intensidad de transmitancia para dichos enlaces se
observd en los hidrogeles 11y V (Fig. 12A). De manera similar, se presentaron enlaces sencillos
C-H (1200-1400 cm™) y C-O (900-1200 cm™) representativos del glicerol y almidén (Jiugao,
Ning & Xiaofei, 2005; Luo et al., 2021).

En todos los hidrogeles fue posible observar la mayor intensidad en la vibracion debida al
doblamiento de enlaces C-OH y C-O dentro del rango de 500-1220 cm™ (Arslan et al., 2020),
en comparacién con el almidén, lo cual es puede ser atribuido a la disminucion de la zona
cristalina después del proceso de gelatinizacion, donde el agua y el glicerol penetran entre las
cadenas poliméricas del almidon; esto es observable con el hidrogel nativo, el cual presentd una
banda intensa en 1639 cm representativa de la retencion de agua en forma de grupos hidroxilo

entre las cadenas de amilosa (zonas amorfas) del almidon.

Por otro lado, se presentd con mayor intensidad en los hidrogeles I-V la vibracion del enlace -
C=0 (1721-1750 cm™) representativo del citrato (Jiugao, Ning & Xiaofei, 2005). En los
hidrogeles dicho patron de banda vibracional fue mas definido en comparacion con el citrato, el
cual presentd una banda bimodal (Fig. 12B). Es posible observar la falta de dicha banda en el

hidrogel nativo, por lo que se confirma que no existe presencia del enlace carboxilo. Por otra
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parte, se presentd una mayor cantidad de agua dentro de la zona amorfa. El hidrogel V contenia
la mayor cantidad del agente entrecruzante citrato y presentd la mayor transmitancia vibracional
debido a grupos carboxilo (Fig. 12A), sin embargo, los resultados de difusion (Tabla 6)
mostraron que las liberaciones no correspondian a la sensibilidad de pH, por esta razon es
probable que el entrecruzamiento glicerol-citrato fuera el mas pronunciado en base a que
presentd una mayor reduccion de intensidad en su banda -OH en comparacion con los demas
hidrogeles. Adicionalmente, el estudio de Halpern et al. (2013) reportd la banda por
entrecruzamiento de glicerol-citrato en 1724 cm™, reforzando esta teoria, y apoyado por los
resultados TGA/DTG (Etapa Il, pg. 72), en donde este entrecruzamiento permitié una mejor
estabilidad térmica en comparacion con los hidrogeles sensibles al factor de pH, ya que el
entrecruzamiento almidon-citrato afectaria la estabilidad térmica del almidon nativo. En base a
lo anterior, el espectro FT-IR confirma que las formulaciones, asi como los tratamientos
necesitan ser Gptimos para lograr la estabilidad del biomaterial y que su sensibilidad al factor de
pH dada por el entrecruzamiento correcto.

En comparacion, los hidrogeles I, 111 y IV mostraron fuerte intensidad debido a la vibracion -
C=0 del enlace éster, asi como en los enlaces -OH, donde los resultados de difusion confirmaron
sus sensibilidades al pH. De manera similar, se han publicado dichos espectros de
entrecruzamiento en cadenas poliméricas y citrato en hidrogeles a base de almidédn en base a lo
reportado por Xie et al. (2006), Reddy & Yang (2010) y Duquette et al. (2019), confirmando

asi los resultados de la sintesis de tres hidrogeles aniénicos mediante FT-IR.
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Estabilidad térmica y energia de activacion de la reaccion de degradacion térmica en base al

anélisis termogravimétrico (TGA/DTG)

En la Figura 13 se ilustra el termograma y la derivada de las curvas termogravimétricas de los
hidrogeles y materia prima obtenidas por TGA, mientras que en la Tabla 4 se presentan los
andlisis termogravimétricos junto al pardmetro cinético de energia de activacion (Ea) de
reaccion de termodegradacion. De manera general, en todos los materiales se presentd la
degradacion térmica por deshidratacion (ruptura de puentes hidrégeno del agua libre),

representada por una curva de caida dentro del rango de 26-118°C.

El glicerol fue la materia menos termoestable con caida de porcentaje de peso en 105-203°C,
presentando en dos curvas de degradacion bien definidas en el analisis DTG (Fig. 13B); se ha
reportado que la primera curva de caida en 105-153°C (~16% de degradacidn) representa trazas
de humedad y metanol en la muestra a pesar de ser un producto puro el cual deberia presentar
solamente la segunda curva en 165-203°C, representada por la mayor pirolisis de la muestra
(~79%) y Ea de 81.02 kJ/mol (Dou et al., 2009; Castelld, Dweck & Aranda, 2011; Almazrouei,
Samad & Janajreh, 2017). En el citrato se encontr6 una fuerte curva endotérmica por caida de
peso definida en 157-252°C (~48% degradacion), donde el primer proceso endotérmico es
debido al cambio estructural por el punto de fusion, el cual ha sido reportado en 153°C; arriba
de los 157°C el proceso de descomposicion inicia y termina en los 252°C con una Ea de 124.89
kJ/mol (Barbooti & Al-Sammerrai, 1986; Reda, 2011).

El almidon de triticale fue el material mas termorresistente con una curva de caida de peso
definida e intensa en un rango de temperatura de 272-350°C, con degradacién del ~50% dentro
del pico maximo en 315°C con Ea de 126.75 kJ/mol (Tabla 4). Estos resultados fueron similares,
pero no mejores que los rangos de termorresistencia reportado en almidones de arroz (274-
350°C, Ea 123.733-171 kJ/mol), trigo (286°-350° C, Ea 130.139 kJ/mol), papa (285-346°C, Ea
66.542-204 kJ/mol), maiz (290-347°C, Ea 144-158-197 kJ/mol), cassava (297-344°C, Ea 144-
188 kJ/mol) (Guinesi et al., 2006; Liu et al., 2010; Wahyuningtiyas et al., 2017; Lv et al., 2019;
Pan et al., 2019; Piglowska et al., 2020), en los cuales se reporta que en el almiddn existen dos
curvas de degradacion; la primera por deshidratacion y la segunda es debida a la disrupcion de

enlaces glucosidicos entre las cadenas poliméricas.
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Como se ha descrito en las previas caracterizaciones, la relacion y las caracteristicas de
amilosa/amilopectina es importante para la optimizacion en la obtencion y funcionalidad de los
productos derivados del almidon, sin embargo, se ha reportado que ni la cristalinidad ni el
tamano del granulo estan correlacionadas significativamente con la estabilidad térmica, pero el
incremento de amilosa si promueve la degradacion térmica (Liu et al., 2012). La primera etapa
de la pirolisis se debe a la despolimerizacion de las cadenas, seguido de la descomposicion de
los anillos, y finalmente la carbonizacion (Wu et al., 2019; Pigltowska et al., 2020). La amilosa
es la cadena polimérica menos termorresistente, por lo que la inicial caida de peso por
despolimerizacion es debida a la menor estabilidad del enlace a-1,4, principalmente en cadenas
de menor peso molecular. Seguidamente el efecto se presentaria en el enlace glucosidico a-1,6
presente en la amilopectina (Liu et al., 2010). Si bien existen reportes recientes sobre la
caracterizacion térmica del almidon de triticale mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y redmetro hibrido (RH-2), los estudios solo alcanzaron temperaturas de gelatinizacion
(~60°C) (Cornejo et al., 2019; Ruiz-Saenz et al., 2020). Por otra parte, el estudio térmico
mediante TGA/DTG fue reportado para la paja (tallo de cereal deshidratado y separado del
grano) de triticale, el cual contiene mezclas poliméricas y diversa biomasa de bajo peso
molecular que permiten una mejor termorresistencia (200-400°C) con elevada Ea (176.1-213.6
kJ/mol) (Ross & Godfrey, 2012). Por lo anterior y en base a una revision bibliogréafica en las
bases de datos Google Schoolar y Scopus utilizando las frases claves “’triticale starch hydrogel
TGA DTG’ “’triticale hydrogel TGA characterization’’, se confirm6 la falta de estudios de
cinética de degradacién térmica del almidon de triticale, donde el termograma TGA/DTG y la
Ea de reaccion para su degradacion térmica no habian sido reportados hasta la fecha (marzo,
2022) y la publicacion del presente estudio.

Los hidrogeles a base de almidon de triticale exhibieron cuatro curvas endotérmicas
caracteristicas entre 115-393°C con energias de activacion Ea ~1.4-38.09 kJ/mol (Tabla 4).
Similar al estudio reciente reportado por Meng et al. (2020) donde hidrogeles a base de almidén
de tapioca esterificados con trimetafosfato de sodio presentaron menor estabilidad térmica que
el almidon nativo y el modificado, con una curva de mayor degradacion con temperatura inicial
(To)~260°C, temperatura final (Tf)~370°C, pero la temperatura de pico méaximo (T,) debajo de

300°C, maés bajo en comparacion con los hidrogeles a base de almidén de triticale (T,~320.86-
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332.27°C). Adicionalmente, la esterificacion con citrato es una opcion mucho mas econémica
que el trimetafosfato de sodio, asi como el triticale una opcion més sustentable y reconocido

como material altamente renovable por su bajo valor agricola (Ross & Godfrey, 2012).

El alImidén como la materia mas termorresistente, presenté un comportamiento de porcentaje de
degradacion térmica de peso similar a los hidrogeles después de la temperatura final de las
curvas (79% de degradacion en Tr= 362°C y ~77-85% en Tf= 362°C, respectivamente), sin
embargo, los hidrogeles presentaron degradaciones iniciales desde temperaturas mas bajas, pero
con curvas de caida de peso menos pronunciadas (Fig. 13). Por otro lado, la Ea de los hidrogeles
fue menor que en el almiddn y esto puede ser debido al previo proceso de gelatinizacion en los
hidrogeles, donde posiblemente el agua y el glicerol influenciaron en la separacion de las
cadenas del polisacarido quedando retenidas entre las mismas mediante el proceso de
retrogradacion. Apoyando la suposicidn previa, en el estudio de Correa-Pacheco et al. (2014),
la adicion de glicerol en peliculas que contenia almidén de triticale/almidon de papa/PLA

provoco un aumento significativo en la conductividad, difusividad y efusividad térmica.

La principal observacion en el analisis de térmico fue que en los hidrogeles entrecruzados en su
mayoria por almidon-citrato (I, 111 y 1V) (confirmado después mediante su sensibilidad al pH,
Tabla 6, pg. 101), presentaron menor estabilidad térmica, en donde la adicion de glicerol libre
afectd aun mas su resistencia. Al contrario, los hidrogeles entrecruzados en su mayoria por
glicerol-citrato (HG 11 y V) presentaron la mayor estabilidad térmica. La degradacién térmica
del entrecruzamiento glicerol-citrato reportada por Halpern et al. (2013) se presenta en una
primera curva de To~200°C, Tp~210°C y 265°C y T#295°C, seguido de una segunda curva en
To~310°C, Tp~345°C y T+~360°C, similares a la ®Curva y “®Curva experimental (Tabla 4), sin
embargo, no se descarta la existencia de este entrecruzamiento, pero si en menor proporcién en
los hidrogeles sensibles a pH debido a que los resultados son similares. Una posible explicacion
razonable para estos comportamientos es que el entrecruzamiento glicerol-citrato permite una
mayor estabilidad térmica debido a la menor modificacion entre las cadenas del polisacarido,
mientras que el entrecruzamiento almidon-citrato que modifica las cadenas del almidon
disminuyendo su estabilidad térmica, pero otorgando la sensibilidad de pH. No obstante, los
DTG de glicerol-citrato (Halpern et al., 2013) y almidon-citrato-glicerol (Holser, 2008) son
similares, lo cual hace dificil su correcta identificacion.
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Se ha reportado ampliamente que la modificacion quimica del almidén reduce la estabilidad
térmica en comparacion con almidones nativos debido a los nuevos enlaces con diferentes
grupos funcionales (Liu et al., 2012; cc), y por modificaciones fisicas de extrusion que reducen
la temperatura de gelatinizacion y vitrea (65.67°C y 47.35°C, respectivamente) en comparacion
con el almiddn de triticale no modificado (66.8°C y 36.6°C) (Ruiz-Saenz et al., 2020). Un
estudio reciente demostro que el entrecruzamiento con citrato (5-20% P/p) en peliculas a base de
almidon/quitosano no presento diferencia en la estabilidad térmica (T, 279.2°C) comparado con
la pelicula no entrecruzada (T, 281-284°C) (Wu et al., 2019), similar a los resultados del
presente estudio, donde la termorresistencia y el pardametro cinético de la degradacién son
similares entre el hidrogel nativo y los experimentales (Tabla 4). Duquette et al. (2019)
reportaron que hidrogeles a base de almidén maiz entrecruzados con citrato presentaban una
mejor estabilidad térmica (378°C, 50% degradacion) que el almidén nativo (306°C, 50%
degradacidon). A pesar de esto, su estudio reporté solamente el termograma DTG el cual no
permite la confirmacion de la pérdida de peso, ya que se observa un patron similar en las curvas
de caia con los reportados en la Tabla 4 para los hidrogeles de almidén de triticale.
Adicionalmente estudiaron el entrecruzamiento del almidén con acido itacénico y reportaron
(solamente de manera textual) que el entrecruzamiento reduce la estabilidad térmica comparado

con el almidén nativo.

Diversos estudios han reportado que los productos modificados a base de almidén son menos
termoestables, como el estudio de Taghi & Abdollahi (2015), donde la pelicula de
almidon/alcohol polivinilo presentdé menor energia de activacién de degradacion térmica
comparado con el almidén (76-81 kJ/mol y 158-160 kJ/mol, respectivamente). Se ha sintetizado
una amplia variedad de polimeros seminaturales a base de almidon con aditivos sintéticos como
acido acrilico (AA) y derivados, polipropileno (PP), acido de poliglicol (PGA), alcohol
polivinilico (PVOH) (Hennink & Nostrum, 2012; Maitra & Shukla, 2014; Chen, 2020), con la
finalidad de hacerlos biodegradables pero implicando procesos complejos y reactivos
secundarios de nivel corrosivo en su sintesis, donde los resultados TGA muestran que la
degradacion térmica de estos materiales a excepcion del almidén son altamente
termorresistentes, sin embargo, el proceso de biodegradacion por erosion solo es debido al

almidon (Elvira et al., 2002; Lima-Tendrio et al., 2015). Dichos materiales semidegradables
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permiten mas resistencia térmica que los hidrogeles naturales, alcanzando temperaturas finales
de 360 °C y alrededor del ~80 % de degradacion desde 404-460 °C (Elvira et al., 2002; Ray et
al., 2009; Taghizadeh & Abdollahi, 2015). Un estudio reciente en hidrogeles de interés agricola
demostro que la copolimerizacion con acrilamida y AA en las cadenas poliméricas de almidén
de papa, maiz, trigo, arroz entrecruzadas con N,N-metilen-bis-acrilamida (MBA) mejoraron la
resistencia térmica, presentando ligeros picos de caia en temperaturas de 606-628 °C, sin
embargo, en aquellos no entrecruzados con MBA exhibieron un rango de 581-640°C
(Kalendova et al., 2021). En el presente estudio, el hidrogel nativo presenté mayor degradacion
(93 %) a los 400 °C, seguido de los hidrogeles experimentales con méas cantidad de glicerol
(~90%) y con menor cantidad de glicerol (~87.44 %). Estos alcances térmicos para un material
natural son bastante aceptables en base a la comparacion con los aditivos termoplasticos no

biodegradables en las mezclas con almidon.

Se ha reportado que en polimeros de polipropileno/almidén-alcohol etilenvinilico disminuye la
Ea para la degradacion térmica del almidon desde 184 a 145 kJ/mol en un tiempo de 12 meses,
mientras que para los aditivos polipropileno y alcohol etilenvinilico desde 180 a 173 kJ/mol,
donde los materiales siguen presentando energias de activacion altas dificilmente degradables
(Ramis et al., 2004). De manera similar, Shogrena et al. (2004) demostraron que la
biodegradacion aplicada en mezclas de almidon/acido polilactico no afectd la estabilidad
térmica del &cido durante un afio. Por otro lado, Ruggero et al. (2019) estudiaron la degradacién
de un bioplastico comercial (Mater-Bi®) a base de almidon/ poli-butilén adipato-co-tereftalato
(PBAT), considerando que el PBAT ha sido aceptado por certificaciones Europeas por su
compostabilidad; los resultados de degradacion térmica inicial (To) decrecieron después de los
45 dias de descomposicion por composta desde 275°C a 217°C y desde 360 a 340°C, para el
almidon y el PBA, respectivamente, con caidas en la Ea de 130 a 123 kJ/mol y 208.7 a 200.4
kJ/mol. En comparacién con los materiales seminaturales no biodegradables y termorresistentes,
los hidrogeles a base de almidon de triticale presentaron energias de activacion mas bajas (24.65
a 38.09 kJ/mol) para pesos de caida bajos, pero de termorresistencia comparable dentro un rango
de 115 a 393°C, y en base a que los aditivos utilizados son moléculas de bajo peso molecular
donde posiblemente la constante de degradacion térmica (k) seria mayor resultando en una

biodegradacion mas rapida y amigable con el ambiente.
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Tabla 5. Temperaturas de degradacion de las derivadas de curva termogravimétricas (A%wemin™) y energias de activacion de hidrogeles y materia prima*

Curva 2dCurva $eCurva #2Curva
Muestra — T, T+ A%W Ea | T, T, Tt A%WW Ea | T, T, Tr A%W Ea | T, T, Ti+ A%W Ea
Almidén 272 315.07 350 50 126.75 - - - - - - - - - - - - - - -
Citrato 157 2101 252 48 12489 - - - - - - - - - - - - - - -
Glicerol 105 149.81 153 16 34.2 165 200.78 203 79 81.02 - - - - - - - - - -
HG Nativo 124 179.89 210 22 38.09 210 229.44 259 44 1333 261 28191 295 60 13.76 296 32091 311 81 26.3
HG | 124 175.66 185 22 2641 187 207.18 249 39 25.68 249 270.22 292 62 574 299 326.73 362 76 24.95
HG 11 121 177.46 187 21 25.78 187 206.48 247 37 26.3 256 278.69 297 62 544 302 326.87 362 75 20.52
HG 11 124 17843 181 25 2493 181 19551 224 37 31.62 224 24870 290 62 9.97 294 32451 365 80 22.43
HG IV 115 169.74 179 29 28.71 180 196.43 228 51 32.48 243 24983 264 72 1.4 297 32086 350 81 15.69
HGV 128 180.65 190 18 24.65 190 203.84 246 27 20.66 248 285.21 308 51 136 311 33257 393 66 25.61

T,: temperatura inicial (°C). T,: temperatura del pico maximo. Ts: temperatura final

A%W: Cambio del porcentaje de peso (porcentaje de la pérdida de peso en Tp)

Ea: Energia de activacion de descomposicion térmica (kJmol?) desde To-T+. Rango de R? 0.91515 < 0.99923, método Coats & Refern (1964)
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Andlisis morfoldgico mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las micrografias de los hidrogeles sintetizados se presentan en version de xerogeles liofilizados
(Fig. 14). Se observo una superficie altamente irregular sin porosidad y con presencia de zonas
cdncavas en ciertas areas. En hidrogeles con menor cantidad de glicerol se encontraron pequefios
microporos entre 2-13 um (Fig. 14A, B y E), mientras que en los hidrogeles con mas glicerol
fue observada una mayor superficie irregular aglomerada (Fig. 14C y D, escala 300 um). Se ha
reportado que el proceso de retrogradacion mediante accion del medio ambiente provoca
superficies suaves en estos materiales (Zhang, Wang & Wang, 2006; Duquete et al., 2019), sin
embargo, es interesante la similitud superficial en la sintesis de hidrogeles seminaturales de
almidon no porosos en los resultados de Zhang, Wang & Wang (2006), ya que para su sintesis
se adiciond un grupo anionico y un grupo poliglicol, siendo la Gnica diferencia en comparacion
con la sintesis de hidrogeles porosos. Asi mismo, superficies no porosas también fueron
reportadas por Duquette et al. (2019) en un hidrogel natural a base de almidén entrecruzado con
citrato. Ademas, en el estudio de Bidusky et al. (2018) solamente los hidrogeles entrecruzados
con alto contenido de amilosa no presentaron porosidad. Se ha descrito la influencia del
entrecruzamiento en la porosidad de los materiales (Hoffman, 2012) con una correlacion
inversa, donde un aumento en la densidad de entrecruzamiento disminuye la porosidad (Kopac,
Rucigaj & Krajnc, 2020; Qureshi et al., 2021). A manera de comparacion, en el estudio
precedente de cornejo et al. (2019) es posible observar la alta porosidad de hidrogeles nativos

de almidon de triticale hexaploide variedad Eronga.

Por otro lado, el proceso de retrogradacion en temperaturas de refrigeracién pudo causar un
efecto en la porosidad (Hong, Liu & Gu, 2014), esto en base al estudio de Yoon, Lee & Lim
(2009) donde la retrogradacion a 4°C en hidrogeles de almidén disminuy6 su porosidad, misma
que mejoro la resistencia enzimatica a la hidrdlisis por a-amilasas. De manera similar, un estudio
reciente reportd que un reforzamiento con base en la retrogradacion de almidén (maiz) con alto
contenido de amilosa en un hidrogel de almidon/alginato permitio su resistencia al pH acido con
su resistencia a las a-amilasas para una liberacion correcta de insulina en pH intestinal (Chen et
al., 2021). Existe interés en el control de la porosidad para la correcta difusion, debido a que en
materiales no porosos o con poros de tamafio similar al compuesto difusivo puede existir

impedimento estérico limitando la difusion (Lin & Metters, 2006; Wu et al., 2011), sin embargo,
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también ha sido reportado que el incremento en la porosidad no aumenta la liberacion del
bioactivo (Varghese, Chellappa & Fathima, 2014).

300pm ' 200X  15kv  SEI E 60um ' 1000X 15kvV  SEI

P 18 ¥
f 300um ' 200X 15kvV  SEI k 60pm ' 1000X 15kvV SEI

! 300pm ' 200X 15kV  SEI ! 60um ' 1000X 15kvV  SEI
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Figura 14. Micrografias de hidrogeles (versién de xerogeles liofilizados) con aumento de 200X
y 1000X. AHidrogel I. BHidrogel I1. “Hidrogel I111. PHidrogel 1V. EHidrogel V.
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Caracterizacion Reologica de Hidrogeles y Xerogeles

El analisis reoldgico permitié caracterizar la resistencia del material mediante su propiedad
elastica medida por el modulo de almacenamiento G’, donde la fuerza aplicada es almacenada
por el material en forma de energia, asi como su viscosidad en base al modulo de pérdida G’
en forma de disipacion de energia (Barnes, Hutton y Walters, 1989; Seidel et al., 2001). En las
Figuras 16, 17 y 18 se ilustran los perfiles obtenidos de estabilidad mecanica-viscoelastica de
las versiones de geles (24 h retrogradacion) y xerogeles (720 h retrogradacion) mediante
barridos de frecuencia, deformacion y tiempo, respectivamente. En todos los anélisis se observd
una tendencia G’>G”’ con valores mayores en la version de xerogeles. Los resultados de
barridos para el modulo elastico (G”) en geles presentaron un rango de 157-1,078 Pa, mientras
que los xerogeles 3,454-55,555 Pa. Para el modulo viscoso (G*”) la fuerza resistente al flujo de
geles resulto entre 13-188 Pa, mientras que en xerogeles un rango de 306-14,666 Pa. En ambos
materiales prevalecieron valores Tan 6<1, caracteristico de materiales viscoelasticos (Gonzélez-
Estrada et al., 2015; Fraja et al., 2020).

El gel y xerogel son versiones de un material de igual proporcion y tratamiento, los cuales deben
ser analizados de manera independiente considerando que los xerogeles presentan mayor
resistencia viscoeldstica, resultando en mayores valores G’ y G”’. El efecto de retrogradacion es
dependiente del tiempo (Miles et al., 1985), resultando en un mayor plegamiento entre las
cadenas, con mayor maleabilidad debido al mejor reacomodo del glicerol y menor cinética
debido a la limitada disipacion de energia por la menor cantidad de agua libre (Alcazar-Alay &
Meireles, 2015; Donmez et al., 2021). Estas dos moléculas de bajo peso molecular provocan la
reorientacion del material intentando regresar a su energia inicial de reposo, lo cual es reflejado
en los valores G’’, mientras que las cadenas poliméricas resisten la tension aportando mas valor
elastico (Barnes, Hutton & Walter, 1989). Por otro lado, considerando el efecto del citrato, la
conjetura propuesta es una doble funcionalidad de entrecruzamiento mediante enlace éster:
principal (almiddn-citrato) y secundario (glicerol-citrato). EI primer entrecruzamiento diéster
formaria el citrato de almidon permitiendo la sensibilidad al pH, y el secundario permitiria la
formacion de oligomeros con glicerol que podrian resultar en ramificaciones de la cadena

principal polimérica. Para la simplicidad y mejor interpretacién de resultados, se compararon
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los médulos de los geles/xerogeles de misma proporcion almidon:citrato y tratamiento térmico,
pero diferente contenido de glicerol: nativo con glicerol (blanco), Il (no sensible a pH), 11y IV

(sensibles a pH).

Caracterizacioén viscoelastica de geles mediante barridos de frecuencia y deformacién

En geles nativos de triticale completo hexaploide sin plastificantes se presentaron valores de
elasticidad inicial (G’o) y final (G’f) en un rango de 209-501 Pa (Cornejo et al., 2019) en el
barrido de frecuencia, que en comparacion con el presente estudio los geles de triticale completo
hexaploide adicionados con citrato y glicerol presentaron valores mayores de 455-663 y 493-
675 Pa para geles sensibles a pH (gel IV y I11, respectivamente) y 781-1,078 Pa para el gel no
sensible a pH (gel 1) (Fig. 15). Siguiendo esos resultados, en base a los menores valores Tan 6
de los mddulos (Tabla 5) la mayor estabilidad viscoelastica al cambio de frecuencia se presenta

en los geles no sensibles al pH.

El incremento en la frecuencia de una fuerza de torsion constante aplicada a los materiales
permite la separacion de las particulas y la reorganizacion en el sentido de la fuerza aplicada.
En respuesta, en el material debe influir el amortiguamiento como resistencia al movimiento de
sus particulas (Barnes, 2000; Shaw & MacKnight, 2005). Considerando lo anterior, la teoria
propuesta recae en la existencia del entrecruzamiento secundario glicerol-citrato, limitando la
cantidad de grupos hidroxilo libres (soportado por analisis FT-IR, Fig. 12 pg.71) que aportan
viscosidad (Barnes, Hutton & Walter, 1989), mientras que los geles con mayor entrecruzado
principal almiddn-citrato permiten mayor disipacion de energia por el mayor contenido de
glicerol y retencion de agua libre, lo cual es respaldado y descrito en los resultados
termogravimétricos (Tabla 4, pg.78). Por otro lado, se ha reportado que los mddulos
viscoelasticos de geles trigo disminuyen con el incremento de temperatura después de la
temperatura de gelatinizacién (~60°C), mientras que en el arroz se mantienen constantes en un
aumento de temperatura alrededor de los 80°C (Tako et al., 2014). A las mismas condiciones
geles de triticale hexaploide se estudiaron y se reporté que el linaje gendmico completo (Eronga,
genomas AABBRR) permite el incremento de ambos modulos viscoelasticos G*°, G” después
de la temperatura de gelatinizacion y decrece a los 80°C, sin embargo, los del genoma sustituido

(Yoreme, AABBDR) presentaron valores mucho mas bajos los cuales decrecieron alrededor de
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los 70°C (Cornejo et al., 2019). Los resultados fueron menores a los reportados por Seidel et
al., (2001) en hidrogeles de almidon copolimerizado con carboximetilcelulosa entrecruzados
con citrato y con 4cido succinico, menores que los entrecruzados con cido tartarico y similares
con los entrecruzados con &cido glutarico, adipico y maldnico, sin embargo, estos hidrogeles
recibieron un tratamiento de retrogradacion (140°C) previ6 a la adicion de agua, por esta razon,
se esperaria que a las mismas condiciones los geles de triticale presentaran mayor resistencia
viscoelastica. En los barridos de deformacion de geles la misma tendencia de resistencia
viscoelastica prevalecio contra la mayor fuerza de deformacion oscilatoria (G’, G”’ y Tan 6 gel
II>111>1V) (Fig. 15). En la version gelificada es posible que la cantidad de entrecruzamiento de
los oligdbmeros glicerol-citrato ramificados en el gel 11 permitan una mayor resistencia debido a
la dispersién mas estable en comparacion con los geles 11 y 1V, que a su vez contenian mas

cantidad de glicerol.

Caracterizacion viscoelastica de xerogeles mediante barridos de frecuencia y deformacion

En general el comportamiento G’ y G’ fue lineal en ambas versiones del material, sin embargo,
los xerogeles presentaron una mayor resistencia a tension constante de alta frecuencia (Fig. 16)
y en tensiones de deformacién amplias (uN.m) (Fig. 17). En comparacién, se observé una
tendencia de inestabilidad en geles (estructura liquida-viscosa) debida a la inclinacién al
entrecruzamiento de los modulos (G”’/G’=1). La resistencia de los xerogeles no solo puede ser
retribuido al efecto de retrogradacion (Barnes, Hutton & Walter, 1989), sino también al tiempo
de almacenamiento en temperatura ambiente de entre 4-8 dias, que en base al estudio de Smits
et al. (2003) se favorece una interaccion mayor entre las moléculas de glicerol libre con la
amilosa y amilopectina mediante puentes hidrégeno, reduciendo la viscosidad y resistiendo

fuerzas de tension.

De manera contraria a los resultados de geles, el entrecruzamiento principal almidon-citrato en
xerogeles sensibles a pH (111 y 1V) permitié una mayor estabilidad viscoelastica a la tension con
mayor frecuencia (Fig. 15), lo cual se puede apreciar en los menores valores Tan & (Tabla 5),
asi como en el equilibrio de los modulos en amplias deformaciones (UN.m) con menores valores
Tan 6 (Fig. 17). Los xerogeles mostraron valores de G’ en un rango de 5,561-21,459 Pa para

altas frecuencias con resistencia a deformaciones en un rango de 8,486-34,050 uN.m.
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Como se ha mencionado anteriormente, en los materiales no sensibles a pH (11) es posible un
mayor entrecruzamiento glicerol-citrato, dejando mas libres las cadenas poliméricas del
almidon, lo cual es respaldado por los resultados de FT-IR (existencia del entrecruzamiento
C=0 y disminucién en la vibracion -OH) y TGA/DTG (materiales mas termorresistentes, similar
al almiddn nativo), soportando mas la hipétesis donde el entrecruzamiento de oligomeros limita
la cohesidn de las cadenas poliméricas, causando una menor resistencia a la deformacion del
xerogel. Adicionalmente, se presentd la tendencia mas cercana de los valores Tan 6~1 (0.388 y
0.420) en altas frecuencias, que son retribuidos a estructuras moleculares mas ramificadas
(Rosalina & Bhattacharya, 2002; Kong et al., 2012; Kemas et al., 2017). Ademas, ya ha sido
descrito que ciertos enlaces intramoleculares con glicerol no aportan resistencia mecanica al

almidon entrecruzado (Peidayesh et al., 2021).

Se ha reportado que el entrecruzamiento en geles nativos mejora sus propiedades viscoelasticas
(Reddy & Yang, 2010; Biduski et al., 2018), sin embargo, este debe ser éptimo para alcanzar
dichas propiedades reoldgicas, debido a que un exceso o una densidad minima pueden producir
valores indeseables (Reddy & Yang, 2010). En un estudio del entrecruzamiento con densidad
de 0.45 de hidrogeles naturales derivados de almiddn, se report6 que el citrato promueve una
mayor fuerza de resistencia del material a la deformacion mediante un incremento en los
modulos en base al anélisis de frecuencia, en comparacion con el acido malico, tartarico,
malénico, glutarico, succinico y adipico (Seidel et al., 2001). Asi mismo, se ha observado una
correlacion positiva entre el incremento del entrecruzamiento de densidad 0.15 con citrato y los
maodulos viscoelasticos de un hidrogel a base de mono-almiddn fosfato promoviendo una mejor
estabilidad viscoelastica en comparacién con los mismos agentes entrecruzantes (Passauer,
Liebner & Fischer, 2006).

El gel nativo con glicerol mostré de las méas bajas resistencias viscoelasticas en ambos barridos,
sin embargo, los resultados en su version de xerogel presentaron la mayor resistencia
viscoelastica de todos los materiales. Desafortunadamente, en base a los resultados, el almiddn
citrato no promovio la resistencia de los modulos en comparacion con la adicion de glicerol en
la suspension de almidon. Se cree que estos resultados no son viables comparativamente, debido

a que unicamente el xerogel nativo con glicerol tuvo un tratamiento térmico de 15 min (6 min
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mas que los xerogeles experimentales), lo cual tiende en una posible alteracion en la
interpretacion de resultados. De manera representativa, en la Fig 9 (Etapa I, resultado de sintesis
preliminar) se ilustran los materiales comparativos en donde es posible apreciar la fragilidad de
los xerogeles nativos mediante fracturas naturales. Por otra parte, una explicacion recaeria en la
limitada movilidad de las cadenas poliméricas debido a los enlaces covalentes entre las cadenas
resultado del entrecruzamiento, como ya ha sido previamente reportado (Peidayesh et al., 2021).

Finalmente, es posible que en la versidn de geles la cantidad glicerol libre y mayor retencion de
agua permitan la mayor desestabilizacion mecanica del material provocando una menor
amortiguacion. Esto explicaria el efecto antagonico del glicerol, donde en geles aporta
viscosidad y disipacidn de energia, pero en xerogeles permite un mejor reacomodo y cohesién
entre las cadenas poliméricas después del proceso de deshidratacidn, aportando resistencia por
la formacion de fuertes puentes hidrégeno, introduciéndose inicialmente en la zona amorfa de
amilosa, pero de manera equitativa interactuando con las cadenas de amilopectina. Lo anterior
es en base al estudio de Smits et al. (2003) que reportaron dicho efecto del glicerol y etilen glicol
en almidon deshidratado y retrogradado, promoviendo la movilidad de las cadenas para un mejor
reacomodo, donde el calentamiento permite un menor arreglo de los plastificantes en
comparacion con la interaccion a temperatura ambiente. Ya ha sido reportado el efecto bilateral
del glicerol, en donde en ciertos materiales aporta resistencia reologica (Peidayesh et al., 2021),
mientras que en otros los disminuye (Sun et al., 2018; Larrea-Wachtendorff, Nobile & Ferrari,
2020). En base al andlisis reoldgico recae nuevamente la importancia de las proporciones
Optimas para la eficiencia de los plastificantes, donde inclusive teorias como la de Flory-
Huggins han intentado explicar la interaccion eficiente plastificante-polimero (Immergut &
Mark,1965). Los resultados Tan 8~0.2 en los barridos son similares a los hidrogeles naturales
entrecruzados reportados por Seidel et al. (2001), sin embargo, en los materiales semisintéticos
a base de almidon prevalecen valores mecanicos mas resistentes (Bao et al., 2019; Wei et al.,
2020).
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Caracterizacion viscoelastica de geles v xerogeles mediante el barrido de tiempo

El barrido de tiempo en general se utiliza para obtener el tiempo de gelatinizacion (cruce de
moédulos G’=G” o tan 6 = G”/G’ = 1) (Zuidema et al., 2013; Gonzélez-Estrada et al., 2015), no
obstante, debido al previo proceso de gelatinizacion el barrido funcioné para analizar el
comportamiento de resistencia de los materiales a la deformacion por la tension oscilatoria
(fuerza de cizalla) a través del tiempo mediante 0.25 Hz de frecuencia y una aplicacién de
tension del 5% durante 30 min, 25°C. Sin presentar cambios drasticos en su estructura, ambas
versiones de los materiales mostraron estabilidad e independencia en ambos médulos G’y G’
(Fig. 18), sin embargo, Unicamente el gel I (mayor contenido de glicerol) presentd una ligera
disminucion en G’ en tiempos finales, traducido a una tendencia a la fluidez del material
dependiente del tiempo. Considerando el analisis de la version mas inestable, los resultados de
los geles a base de almidon de triticale son mas resistentes (G’max~825 Pa) y estables en el
transcurso de tiempo en comparacion con geles de almiddn-gelatina (G’max~600 Pa)
(Firoozmand y Rousseau, 2013), metilcelulosa (G’max~200 Pa), fibrina (G’max~200 Pa),
colageno (G’max~100 Pa) y matrigel (G’max~ 90 Pa) (Zuidema et al., 2013).
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Tabla 5. Modulo viscoelastico inicial y final de geles y xerogeles en el barrido de frecuencia®

Frecuencia

Material 0.01 Hz 10 Hz
G’ G Tan & G’ G+ Tan &
[ 183.95 13.12 0.071 261.45 62.98 0.240
I 781.36 48.32 0.061 1,078.92  188.65 0.174
Gel I 493.06 35.89 0.072 675.90 13152 0.194
WY 455.40 39.90 0.087 663.63  156.29 0.235
Vv 513.93 46.24  0.089 72321  153.29 0.211
Nativoc/ngli | 508.16 59.76 0.117 666.14  128.77 0.193
Nativo s/n gli? | 209.65 13.16 0.062 501.03 46.65 0.093
[ 2,881.73  306.15  0.106 5561.77 1,856.23  0.333
I 9,244.08 1,054.61 0.114 20,4480 7,936.67  0.388
Xerogel I 11,4000 1,273.18 0.111 21,4596 6,566.72  0.306
IV 9,972.56  1,704.63  0.170 18,689.1 4,580.84  0.245
Vv 6,190.58  776.06  0.125 15,662.3 7,521.55  0.480
Nativoc/ngli | 33,7280 3,439.97 0.101 55,555.4 11,358.2  0.204

1G’, G’ modulos iniciales (Pa).
G’, G”’t: mddulos finales (Pa)
I, I1l'y IV: materiales sensibles al factor de pH

2 Nativo s/n glicerol: gel de almidon de triticale Eronga sin glicerol. Datos publicados con permiso de Cornejo
et al. (2019)
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Etapa I11. Ensayo de Sensibilidad al Factor de pH de Hidrogeles Anidnicos

Mediante Difusion Aparente de Proteina

Para el estudio de la difusion de compuestos activos se debe considerar su relacion con las
caracteristicas de los polimeros (principalmente su naturaleza e interaccion con el compuesto),
en conjunto con la naturaleza del sistema de disolucion (Sohail et al., 2015). Considerando que
los biopolimeros del estudio presentarian una naturaleza anidnica, fue seleccionada la proteina
de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) como modelo de liberacion debido
a su viabilidad en el rango de pH gastrointestinal (p.1~4.5-5.0) y su afinidad a superficies
positivas y negativas debido a su cantidad de grupos polares, sus residuos positivos (Lys, His)
y negativos (Glu, Asp) (Phan, et al., 2015), ademas ha sido aplicada en diversos estudios previos
de sensibilidad al factor de pH y medios neutros (Carvajal-Millan, et al., 2005; Silva,
Gurruchaga & Goiii, 2009; Hettiaratchi et al., 2018; Cornejo et al., 2019). Por otro lado, se
utilizé el método de Ritger & Peppas (1987 I, 11) basado en el calculo de las leyes de Fick, con
la finalidad de estudiar la difusion BSA debido que permite valores precisos que son
comparativos con otros modelos y la caracterizacién del mecanismo de liberacion (Sinha &
Rohera, 2002; Pourtalebi et al., 2020).

Capacidad de Liberacién de Hidrogeles Mediante la Determinacion del Coeficiente de

Difusion Aparente (Dm) de BSA y Parametros Cinéticos del Sistema de Liberacion (ny k)

La Figura 19 ilustra el comportamiento de resistencia y la liberacién acumulada de BSA en
diferentes cambios de pH~2-7.8 durante 3.5 horas. Los resultados de liberacion total de BSA 'y
el coeficiente de difusion aparente (Dm) en soluciones de pH gastrointestinal se presentan en la
Tabla 6, y los parametros cinéticos n y k de difusion de BSA de los hidrogeles en la Tabla 7. El
analisis de difusion comprobd mediante diferencias significativas (o < 0.01) la sensibilidad de
los hidrogeles de proporciéon I, 111y 1V, debido a que presentaron en conjunto una tendencia
gradual de liberacion BSA y Dmcon el aumento de pH~3-7.8. Los hidrogeles sensibles al factor
de pH presentaron la mayor liberacion en pH~7.8/3.5 h (80-96%), sin embargo, el nivel de
acidez del HCI [0.01 M] pH~2/3.5 h provocé una degradacion alta en todos los hidrogeles (64-
92%) posiblemente por una repulsion entre las moléculas de acido carboxilico del citrato y las

cadenas poliméricas de almidon causada por el efecto estérico del medio, donde posiblemente
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las cadenas contraidas no soportan la carga electroestatica y erosionan el material en un intento
de disipar energia. En teoria, los hidrogeles podrian presentar pKa~3.1, 4.7 ¢ 6.4 debido a la
adicion de citrato (Papagianni, 2007), mismo que funcionaria como sensor del almidon-citrato
permitiendo la liberacion del BSA en respuesta al estimulo del pH debido a los cambios idnicos
del grupo funcional carboxilo (COOH/COQ). En un medio &cido (*H) los grupos aniénicos del
polimero permanecen en su mayoria protonados (COOH) por debajo de su pKa, lo cual contrae
la red polimérica (Abbasi et al., 2019). Por otra parte, el incremento de pH por encima del pKa

del grupo anionico y hasta un medio basico provoca en conjunto la deprotonacion de los grupos

acidos (COQ") y una respuesta rapida de repulsion eléctrica entre las cadenas poliméricas por la

cantidad idnica (&°) anidn-anién, provocando un mayor grado de hinchamiento y consecuente
liberacion del compuesto activo (Saunders et al., 2008; Kalendova et al., 2021). Los hidrogeles
no sensibles Il y V, no presentaron diferencias significativas entre la liberacion total y el
incremento de pH (Tabla 6) y de manera inversa se presentd un menor porcentaje de liberacion
en pH~7.8/3.5 h (57-64%); por esta razdn se descarta un entrecruzamiento entre almidon-citrato,
y se refuerza la teoria del entrecruzamiento glicerol-citrato presentada en las caracterizaciones
FT-IR, TGA vy reoldgicas. Reforzando los anélisis anteriores, se encontré una correlacion de
Pearson positiva y significativa (0.01 < o < 0.05, célculos no adjuntos) entre la liberacion
gradual de los hidrogeles sensibles al pH (I, 111 y IV) con los cambios de pH, mientras que los

hidrogeles no sensibles (11 y V) presentaban una correlacién negativa y no significativa.

En base al andlisis cinético de las difusiones mediante el célculo del coeficiente de difusion
exponencial (n) y la cinética de reaccion (k) (Tabla 7), se reafirma el comportamiento de
sensibilidad de los hidrogeles Il y 1V debido a que los pardmetros cinéticos en los medios
simulados gastricos (pH~2-4) tienden a n~1 (0.828< n <1.010), significativo de una liberacion
maés controlada (Perez et al., 2018), mientras que su cinética de velocidad k es menor (0.029< k
<1.418 s%), lo cual es interpretado en una liberacion mas lenta. De manera inversa, en aquellos
hidrogeles no sensibles (Il 'y V) los valores aproximaron a n~1 con el incremento del pH, pero
con cinéticas k variadas. De forma aislada se analizaron los parametros cinéticos del hidrogel
sensible de proporcion 11 en pH~2 (n=1.035 y k=0.183 s!) y pH~7.8 (n=0.907 y k=0.867 s™);
ambas tendencias n~1 representa cierto control en el radio de liberacion en ambos medios, con

liberacion maés rapida en el medio simulado al pH intestinal; este comportamiento puede ser
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explicado debido a un entrecruzamiento fisico entre las cadenas poliméricas del almidon y el
citrato, donde de manera reversible las cadenas poliméricas reducirian la tension separando sus

enlaces no covalentes de tal manera que promoveria un control que intenta evitar la erosion por
la carga 6” y a su vez permitiendo una liberacion total significativa (87% BSA) por la separacion

de las interacciones electroestaticas (desenredo) entre las cadenas, lo cual es una caracteristica
de los entrecruzamientos fisicos (Maitra & Shukla, 2014; Chen, 2020).

Todos los hidrogeles presentaron una mayor tendencia de difusién andémala (difusion no
Fickiana) dentro del rango de pH gastrointestinal (0.634< n <0.992), que es una combinacion
entre la difusion Fickiana (Caso-l) y una relajacion de las cadenas (Gadalla et al., 2016;
Trenfield & Basit, 2020). En estudios experimentales, el caso-l ha sido correlacionado a la
difusion del compuesto activo debido al hinchamiento de la red polimérica controlado por la
difusion osmotica de particulas a través de canales y poros (Silva, Gurruchaga & Gofii, 2009;
Gadalla et al., 2016; Trenfield & Basit, 2020). Se sugiere que los comportamientos difusivos
mayores (0.634 < n) en los hidrogeles podrian relacionarse con la nula 0 minima porosidad
presentada en las micrografias de los materiales (Fig. 14, pg. 81), lo cual conlleva a descartar
un mecanismo de control por ésmosis (Caso-I). En los estudios de difusidn se espera lograr una
difusion de caso-Il (orden-cero), n=1, correlacionada a un mayor control de liberacion por
relajacion de las cadenas e independiente del tiempo en cualquier forma geométrica, lo cual es
de interés en el area farmacéutica ya que permite una liberacién constante, sin embargo, es dificil
de lograr (Ritger & Peppas, 1987, 11; Edlund & Albertsson, 2002; Elvira et al., 2002; Perez et
al., 2018); mientras que valores mayores de n (1<n) se han correlacionado al control de difusién
en conjunto relajacion de las cadenas poliméricas que es la transicion de su estado cristalino al
estado gomoso con mayor movimiento cinético, y cierto nivel de erosion (super caso-l1 de
transporte) (Perez et al., 2018). Por otro lado, como la cinética de difusion k tiene unidades s™,
un tiempo de liberacion corto conlleva un mayor valor de k (Adhikary, Pang & Staiger, 2008;
Becerra-Bracamontes et al., 2009). El parametro estadistico 0.9555<R? confirmd el ajuste
correcto del comportamiento de difusion mediante el método Ritger & Peppas (1987, 1l). Lo
anterior también es respaldado mediante las cinéticas reportadas por Elvira et al. (2002) y
Kalendova et al. (2021), donde el comportamiento de hidrogeles naturales a base de almidén no

sigue una tendencia lineal de liberacion e hinchamiento en un rango de pH~3-9.
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Figura 19. Resistencia y liberacion acumulada de BSA de hidrogeles de almidon de triticale en diferentes soluciones de pH.
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Tabla 6. Liberacion acumulada y coeficiente de difusion aparente de BSA de hidrogeles con estimulo-respuesta al factor de pH gastrointestinal®

pH
Material 2 3 4 6 7.8
ng? WA Dm¢® ug % Dm ug % Dm ug % Dm ug % Dm
3,197° 380¢  25328PC 2.713¢ 5 9g0dP 332°¢  3507° 3.798bC 43382 8.042
! I e + 5P s S £ 70?0 x g
61.282 0.055 129,63 0.290 122,56 0.284 217.31 0.825 568.04 1.76
4.608% 7.052 2 68020 2,613 2 605° 2.52C 2.462° 1.91° 3,197°C 3.83°
I + 902 + + 54° + + 52° + + 49° + + 64° +
44.783 0.139 28.284 0.068 124.92 0.403 7.071 0.000 14.142 0.096
438280 65620  2307°C | 1.88P¢ 3512® 5007 3,623° oo 4673 40158 b 5.4620
1 + 88a + + 46 + + 70 + + 72 + + 80 +
96.637 0.318 9.428 0.048 96.637 0.301 14.142 0.076 87.209 0.610
4,133° 6.01 2,017 1.10° 3,467 4377 43082 5.96% 47902 7.72
v £ gt % £ 40 + g0 2 +  gg? £ 96
37.712 0.021 4714 0.003 9.428 0.118 30.641 0.155 32098 0.000
4,002° 5.88° 30252 3.308 3,08520 2.41° 2.752° 2.69°° 2.833° 2.96°
v +  g? I + P + oss? I G
106.06 0.408 157.92 0.396 73.067 0.032 96.637 0.356 75.424 0.194

Media de valores experimentales + Desviacion estandar, (n=3)

4ug acumulados de la liberacion de BSA (5,000 pg) en 3.5 h. Columna individual con letras superindice diferentes expresan diferencias significativas (a < .01)

bPorcentaje de liberacion de BSA para la diferencia de pH por gel. Fila individual con letras superindice diferentes expresan diferencias significativas (o <.01)

2
“Coeficiente de difusion: Dy, x107° (%). R? 0.9529 < 0.9993. Columna individual con letras superindice diferente expresan diferencias significativas (« < .01)
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Tabla 7. Parametros cinéticos n'y k del modelo de difusion aparente de BSA de los hidrogeles®

pH
Material /8
n k n k n k n k n k
I 1.035+0.05 0.183+0.09 1.213+0.00 0.023+0.00 0.764+0.01 2.310+0.14 0.723+0.04 3.843+1.49 0.907+0.02 0.867+0.32
I 0.963+0.02 0.519+0.11 0.992+0.01 0.227+0.03 1.040+0.07 0.139+0.08 0.784+0.00 1.518+0.01 0.918+0.00 0.556+0.03
Il 0.934+0.00 0.634+0.04 0.983+0.02 0.209+0.05 1.000+0.01 0.283+0.02 0.776+£0.00 2.398+0.16 0.750+0.01 3.230+0.35
v 1.010+0.03 0.029+0.08 0.877+0.00 0.479+0.03 0.828+0.00 1.418+0.11 0.738+0.01 4.094+0.47 0.733+0.00 4.866+0.14
\ 1.017+£0.02 0.268+0.06 1.134+0.06 0.064+0.01 0.634+0.05 7.698+3.99 0.861+0.05 0.814+0.38 0.832+0.01 1.126+0.07

!Media de valores experimentales + Desviacion estandar, (n=3)

n: Exponente difusional (adimensional)

k: Constante cinética (s, reaccion de 1 orden)
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A manera de presentar una visualizacién mas viable del comportamiento de flujo de pH
gastrointestinal y las liberaciones, la Fig. 20 sigue un mecanismo in vitro simulado de cambio
del pH en un tiempo de flujo gastrointestinal, considerando un tiempo de residencia gastrico ~3-
4 h (vaciamiento gastrico de liquido T12=80.5 min) con répido incremento de pH desde la
ingestion (pH 1.2-3) hasta el piloro (pH<6.5), mientras que el tiempo de transito del intestino
delgado es ~11 h con incremento de pH (3 unidades) desde el piloro hasta la valvula ileocecal
(pH 8.7) (Hellmig et al., 2006 y Maurer et al., 2015). Siguiendo estas condiciones y
considerando un nivel de significancia del a<0.01 (letras subindice después de los porcentajes
presentan diferencia significativa) los hidrogeles sensibles alcanzarian un 54.7%a(HG-1V),
42.8%p(HG-11), 39.7%n(HG-I) de liberacion éptima de BSA en el intestino, por otro lado, los
no sensibles una liberacion de 28.7%c(HG-Il) y 28.2%(HG-V), sin embargo, es necesario
considerar que la actividad enzimatica de pepsina y pancreatina reduciria la liberacion. A pesar
de esto, se ha reportado que el efecto de retrogradacion debido a los tratamientos térmicos de
80°C vy las superficies no porosas permiten un efecto de resistencia contra las a-amilasas, las

cuales son inactivas al pH~3.8 (Freire et al., 2009; Silva, Gurruchaga & Gofii, 2009).

Se han reportado una amplia variedad de estudios sobre sintesis de polimeros semisintéticos con
sensibilidad al factor de pH, donde sus resultados apuntan a un control éptimo de liberacién en
medios in vitro gastrointestinal de pH~1.2-2 (<10-60%) y pH~7.4 (60-92.6%) pero
considerando tiempos de 8-24 h, sin embargo, todos los materiales semisintéticos (quitosano,
gelatina, almiddn, pectina y sus variantes) reportaron el uso de entrecruzantes y copolimeros
con cierto grado toxico (acido metacrilato, acrilico, N,N-metilen-bis-acrilamida, 2-hidroxietil
metacrilato, acido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico, ortosilicato de tetraetilo,
glutaraldehido, cloruro de acriloilo y epiclorhidrina), asi como reactivos secundarios
(iniciadores) poco convencionales y corrosivos como amonio persulfato, y con baja capacidad
reproducible a gran escala (Elvira et al., 2002; Saboktakin, Maharramov & Ramazanov, 2009;
Silva, Gurruchaga & Gorii, 2009; Vakili & Rahneshin, 2013; Sohail et al., 2015; Bashir et al.,
2016; Minhas et al., 2016; Naeem et al., 2017; Vityazev et al., 2017; Abbasi et al., 2019;
Nezami, Sadeghi & Mohajerani, 2020; Kalendova et al., 2021). En comparacién, la liberacion
de los hidrogeles de triticale no es dptima debido al poco tiempo de liberacidn, pero es mas

sensible al pH intestinal 3.5 h (80-96%), y no se encontrd un estudio similar de hidrogeles
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completamente naturales a base de almidon con potencial sensibilidad al pH, sin embargo, si se
encontraron estudios de materiales naturales (almidon/etilcelulosa y pectina/carboximetil
celulosa) con otras técnicas complejas y con diferentes reactivos no tdxicos que presentaron un
optimo control de liberacion (pH~1.2/<5% y pH~7.4/25-70%, durante 8-12 h) (Freire et al.,
2009; Gadalla et al., 2016). Es posible que siguiendo las técnicas de ambos estudios se logre
desarrollar un 6ptimo hidrogel natural que sea comparable en liberacién prolongada y con menor

costo de produccion.
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CONCLUSION

Las caracteristicas de tipo-A (tamafio y cristalinidad) de los granulos de almidén de triticale
completo Eronga permitieron la sintesis de hidrogeles inteligentes mediante su
entrecruzamiento con citrato. Se encontrd que el control en las proporciones especificas en
conjunto con el tratamiento térmico indirecto de 90°C+1 con posterior refrigeracion (5°C/120
h) fueron los factores relevantes que permitieron los procesos de gelatinizacion y retrogradacion
Optimos y caracteristicos del hidrogel. El entrecruzamiento fue confirmado mediante técnicas
fisicoquimicas de FI-IR por la presencia del grupo funcional sensor (COOH), mientras que el
ensayo de pH confirmo el entrecruzamiento quimico de las proporciones Il y IV mediante la
liberacion total de BSA (a < 0.01) y el coeficiente de difusién aparente, los cuales estan
correlacionados (r, 0.01 < a < 0.05) de manera positiva al incremento de pH. Por otro lado, se
presentd un alto control de liberacion de los hidrogeles en los diferentes sistemas de pH,
influenciados en su mayoria por una difusion no Fickiana, principalmente por la relajacion de
las cadenas poliméricas, con resistencia a la condicion simulada de flujo gastrico (pH~2-3)
durante 3.5 h, permitiendo una liberacion total acumulada entre 80-96% de BSA en medio
simulado de pH intestinal (pH~7.8), lo cual justifica su potencial utilizacion como sistema de
liberacion, sin embargo, se debe optimizar la resistencia de los cortos tiempos de liberacién en
acido. La sintesis de estos nuevos materiales naturales permitié resultados de caracterizacion
comparativos, pero no mejores que los semisintéticos, sin embargo, tienen la ventaja de ser
producidos por una fuente sustentable del almidon poco reportada en el area de biomateriales,
ser biodegradables, sintetizados mediante quimica sostenible, facilmente reproducibles y de bajo
costo. Finalmente, se introdujo exitosamente una nueva aplicacion del almidén de triticale para

la elaboracion de materiales naturales con estimulo-respuesta.
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