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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo la obtenciéon de antocianinas a partir del repollo morado (brassica
oleracea) para utilizarlas como agentes indicadores de pH en membranas fabricadas a partir de cuatro
biopolimeros diferentes para su posible uso en aplicaciones biomédicas. Se evaluaron parametros de
eficiencia y respuesta al pH con el fin de optimizar el proceso de extraccion de las antocianinas, en el caso
de las membranas, se realizaron ademas pruebas de hinchamiento y solubilizaciéon con el objetivo de
realizar una comparacion del comportamiento entre ellas. Todo el proceso estuvo sustentado mediante
espectros y absorbancias medidas por espectrometria, y pruebas de comportamiento. Los resultados
muestran que las membranas, preparadas presentan buenas propiedades indicadoras en el rango de pH
alcanzado por la piel, adecuados porcentajes de hinchamiento y tiempos de solubilizacién que superan
las 96 h, lo que las hace utiles para un posible uso en el tratamiento de heridas cutaneas.
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Manufacture of membranes
sensitive to pH change for possible
treatment of skin wounds

Abstract

The objective of this study was to obtain anthocyanins from purple cabbage (brassica oleracea) in order
to use them as pH indicator agents in membranes manufactured from four different biopolymers for their
possible use in biomedical applications. Efficiency and response to pH and temperature parameters
were evaluated as parameters in order to optimize the anthocyanin extraction process, in the case of
membranes, swelling and solubilization tests between them were also carried out in order to perform a
comparison between them. The whole process was supported by spectra and absorbances measured
by spectrometry, and behavioral tests. The results show that the prepared hydrogels have good indicator
properties in the range of pH reached by the skin, adequate swelling percentages and solubilization times
that exceed 96 h, which makes them useful for a possible use in the treatment of skin wounds.

Keywords: Biomaterials; Membranes; Anthocyanins; Chitosan; Collagen; Fibroin; Polyvynil alcohol (PVA).

Fabricacao de membranas sensiveis
a mudanca de pH para possivel usos
no tratamento de feridas na pele

Resumo

Este trabalho teve como objetivo a obtengéo de antocianinas de couve roxa (brassica oleracea), a fim de
utiliza-las como agentes indicadores de pH em membranas feitas de quatro diferentes biopolimeros para
possivel uso em aplicacoes biomédicas. Parametros de eficiéncia e resposta ao pH foram avaliados para
otimizar o processo de extragdo das antocianinas, no caso das membranas, também foram realizados
testes de intumescimento e degradagao para comparagéo entre elas. Todo o processo foi suportado por
espectros e absorbancias medidas por espectrometria e testes de desempenho. Os resultados mostram
que as membranas preparadas apresentam boas propriedades indicadoras na faixa de pH atingida pela
pele, porcentagens de intumescimento adequadas e tempos de degradagao superiores a 96 h, o que as
torna uteis para possivel utilizagdo no tratamento de feridas cutaneas.

Palavras-chave: Biomateriais; Membranas; Antocianinas; Quitosana; Colageno; Fibroina; Alcool polivinilico (PVA).
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Introduccion

Sobre la piel existe un complejo fisicoquimico
conocido como manto acido, formado por el manto
aéreo y la emulsién epicutanea, los cuales son
los encargados de mantener la estabilidad del pH
natural de la piel, cuyo valor se encuentra alrededor
de 6,5 [1]; mantener este valor es esencial para
evitar el desequilibrio de la flora cutanea y, a su
vez, la proliferaciéon de organismos patégenos [2].
Cuando un tejido epitelial se ve afectado por
heridas, Ulceras o traumas existe una acidificacion
en él, lo que induce un cambio en el pH que dificulta
un microambiente adecuado, para que pueda existir
un proceso de cicatrizacion exitoso. Por ello, es
imprescindible y conveniente mantener el control
de acidez epitelial en un tejido con patologias, ya
que conociendo el pH de la zona afectada se puede
tener claridad sobre el diagndstico y tratamiento
adecuado para cada paciente, lo que garantiza que
la cicatrizacion del tejido se dé bajo un ambiente
con las mejores condiciones posibles [2].
Actualmente, existen técnicas para el tratamiento
de heridas cutaneas, tales como el uso de apdsitos,
farmacos e hidrogeles, siendo este ultimo de
mucho interés de estudio y mas aun si se integra
la fema de indicadores, debido a que es un método
novedoso y poco explorado.

La fabricacion de membranas a partir de diferentes
biopolimeros ha ganado importancia en el tema
de tratamiento de heridas cutaneas, debido a la
gran biocompatibilidad, flexibilidad y excelente
capacidad de absorcién y desorcion de farmacos,
a la vez que facilitan la humectacion de la herida.
Sin embargo, el control de pH en los tratamientos
dérmicos se sigue realizando por separado, dado
a que hasta el momento no se reporta el uso de
hidrogeles o membranas indicadoras de pH [3].
Es bien sabido que las antocianinas como
pigmentos hidrosolubles se pueden encontrar
en las vacuolas de las células vegetales, y que
son ellas quienes les otorgan a algunas frutas,
hortalizas y vegetales una gama de colores
que van desde el rojo hasta el azul, por lo cual
se encuentran en diversas fuentes de frutos y
vegetales de color rojo y purpura. Actualmente,
el interés en ellas se ha intensificado, debido a
que son flavonoides que, ademas de poseer
propiedades farmacologicas y terapéuticas [4],
también presentan una alta sensibilidad a la
temperatura, al pH y ala luz. Ademas, cuando las
antocianinas se encuentran sometidas a un medio
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acido, su forma predominante es la del ion flavilio,
el cual le otorga el color rojo, mientras que cuando
es sometida a pH basico o alcalino, el ion flavilio
es susceptible al ataque nucleofilico por parte del
agua, y como consecuencia ocurre un fenémeno
conocido como efecto hipsocrémico, haciendo que
cambie de color, por lo cual se pueden aprovechar
como indicadores de pH [5,6].

Por lo anterior, en este trabajo se planted
la obtencion de membranas de diferentes
biopolimeros con la adicibn de antocianinas,
con el fin de evaluar el potencial de estas como
liberadoras de farmacos con indicador de pH,
una vez sean aplicados sobre la herida de la piel
que se encuentre acidificada, y una vez liberen la
sustancia absorbida basifiquen la zona afectada
y den evidencia del cambio de pH mediante el
cambio de color. Para lograrlo, se mezclaron
diferentes biopolimeros con propiedades benéficas
para fabricar peliculas, como el quitosano, la
fibroina, el colageno y el polivinil alcohol, y se
prepararon membranas con las mezclas de estos,
para determinar su comportamiento, mediante la
evaluacion de hinchamiento y la respuesta a los
cambios de pH. El quitosano y el colageno son
reconocidos por su efecto cicatricial, al igual que la
fibroina, en tanto el PVA se ha reconocido por ser
un polimero coadyuvador en el entrecruzamiento
de los anteriores, y mejorador de las propiedades
mecanicas en la fabricacion de membranas, de ahi
la seleccion de estos biopolimeros.

Materiales y métodos

Extraccion de antocianinas

Las antocianinas fueron extraidas por via quimica
desde el repollo morado (Brassica oleracea)
con base en un estudio previo, en el cual las
antocianinas obtenidas desde esta fuente
presentaron un mejor rendimiento de extraccion y
respuesta al pH, en comparacién con las obtenidas
desde mora (Rubus ulmifolius), ciruela (Prunus
domestica), remolacha (Beta vulgaris) y berenjena
(Solanum melongena), también evaluadas [7].
Las hojas del repollo fueron cortadas en trozos
de 5 x 5 mm vy, posteriormente, mezclados con
agua destilada en una relacién 2:1 S/L, para
finalmente ser llevados a un bafio maria durante
30 min a una temperatura de 70 °C, siguiendo el
protocolo previamente establecido por las autoras
en estudios previos del Grupo de Biomateriales de
la Universidad de Antioquia [7].
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Caracterizacion de las antocianinas

La solucion de antocianinas fue caracterizada
por espectroscopia de luz ultravioleta (UV),
empleando un espectrometro BioTek Synergy H1
Hybrid Multi-Mode Reader. El espectro fue tomado
a la solucién en un pH=1, debido a que en este
pH se logran observar facilmente las estructuras
del catién flavilio responsable de la estabilidad de
las antocianinas; para lo cual la solucién tuvo que
ser diluida en una relacion de 1/20 v/v con agua
destilada, con el fin de abarcar el rango espectral
entregado por el equipo.

La concentracién de la solucion de antocianinas se
determiné por el método de pH diferencial; el cual
resulta bastante util, ya que la antocianina presenta
una transformacion debida a los cambios de pH, lo

A = (Amaz — Ax=100)pH=1 — (Amaz — Arx=700)pH=4,5

Donde 4,  es la lectura del pico mas alto a pH=1
y pH=4,5, y 4,=700 es la lectura de absorbancia a
700 nm.

Los valores utilizados para realizar el calculo

de la concentracién en la ecuacion 1 fueron:
L

Pm = 449,6 g/L, FD = 180, ¢=2 mol » cm~
s 0N morear Y
> mol * cm

La eficiencia se determiné empleando la ecuacion 3.
o C
E ficiencia = o * 100 (3)

(2

mg
Donde C es la concentracion de la solucionen ;" y
Ci a la cantidad de materia prima en la extraccion.

Finalmente, se determind la concentracion final de
la antocianina empleando la ecuacion 4 [12].

(4)

Respuesta de las antocianinas al cambio de pH
La respuesta de las antocianinas al cambio de pH
fue evaluada empleando la preparacién de cuatro
medios acuosos con variaciones en su pH (pH=3,
5, 7y 9), cabe anotar que los demas valores de
pH no fueron tomados en cuenta, ya que este es
el rango de pH maximo alcanzado por la piel bajo
diferentes condiciones.

Los medios con diferentes valores de pH se
prepararon mezclando soluciones de hidroxido de
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cual se traduce en un cambio llamativo en el nivel
de absorbancia. La forma oxomiun predomina a un
valor de pH 1, mientras que la forma hemiacetal
predomina a valores de pH 4,5. Para ello, se hace
relacion a la ecuacion 1.

_A*Pm*FD
€

[

L

Donde Pm es el peso molecular de las antocianinas,
FD es el factor de dilucion y ¢ se define como el
coeficiente de extincién molar.

A se define como la absortividad y esta dada por
la ecuacion 2 [7].

()

sodio (NaOH) al 99 % y acido clorhidrico (HCI) al
37 % en diferentes proporciones, y posteriormente
2 ml de la solucién de antocianina obtenida fueron
vertidos en cada uno de los medios preparados
y se tomaron espectros de irradiancia absoluta a
cada uno, con el objetivo de cuantificar los cambios
presentes en las soluciones.

Extraccion y preparaciéon de biopolimeros

Los biopolimeros utilizados para la fabricacién de
las membranas en este estudio fueron: fibroina
(Fib), quitosano (Qno), colageno (Col) y Polivinil
Alcohol (PVA); dichos biopolimeros se eligieron
por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y la
capacidad de entrecruzarse y formar peliculas
con propiedades mecanicas adecuadas para
aplicaciones biomédicas [8-10].

Para la extraccién de la fibroina (F) se dispuso
de una porcién de capullos de Bombyx Mori
fraccionados en trozos de 5 x 5 mm, paralelamente
se preparé una soluciéon al 0,2M de carbonato
de sodio (Na,CO3), a la cual se agregaron los
trozos de capullo de Bombyx Mori en una relacién
5:2 plv, y la mezcla se mantuvo bajo agitacion
magnética durante 1 hora a 80°C. Una vez
completado el tiempo de reaccion, se retird la
fibra cruda resultante del proceso, se eliminé el
excedente de agua y se dejé secando durante
48 h a temperatura ambiente; este proceso de
secado se realiz6 para garantizar que no se afecte
la concentracion de la solucion de fibroina por la
presencia de humedad [11].
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Para la solubilizacion de la fibra se realizd una
solucion de cloruro de calcio (CaCl,), agua destilada
y etanol (C,H¢O) en relacidon 1:8:2 molar teniendo
como base el peso de la fibra, la cual fue sumergida
en dicha solucién y se mantuvo en agitacion
magnética a 55 °C hasta solubilizar por completo.
La solucion obtenida fue finalmente llevada a
un proceso de dialisis en una bolsa de celulosa
que contenia la solucion, la cual se sumergio en
agua destilada, esta fue cambiada periédicamente
durante 72 h. Finalmente, la caracterizacion de la
fibroina obtenida se realiz6 por espectroscopia UV,
empleando un espectrofotémetro BioTek Synergy
H1 Hybrid Multi-Mode Reader.

Para la preparacion de la solucion de quitosano
(Qno) se partid de polvo de quitosano comercial
(%DD >75 %), se prepar6 una solucion al 1 % de
acido acético (C,H,0,), a la cual se le adicion¢ el
polvo de quitosano en relacion 1:100, y se llevd
a agitacion magnética a temperatura ambiente
durante 3 h hasta la solubilizacién completa del
quitosano.

Debido a que el quitosano y la fibroina son
polimeros que requieren ser disueltos en medios
con pH modificados y el PVA no, se decidié utilizar
la solucién de antocianinas preparada como el
medio acuoso para la preparacién del PVA, de esta
manera, es posible obtener peliculas sin modificar
la cantidad de agua de estas, la concentracién vy el
color respectivo de las antocianinas empleadas en
ellas. Para ello, se prepar6 una solucion al 5% de
PVA partiendo de polvo de PVA 98 % hidrolizado,
el cual se disolvié en la solucién de antocianinas
obtenida y se llevé a agitacién magnética por2 h a
una temperatura de 70 °C.

Fabricacion de las membranas

Se fabricaron membranas con la combinacion
de tres de los biopolimeros, mediante la técnica
de vapor casting, partiendo de la combinacion
de los biopolimeros y las proporciones de PVA
encontradas en la literatura. Dada la buena
respuesta de entrecruzamiento generada entre
el quitosano y el PVA [12], elevada fragilidad
de la fibroina, esta se mezclé con quitosano y
con colageno para intentar plastificar un poco lo
membrana y mejorar las propiedades mecanicas
de las mismas.

Quitosano-PVA
La preparaciéon de la solucién de quitosano-
PVA consisti6 en mezclar las soluciones
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obtenidas previamente de quitosano con
la de PVA/antocianinas en relacion 70/30
respectivamente por 30 min bajo agitacion
constante, y posteriormente fue vaciada a una caja
Petri y llevada a secado en horno a 30 °C durante
72 h.

Fibroina-Quitosano-PVA

En el proceso de formacion de esta matriz con la
mezcla de los tres biopolimeros se mantuvo una
relacion 50/30/20 de las soluciones de fibroina-
quitosano-PVA/antocianinas, la cual se mezclo por
30 min bajo agitacion constante, y posteriormente
fue vaciada a una caja Petri para finalmente
secarla en horno a 30 °C durante 72 h.

Fibroina-Colageno-PVA

El polvo de colageno se adiciond a la solucién
de PVA/antocianinas previamente obtenidas, y a
dicha mezcla se le adicioné la solucion de fibroina,
manteniendo una relacion de 70/30 fibroina-PVA/
antocianinas/colageno, la cual se agité6 por 30
min y luego se vacié en una caja Petri y se llevo
a secado en horno a una temperatura de 30°C
durante 48 h.

Evaluacion de propiedades de las membranas
Las membranas fueron evaluadas en espesor,
flexibilidad, color, capacidad de hinchamiento,
solubilidad y respuesta al cambio de color con la
variacion en el pH.

El espesor de las membranas se midié con un
micrometro analégico marca Mitutoyo Quantu
Mike, haciendo mediciones en los extremos vy el
centro de la membrana, cubriendo asi 5 puntos, y
se reporto el valor promedio de los datos obtenidos.
Para las pruebas de hinchamiento, solubilidad y
respuesta al cambio de pH, se preparé una solucion
de fluido corporal simulado y se ajusto el pH a las
condiciones necesarias. Se tomaron muestras de
las membranas preparadas con dimensiones de
1x1 cm y cada ensayo se realizd por triplicado.
La capacidad de hinchamiento de las membranas
se determiné sumergiendo cada muestra en agua
destilada y se fij6 un intervalo de tiempo de 1 h.
Transcurrido dicho tiempo se tomo el peso y area
a cada una de las muestras, y se repitié el proceso
hasta que el peso fue constante y en ese momento,
se asumio que su capacidad de hinchamiento llegd
al maximo, lo que permite calcular el porcentaje de
hinchamiento a partir de la ecuacién 5 [13].
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peso final — peso inicial

* 100

%hinchamiento =

peso inicial

Para las pruebas de solubilizacion, se sumergieron
las muestras en una solucion de fluido corporal

SBF (ml) = peso seco muestra(mg) * 0,1

El pH de la solucion del Fluido Corporal Simulado
(SBF) fue ajustado a 7,4 utilizando una Solucién
Buffer y se sumergieron las membranas para luego
llevarlas a incubacion por 96 h a 37 °C, con evaluacion
periddica cada hora a fin de identificar los cambios
presentes en ellas como color, forma y tamafio.

Por otra parte, la respuesta a los cambios de pH se
realizd depositando las muestras en medios con
diferentes pH en el rango de 3 a 9, y luego a dichas
muestras se les realizd6 pruebas de irradiancia
absoluta, con el fin de cuantificar los cambios
de color obtenidos, para lo cual se empled un
espectrometro USB650 Red Tide (Ocean Optics,
Florisa-USA) en conjunto con la interfaz Ocean
View con un rango entre 350 - 1000 nm.

Resultados y discusion

Extraccion de antocianinas

Segun lo arrojado por las ecuaciones 3 y 4, la
solucion de antocianinas obtenida tiene una
concentracion de 5 550 % y el rendimiento de la
extraccion fue de 0,04 %.
El resultado de Ia

caracterizacion  por

(%)

simulado (SBF), cuya cantidad por muestra se
calculé mediante la ecuacién 6 [14].

(6)

Espectroscopia UV de la solucién de antocianinas
obtenida se muestra en la Figura 1.

En ella se puede observar que el maximo de
absorbancia se encuentra alrededor de los 520 nm
coincidiendo con la longitud de onda caracteristica
de las antocianinas, verificando asi la presencia de
estas en la solucién obtenida [15].

La evaluacién de respuesta al pH de la solucion
de antocianinas obtenida se llevé a cabo en los
medios preparados, donde fue posible observar
tonalidades de color que abarcan desde el rojo
hasta tonalidades azules, estos cambios y las
pruebas de irradiancia realizadas para cuantificar
el color se muestran en la Figura 2.

En la figura se observan atenuaciones en el rango
del espectrovisible (350-700 nm) correspondientes
a los cambios de color de las antocianinas por
accion del pH, donde se evidencia que a pH
basicos es mayor la intensidad en el rango de los
azules, la cual aumenta a medida que aumenta el
pH, mientras que a pH acidos el pico sobresaliente
se encuentra en las longitudes de onda propias de
los rojos y se observa una atenuacion importante
en los tonos verde-azules.

Figura 1. Espectroscopia UV para la solucion de antocianinas extraidas de repollo morado (Brassica oleracea).
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Figura 2. Respuesta al pH de las antocianinas obtenidas a partir de repollo morado (Brassica oleracea).

Evaluacién de las membranas

Se logré la fabricacidon de las membranas con los
diferentes biopolimeros mezclados. En la Figura 3
se presentan las membranas obtenidas con
dimensiones de aproximadamente 3 cm de lado.
En términos de espesor, la membrana compuesta
por fibroina-quitosano-PVA (A), fue la que registro
el menor espesor (0,3 mm) mientras que la
compuesta por quitosano-PVA (B), obtuvo un
espesor de 0,5 mm y la de fibroina-colageno-PVA
(C), obtuvo espesor de 0,9 mm; aunque la técnica
para preparar las membranas fue la misma, se
puede atribuir a la evaporacion de los solventes
con que fueron disueltos los biopolimeros durante
el secado.

La flexibilidad de las muestras fue variable,
obviamente esta propiedad depende del espesor
alcanzado. Mientras la membrana de menor
espesor fue la mas flexible, la de mayor espesor

se torné mas rigida, pero ninguna de ellas se torno
quebradiza, evidenciando que el PVA incorporado
logro plastificar los compuestos, sobre todo en las
membranas que contenian fibroina que se conoce
es bastante rigida y requiere de plastificantes.

La Figura 3 deja ver claramente la coloraciéon de
las membranas, esta se debe a la relacion de los
biopolimeros empleados. La mayor coloracion se
observd en la membrana de Qno-PVA (B), ya que
esta contiene una mayor cantidad de antocianinas
gracias a la composicién (Fib-Qno-PVA: 50/30/20,
Qno-PVA: 70/30 y Fib-Col-PVA: 70/30), y que
esta se ve disminuida en las otras muestras por la
adicioén de fibroina que es el biopolimero principal.
Sin embargo, para cuantificar los cambios en
coloracion, se realizaron pruebas de irradiancia
absoluta, cuyos resultados son mostrados en la
Figura 4.

Figura 3. Membranas obtenidas con los biopolimeros (A: Fib-Qno-PVA, B: Qno-PVA, C: Fib-Col-PVA).
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Figura 4. Espectro de irradiancia para las membranas obtenidos a partir de diferentes biopolimeros.

De la figura se observa que la membrana
de quitosano-PVA presenta una reduccion
de intensidad en el rango entre 550-650nm
que corresponde a las longitudes de onda
pertenecientes a los colores amarillo-verde,
mientras que en las longitudes de onda alrededor
de 700 nm presenta una contribucion mayor que
las demas membranas, lo que significa que, al ser
iluminada con una luz blanca, tiene una buena

transmitancia en los tonos azules y rojos y absorbe
los colores amarillos y verdes. En los demas casos
se hace mas dificil observar dicho fendmeno
debido a la opacidad generada por la fibroina.
Después de evaluar en los diferentes medios de
pH cada una de las membranas fabricadas, fue
posible verificar que en todos los casos se logré
evidenciar el efecto indicador de las antocianinas,
tal y como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Respuesta a los cambios de pH de las membranas fabricadas con los biopolimeros.
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En las imagenes de las membranas sumergidas
en los diferentes pH, se logra observar que hay
un evidente cambio de coloracion en todos los
casos ocasionada por los valores de pH a los que
fueron sometidas las membranas, sin embargo,
se presentan diferencias de intensidad entre cada
tipo de coloracion, esto es debido a la cantidad de
antocianinas presentes en ellas.

Se hace evidente que todas las membranas
fabricadas presentan cambios importantes de
color al estar inmersas en medios de diferentes
pH, esta caracteristica es producida por la adicion
de antocianinas en la matriz de cada una de ellas.
Como era de esperarse, mientras los pH se hacen
mas acidos se presenta el proceso batocrémico
que hace que las antocianinas muestren un
corrimiento hacia el color rojo, mientras que para
valores de pH basicos el proceso ocurrido es el
hipsocrémico, dandose el corrimiento hacia el
azul, acorde con lo reportado por Faraldos y
colaboradores [15].

Para intentar cuantificar los cambios de coloracion
obtenidos en las membranas sumergidas en los
diferentes pH, se realizaron pruebas de irradiancia
absoluta a cada una de las muestras sometidas a
las diferentes soluciones con variacion de pH, y los

resultados son presentados en la Figura 6.

De las curvas presentadas en la Figura 6 es
posible observar el cambio en la longitud de onda
cuando hay cambio de color en cada una de las
membranas expuestas a los diferentes pH. En
todos los casos, las lecturas de transmitancia
de las membranas que contenian fibroina en su
estructura son poco claras, esto se debe a la
opacidad obtenida en la membrana con la adicion
de fibroina, sin embargo, en la que contiene solo
quitosano-PVA se logran observar los cambios de
intensidad esperados a cada longitud de onda.

En la figura de la membrana sometida a pH 3 se
puede ver como la curva perteneciente ala muestra
de quitosano-PVA presenta poca intensidad en
la transmitancia en el rango de longitudes de
onda pertenecientes al color verde, pero tiene un
pico importante en el rango de las longitudes de
onda correspondientes al rojo. Sin embargo, la
intensidad de los verdes aumenta a medida que el
pH se torna mas basico, como se observa en las
figuras de las membranas a pH entre 5y 9, debido
a que la membrana va tomando coloraciones
hacia el verde, sufriendo un proceso hipsocrémico
tipico en las antocianinas bajo dichas condiciones
de pH.

Figura 6. Espectro de irradiancia para las membranas obtenidas a partir de diferentes biopolimeros en pH=3.
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La muestra de fibroina-coldgeno-PVA no presenta
intensidad en la transmitancia en el rango de
longitudes de onda para el color verde para pH de
3, 5y 7, pero cambia significativamente cuando
el pH llega a 9 (curva azul), resultado que puede
ser atribuido al intenso color obtenido por esta
membrana en este valor de pH, como se mostré
en la Figura 5, razén por la cual, aunque existe
dispersion por las fibras de fibroina es posible
observar los picos de irradiancia esperados para
este caso. El colageno parece estar influyendo
bastante en este comportamiento, pues para la
membrana de fibroina y PVA sin colageno, no
presenta intensidad en la transmitancia en el rango
de longitudes de onda del color verde. En tanto
que la membrana de quitosano-fibroina PVA fue
la que mejor se comporté ante todos los cambios
de pH.

Por su parte, los resultados de las pruebas de
hinchamiento se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de hinchamiento de las
membranas obtenidas de los biopolimeros.

Hidrogel % de hinchamiento

Qno-PVA 262,73
Fib-Col-PVA 407,14
Fib-Qno-PVA 107,98

De la tabla se puede observar que la muestra que
presentdé mayor porcentaje de hinchamiento fue
la compuesta de fibroina-colageno-PVA, esto se
debe a que el colageno es altamente hidrofilico y se
combina facilmente con los enlaces de hidrogeno
de las moléculas de agua para formar nuevos
enlaces, ademas de esto, tiene la capacidad de
formar poros de mayor tamafo en las membranas
aumentando asi su capacidad de absorcién [16].
Mientras que la muestra de fibroina-quitosano-PVA
obtuvo el menor porcentaje de hinchamiento
debido a que es la que contiene menos cantidad de
PVA, que es el agente que otorga la caracteristica
de macroporosidad en este tipo de compuestos
poliméricos, por lo cual su capacidad absortiva
se ve disminuida [17], ademas, también se podria
atribuir a la disminucién del entrecruzamiento
del quitosano con el PVA por interaccion de los
enlaces de la fibroina, inhibiendo la capacidad de
absorber agua.

Por su parte, todas las muestras presentan
porcentajes de hinchamiento aceptables para la
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aplicacion deseada. Cabe anotar que existen dos
factores muy importantes al hablar de hinchamiento
y capacidad de solubilizacién en los hidrogeles, los
cuales son la hidrofilia de las cadenas poliméricas
de la matriz y el grado de entrecruzamiento logrado
entre los polimeros.

Es bien sabido que el entrecruzamiento involucra
la formacién de enlaces covalentes entre las
cadenas de los biopolimeros con las moléculas
del PVA, dando lugar a una matriz entrecruzada
que contiene cadenas distribuidas aleatoriamente,
capaz de hincharse aumentando varias veces su
peso en seco.

En este caso, al tener la membrana seca (xerogel)
las cadenas poliméricas se encuentran sin
estirar, pero en presencia de agua las cadenas
que conforman la red se estiran y el biomaterial
se expande hasta alcanzar el hinchamiento,
este es el resultado de un balance entre las
fuerzas osmaticas que causan que el disolvente
haya penetrado entre las cadenas del polimero
hidrofilico y las fuerzas cohesivas existentes
entre estas cadenas que oponen resistencia a la
expansion

El porcentaje de hinchamiento en cada una de
las membranas evaluadas presenta una relacion
inversa con el grado de entrecruzamiento de éstas,
lo que se conoce como efecto Clusters, razén
por la cual se puede asegurar que la membrana
compuesta por fibroina-colageno-PVA es la que
presenta menor grado de entrecruzamiento [18],
ya que a mayor cantidad de agente entrecruzante
incorporado en el formulado, mayor es el
entrecruzamiento, dando lugar a estructuras mas
compactas que suelen ser mas rigidas y con menor
grado de hinchamiento, acorde a lo reportado por
Garcia [19].

Por otro lado, la Figura 7 muestra los resultados
obtenidos en el proceso de evaluacion de la
solubilidad de las membranas en fluido corporal
simulado (SBF).

En la figura se puede observar que la muestra de
fibroina-colageno-PVA, es la que menos perdura
en el tiempo, ya que luego de 3 h de exposicion
habia perdido su estructura solubilizandose por
completo, aunque esta es la membrana que mas
volumen absorbié y mas tiempo demoré en llegar
a su estado de maximo hinchamiento (segun la
Tabla 1), se puede concluir que esta no generd el
grado de entrecruzamiento necesario para darle
estabilidad en la solucion fisioldgica.
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Figura 7. Solubilizacion de las membranas creadas a partir de diferentes biopolimeros (A: en tiempo cero, B: luego
de tres horas de exposicién en SBF).

Por su parte, las membranas de quitosano-PVA
y fibroina-quitosano-PVA presentan un tiempo
de solubilizacion mayor al tiempo de exposicion
al fluido corporal simulado, efecto no encontrado
en las muestras de fibroina-colageno-PVA lo
cual se atribuye a que hay un mayor grado de
entrecruzamiento del quitosano con el PVA, dado
que los enlaces de los grupos amina reaccionaron
formando enlaces con los grupos OH- del PVA,
tal y como lo reportaron Escobar y Perea [12].
El tiempo de solubilizacion de las membranas
permitiria evaluar este tipo de compuestos para
posibles aplicaciones cutaneas como objetivo de
realizar este estudio.

El aumento en la velocidad de solubilizacion de la
membrana compuesta de fibroina-colageno-PVA
se debe a que el gran tamafio de poro otorgado
por el colageno, quien hace que la densidad del
material sea menor, y las paredes intersticiales del
mismo sean mucho mas delgadas, por lo cual al
entrar en contacto con sales como las del fluido
corporal simulado (SBF), estas paredes se logran
solubilizar con mayor rapidez.

Conclusiones

Se logré la obtencién y caracterizacion de una
solucién de antocianinas extraida a partir de
repollo morado (brassica oleracea), la cual mostré
un buen efecto indicador de pH, a la vez que fue
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posible embeberla en membranas con diferentes
composiciones de biopolimeros.

Se logré la fabricacion de membranas que
presentan caracteristicas acordes a las deseadas
para su posible uso en el tratamiento de heridas
cutaneas, loscualespresentanbuenas propiedades
indicadoras en el rango de pH alcanzado por la
piel, adecuados porcentajes de hinchamiento y un
tiempo de solubilizacién superior a las 96 h.
Aunque todas las membranas presentaron buen
comportamiento antes las evaluaciones realizadas,
se podria decir que la compuesta por quitosano,
fibroina y PVA seria de gran utilidad para contacto
con la piel, no solo por la biocompatibilidad de sus
compuestos sino por el efecto terapéutico de los
flavonoides a ella integrados.

Agradecimientos

LasautorasagradecenalaUniversidad deAntioquia
y al Grupo de Investigacion en biomateriales-
BioMat por la financiacion del proyecto del cual se
derivé este articulo, y al grupo de 6ptica y foténica
(GOF) por proveer las medidas de espectroscopia.

Referencias
[1] Brlel A, Christensen El, Tranum-Jensen J,

Qvortrup K, Geneser F. Geneser histologia.
4 ed. Editorial Médica Panamericana [Internet].



rev. ion. 2022;35(2):21-32. Bucaramanga (Colombia).

(2]

(3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

(9]

2015. https://edimeinter.com/catalogo/
novedad/geneser-histologia-edicion-4a-2015/
Cabrel C, Univeros G, Aguilar JL. Influencia del
pH en la liberacion del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-BB) a partir
de un hidrogel a base de B-Quitosano. Rev.
Soc. Quim. Pera. 2019;85(4):440-451. dx.doi.
org/10.37761/rsqp.v85i4.258

Valencia LE, Martel SA, Vargas CL, Rodriguez
CA, Olivas |. Apdsitos de polimeros
naturales para regeneracién de piel. Rev.
mex. ing. Bioméd. 2016;37(3):235-249. doi.
org/10.17488/rmib.37.3.4

Garzoén GA. Las antocianinas como colorantes
naturales y compuestos bioactivos: revision.
Acta biol.Colomb. 2008;13(3):27-36. http://
www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S0120-548X2008000300002
Aguilera-Ortiz M, Reza-Vargas M, Chew-
Madinaveita RG, Meza-Velazquez JA.
Propiedades funcionales de las antocianinas.
Biotec., 2011;13(2):16-22. doi.org/10.18633/
bt.v13i2.81

Teixeira LN, Stringheta PC, de Oliveira FA.
Comparagao de métodos para quantificagao
de antocianinas. Ceres, 2008;55(4):297-
304. http://www.redalyc.org/articulo.
0a?id=305226703009

Uribe L, Cardona M, Arango L. Extraccion
de antocianinas desde diferentes fuentes
naturales y evaluaciéon de su efecto
antimicrobiano. Informe técnico, Proyecto
Investigativo Semestral (PIS), Universidad de
Antioquia. 2018. Reporte interno.

Maiolo S, Gonzalez J, Hoppe C, Alvarez V.
Geles compuestos basados en poli (vinil
alcohol) para su uso en biomedicina. En: 11°
Congreso Binacional de Metalurgia y Materiales
SAM/CONAMET, 2011 oct 18-21; Rosario,
Argentina. 2011. https://www.academia.edu/
download/7187929/38-22-2-sp.pdf

Azevedo VVC, Chaves SA, Bezerra DC,
Lia Fook MV, Costa ACFM. Quitina e
Quitosana: aplicagbes como biomateriais.
Revista Eletrbnica de Materiais e Processos
2007;2(3):27-34.

[10]Gaviria Arias DG, Caballero Méndez LC.

Uso de biomateriales a partir de la fibroina
de gusano de seda (Bombyx mori L.)
para procesos de medicina regenerativa
basada en ingenieria de tejidos. Rew.
Méd. Risaralda. 2015;21(1):38-47. http://
www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_

32

arttext&pid=S0122-06672015000100008

[11] Meler-Garcia L. Preparacion y caracterizacion
de hidrogeles de Fibroina para aplicaciones
biomédicas (tesis de grado). Madrid, Espafa:
Facultad de Ingenieria. Universidad Politécnica
de Madrid; 2015. https://oa.upm.es/53272/

[12]Escobar-Sierra DM, Perea-Mesa  YP.
Manufacturing and evaluation of Chitosan,
PVA and Aloe Vera hydrogels for skin
applications. DYNA. 2017;84(203):134-142.
dx.doi.org/10.15446/dyna.v84n203.62742

[13]1Sanchez-Cruz LY, Martinez-Villarreal AA,
Lozano-Platonoff A, Cardenas-Sanchez A,
Contreras-Ruiz J. Epidemiologia de las ulceras
cutaneas en Latinoamérica. Med Cutan Iber
Lat Am. 2016;44(3):183-197. https://www.
researchgate.net/publication/315113679 _
Epidemiology_of cutaneous_ulcers_in_Latin_
America

[14]Kokubo T, Takadama H. How useful is SBF in
predicting in vivo bone bioactivity. Biomaterials.
2006;27(15):2907-2915.  doi.org/10.1016/].
biomaterials.2006.01.017

[15]Faraldos M, Goberna C. Técnicas de analisis
y caracterizacion de materiales. 3 ed.
Espana: Editorial CSIC Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas; 2021.
https://icp.csic.es/es/tecnicas-de-analisis-y-
caracterizacion-de-materiales-3a-ed/

[16]Wang M, Li J, Li W, Du Z, Qin S. Preparation
and characterization of novel poly (vinyl
alcohol)/collagen double-network hydrogels.
Int J Biol Macromol. 2018,118(Pt A):41-48. doi.
org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.200

[17]ArredondoA, Patifio JF, Londofio ME, Echeverri
CE. Matriz a partir de un hidrogel de alcohol
polivinilico (PVA) combinada con sulfadiazina
de plata con potencial aplicacion en el manejo
y control de la sepsis en heridas dérmicas.
Rev. Iberoam. Polim. 2011;12(4):178-187.

[18]Hoare TR. Kohane DS. Hydrogels in drug
delivery: Progress and challenges. Polymer.
2008;49(88):1993-2007.  doi.org/10.1016/].
polymer.2008.01.027

[19]Garcia  MF. Materiales
funcionalizados: Sintesis, modificacion y
estudios de propiedades (tesis doctoral).
Cordoba, Argentina: Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad Nacional de Cdérdoba;
2015. http://hdl.handle.net/11086/15483

poliméricos


file:https://edimeinter.com/catalogo/novedad/geneser-histologia-edicion-4a-2015/
file:https://edimeinter.com/catalogo/novedad/geneser-histologia-edicion-4a-2015/
file:https://revistas.sqperu.org.pe/index.php/revistasqperu/article/view/258
file:https://revistas.sqperu.org.pe/index.php/revistasqperu/article/view/258
https://doi.org/10.17488/rmib.37.3.4
https://doi.org/10.17488/rmib.37.3.4
file:http://www.scielo.org.co/scielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0120-548X2008000300002
file:http://www.scielo.org.co/scielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0120-548X2008000300002
file:http://www.scielo.org.co/scielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0120-548X2008000300002
https://biotecnia.unison.mx/index.php/biotecnia/article/view/81
https://biotecnia.unison.mx/index.php/biotecnia/article/view/81
file:https://www.redalyc.org/articulo.oa%3Fid%3D305226703009
file:https://www.redalyc.org/articulo.oa%3Fid%3D305226703009
https://www.academia.edu/1166537/GELES_COMPUESTOS_BASADOS_EN_POLI_VINIL_ALCOHOL_PARA_SU_USO_EN_BIOMEDICINA
https://www.academia.edu/1166537/GELES_COMPUESTOS_BASADOS_EN_POLI_VINIL_ALCOHOL_PARA_SU_USO_EN_BIOMEDICINA
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-06672015000100008
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-06672015000100008
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0122-06672015000100008
https://oa.upm.es/53272/
http://mr.crossref.org/iPage?doi=10.15446%2Fdyna.v84n203.62742
https://www.researchgate.net/publication/315113679_Epidemiology_of_cutaneous_ulcers_in_Latin_America
https://www.researchgate.net/publication/315113679_Epidemiology_of_cutaneous_ulcers_in_Latin_America
https://www.researchgate.net/publication/315113679_Epidemiology_of_cutaneous_ulcers_in_Latin_America
https://www.researchgate.net/publication/315113679_Epidemiology_of_cutaneous_ulcers_in_Latin_America
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0142961206000457?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0142961206000457?via%3Dihub
https://icp.csic.es/es/tecnicas-de-analisis-y-caracterizacion-de-materiales-3a-ed/
https://icp.csic.es/es/tecnicas-de-analisis-y-caracterizacion-de-materiales-3a-ed/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813018308845?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813018308845?via%3Dihub
https://doi.org/10.1016/j.polymer.2008.01.027
https://doi.org/10.1016/j.polymer.2008.01.027

	_Hlk111109271

