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PRODUCTION OF SCAFFOLDS USING CHITOSAN EXTRACTED FROM CRUSTACEANS

Resumen— El quitosano esta presente en el caparazon de los crustaceos, y desde hace alglin tiempo ha sido utilizado en el
campo de la medicina y la ingenieria de tejidos para la fabricacion de matrices de crecimiento celular. En este estudio se extrajo
quitosano de caparazon de crustaceos y se propuso un método sencillo para fabricar matrices con microestructura controlada.
Las matrices fueron preparadas por congelacion y liofilizacion de soluciones de quitosano y luego fueron caracterizadas por
microscopia electronica de barrido. La difraccion de rayos X del quitosano extraido mostré un espectro acorde con una fuente
comercial del material, evidenciando la efectividad del protocolo de extraccion. La microscopia mostr6 poros ovalados y circulares
distribuidos en todo el volumen de las muestras, con diametros de poros entre 100 um y 150 um. Lo anterior demuestra que el
método de produccion propuesto proporciona un punto de partida para la fabricacion de matrices de crecimiento celular.

Palabras clave—Liofilizacion, Matrices, Porosidad, Quitosano.

Abstract— Chitosan is present in crustacean shells and it has been used in the fields of medicine and tissue engineering for
the construction of scaffolds that support cell growth. In this study, chitosan was extracted from crustacean shells and processed
into scaffolds with controlled microstructure using a simple processing method presented herein. The scaffolds were prepared by
freezing and lyophilization of chitosan solutions and were characterized by scanning electron microscopy. The results showed a
chitosan with an X-ray diffraction spectrum similar to that of a commercial chitosan, thus demonstrating the effectiveness of the
extraction protocol. Microscopy showed oval and circular pores distributed on the bulk sample, with pore diameters between 100
um and 150 pm. This shows that the proposed fabrication method provides a starting point for the construction of porous scaffolds
that may support cell growth.

Keywords— Lyophilization, Scaffolds, Porosity, Chitosan.

1. INTRODUCCION Debido a su comprobada  biodegradabilidad,
biocompatibilidad y  citotoxicidad nula, muchos

investigadores  han  caracterizado las  propiedades

I quitosano es uno de los biopolimeros naturales
mas abundantes en la naturaleza después de la

celulosa, estando presente en la mayoria de especies de
hongos y algas, y siendo un componente fundamental del
exoesqueleto de los insectos y crustaceos [1-3].
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fisicoquimicas y mecéanicas de quitosano extraido de
diversas fuentes, las cuales incluyen calamares [4], langosta,
cangrejos [5-7], y la crisalida del gusano de seda [8].
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Este biomaterial ha sido evaluado especialmente
en la industria alimenticia y farmacéutica debido a su
biodistribucion y actividad antimicrobiana [9,10]. El uso
de quitosano en ortopedia ha sido impulsado debido a su
capacidad de inducir y promover formacioén dsea, solo o en
combinacion con fosfatos de calcio [11-13], a su capacidad
para producir fibras que proporcionan resistencia [14], y
por la posibilidad de generar recubrimientos bioactivos
sobre sustratos de titanio con minima degradacion bajo
exposicion [15]. El quitosano también ha sido utilizado
para la ingenieria de tejidos en la fabricacion de matrices
que soportan el crecimiento celular [16-21]. Este tipo de
matrices exigen una estructura tridimensional porosa (con
porcentajes de porosidad y didmetros de poro definidos)
con propiedades mecanicas apropiadas para cada
aplicacion [16]. Trabajos como el de Koegler resaltan la
importancia de desarrollar nuevos procesos de fabricacion
para controlar las caracteristicas de estas matrices [16].

Trabajos realizados a nivel mundial muestran diferentes
métodos para la fabricacion de matrices a partir de soluciones
de quitosano. La técnica de enfriamiento y liofilizacion
utilizando acido acético ha sido reportada ampliamente, y
autores como Bae [1] y Adekogbe y colaboradores [17] han
buscado su optimizacion utilizando diferentes medios de
enfriamiento, mientras que Madihally y colaboradores [18]
utilizan diferentes temperaturas, y Elder y colaboradores [19]
adicionan nuevas etapas como la de centrifugacion. Otros
autores como Wang et al. [20], y Weng y Wang [21] reportan
técnicas como la separacion de fases y la co-extraccion,
en las cuales se vierte una mezcla de quitina, solvente
polimérico y porogénico en un molde y posteriormente se
solubilizan el solvente polimérico y el azlcar (porégeno)
en agua. Madihally y colaboradores [18] han explorado el
potencial uso del quitosano para la produccion de matrices
con porosidad y estructura controlada, y de geometrias
relevantes para aplicaciones en ingenieria de tejidos, dado
que para algunos porcentajes de porosidad se ha observado
crecimiento y proliferacion celular, tanto de fibroblastos
como de condrocitos, indicando la factibilidad del uso de
dichas matrices para crecimiento celular.

El objetivo de este trabajo fue extraer quitosano de
caparazon de crustaceos y utilizarlo en la fabricacion de matrices,
proponiendo un método basado en el enfriamiento y liofilizacion
con algunas variaciones al método empleado por Bae [1].

II. MATERIALES Y METODOS
Como fuente rica en quitina se utilizaron caparazones

de cangrejos, langostas y mejillones.

2.1 Obtencion y caracterizacion del quitosano.

La extraccion del quitosano fue realizada siguiendo el
protocolo establecido por Quintana y Ospina [22], metodo-
logia que incluye tres etapas como se muestra en la Fig. 1.
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ETAPA1 ETAPA II ETAPA III
Preparacion de Obtencion de la Obtencion del
materia prima — quitina —> quitosano

I I :

Inmersion en NaOH |

Lavado y secado

Inmersion en NaOH

Lavado y secado

Molienda Lavado y filtrado

| Tamizaje | | Inmersién en HCI |

Lavado y secado

Fig.1. Metodologia para la extraccion de la quitina y el quitosano.

En la primera etapa se clasifico el material y se le retiro
la materia orgéanica adherida con abundante agua, se sec6 en
estufa a una temperatura de 40°C por un periodo de 2 horas
hasta lograr un secado completo, luego se realizo trituracion
por molienda, y finalmente se tamizd para clasificar las
particulas en tamafos entre 0,8 mmy 1,5 mm.

La segunda etapa fue la obtencion de la quitina por
procesos de desproteinizacion y desmineralizacion. Para la
desproteinizacion se us6 una solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) al 3,5%, en una relacion de solido: liquido 1:10 a
90 °C bajo agitacion constante por 2 horas; y para la desmi-
neralizacion se us6 una solucion de acido clorhidrico (HCI)
2 N en una proporcion solido: liquido 1:5 por 90 minutos a
temperatura ambiente. La quitina obtenida en esta etapa fue
lavada y secada en estufa por 30 minutos a 80 °C.

La tercera etapa, obtencion del quitosano, consistio
en la desacetilacion de la quitina obtenida con el fin de
hidrolizar los grupos amino presentes y obtener asi el
quitosano. Para ello se utilizo una solucion de hidroxido de
sodio (NaOH) al 50%, en una relacion sélido: liquido 1:10
a una temperatura de 100 °C con agitacion constante por
1 hora. Finalmente, la muestra de biopolimero obtenida se
lavo con agua destilada, se filtro y se sec6 en una estufa
por 30 minutos a 80 °C.

Para la caracterizaciéon del biopolimero se realizo
difraccion de rayos X a la muestra obtenida y ésta fue
comparada con una muestra patrén de quitosano comercial
proveniente de caparazén de cangrejo desacetilada >75%
(SIGMA-ALDRICH, Alemania). Los difractogramas
se obtuvieron en un difractoémetro Siemens D 501 que
emplea un anodo de cobre monocromatico, con filtro de
niquel, detector proporcional (CuK, I= 1,5406A) y con
parametros de rango de 26 entre 5° y 60°, pasos de 0,08° y
tiempos de 2 segundos por paso.

2.2 Produccion de las matrices de quitosano.

Las matrices se obtuvieron siguiendo el protocolo
propuesto por Bae [1], modificando la concentracion
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de la soluciéon de quitosano y reduciendo el tiempo de
agitacion. Para ello se prepar6 una solucion de quitosano
al 2% p/v, solubilizando el quitosano en una solucion de
acido acético al 1%, la cual se mantuvo bajo agitacion
constante por un periodo de 4 horas, después la solucion
de quitosano preparada se colocd dentro de una jeringa
graduada de 20 mL.

En un vaso de precipitado se adiciond etanol al 70%
el cual se mantuvo a una temperatura entre -5°C y -8°C
con la adicion de hielo seco, y dentro de ¢l se dispusieron
tubos conicos de polipropileno de 50 mL que contenian
10 mL de hexano grado analitico como solvente organico
(MERCK, 96%). En cada tubo dispuesto con el hexano,
se vertio la solucion de quitosano mediante goteo manual
manteniendo una velocidad de adicién constante de una
gota por segundo. Una vez congelada la solucion de
quitosano en el hexano y conformada la matriz, se elimind
el exceso de hexano por extraccidbn con jeringa y se
llevaron al proceso de secado en liofilizador por 24 horas.
Segun el protocolo establecido, la matriz se conforma
una vez la solucion de quitosano cae y entra en contacto
con el hexano frio, congelandose inmediatamente y
precipitandose, para amoldarse entre si y generar los poros
y las paredes del cuerpo poroso. En la Fig. 2 se muestra la
conformacion de la matriz dentro del bano frio (Fig. 2A),
y cuando se ha retirado el hexano (Fig. 2B) adquiriendo la
forma del recipiente utilizado.

Las matrices obtenidas fueron caracterizadas

mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
Para esto, se realizaron cortes transversales en discos
de aproximadamente 7 mm de espesor, utilizando una
lanceta quirtirgica, de tal manera que las muestras fueran
aptas para la microscopia. Esta técnica permitio analizar
la morfologia de los poros presentes, su tamaflo y
distribucion.

Fig. 2. A) Formacion de las matrices cuando las gotas de quitosano
caen en el hexano. B) Aspecto de las matrices una vez retirado el
exceso de hexano.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Difraccion de Rayos X (DRX) del quitosano
obtenido.

El difractograma del quitosano obtenido de la
caparazon de crustaceos, asi como el de una fuente
comercial de quitosano son presentados en la Fig. 3. El
quitosano que se obtuvo de crusticeos fue bastante puro y
semicristalino, lo cual es evidenciado por el espectro de la
muestra que presenta dos picos ubicados en 20 = 9,5 y 20=
19,5 y cuyo espectro coincide con los espectros reportados
por Vongchan et al [6] y Yen et al [23].

El analisis de los resultados obtenidos para el proceso
de desacetilacion no mostrd cambios sustanciales de
la cristalinidad de la muestra, en concordancia con
lo reportado por Quintana y Ospina [22] y por Yen y
colaboradores [23], y por lo especificado para la muestra
comercial (>75%). Lo anterior demuestra que el material
de partida utilizado para la fabricacion de las matrices es
realmente el que se buscaba obtener mediante el protocolo
planteado.

3.2 Caracterizacion de las matrices.

Las matrices producidas posterior al proceso de
liofilizacién, y la apariencia de las mismas, se pueden
observar en la Fig. 4.
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3000 -

2500
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1500 -

1000 -
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301 ArM

0

0 10 20 30 40
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Fig. 3. DRX de las muestras de quitosano obtenido y quitosano
comercial.

Fig. 4. Matrices obtenidas luego de la liofilizacion.
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Las matrices obtenidas presentan estabilidad mecéanica
y estructural, la cual se evidencié por la resistencia de
las matrices a las fracturas o deterioros fisicos durante
su corte para el andlisis microscopico. Ademas, una vez
retiradas de los tubos que sirven como molde, se observo
una consistencia espumosa al tacto.

La Fig. 5 muestra las microscopias electronicas
de barrido de las matrices obtenidas. En ellas se
puede observar la morfologia de las estructuras. Estas
microscopias muestran la existencia de poros abiertos en
los cuerpos porosos y su interconectabilidad.

En la Fig. 5A se observa la presencia de poros de
diversas fases, resultado que se puede atribuir a la
diferencia en las condiciones de enfriamiento que no
permite que los cristales de hielo hayan nucleado en la
solucion y se hayan orientado a lo largo de las lineas de
gradiente térmico, por lo que no se evidencian morfologias
orientadas como lo reportan Wang et al [20] y Yen et al
[23]. En la Fig. 5B se presenta una micrografia que
corresponde a una magnificacion de la Fig. 5A (region
demarcada). En esta magnificacion se logra observar la
interconectividad, distribucion y forma circular u ovalada
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de los poros. También permite observar que el tamafio de
éstos se encuentra en un rango entre los 100 pmy 150 pm.

El tamano de poro, logrado bajo las condiciones
utilizadas en el protocolo establecido, coincide con lo
reportado por autores como Madihally y Matthew [18] y
Weng y Wang [21], quienes mencionan que la temperatura
utilizada durante el procedimiento y la concentracion de
quitosano son factores clave para la generacion de poros.
En el presente trabajo obtuvimos poros entre 100 pm
y 150 pum, los cuales se encuentran dentro del rango de
tamafio de poro reportado en dichas investigaciones, que
logran un rango mas amplio entre 40 um y 250 pm.

Las caracteristicas encontradas en las matrices son
de utilidad para el soporte de células y la regeneracion
de diversos tejidos. Esto se debe a que la morfologia de
los poros y el tamafo de los mismos son viables para la
penetracion de las células, su posterior reproduccion y
consecuente formacion del tejido. Ma y Elisseeff [24] han
trabajado con este tipo de matrices y mencionan que éstas
permiten la proliferacion de diversos tipos de células que
incluyen condrocitos, fibroblastos dérmicos y hepatocitos,
entre otros.

Fig. 5. A,C) Micrografias electronicas de barrido de la superficie de las matrices obtenidas B, D). Detalle micrografico de A y C, respectivamente.
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La Fig. 5C muestra la presencia de poros distribuidos,
no obstante, se presenta una zona sin poros uniformemente
distribuidos. Esto podria explicarse debido a que esta
region en particular puede corresponder a capas superiores
de la matriz y, quizas, debido a una falla de flujo continuo
durante el goteo, o por una variacion en la velocidad del
mismo, dado que el goteo es manual. Otra posibilidad
es que una gota haya resbalado a través de las paredes
del tubo para luego depositarse en la matriz. Se puede
observar que cerca de la regién continua, las matrices
muestran la presencia de otros poros ubicados en una capa
mas profunda de la matriz, lo que deja en evidencia la
interconectividad de los mismos.

En la Fig. 5D se presenta la magnificacion del detalle
sefnalado en la Fig. 5C, para mostrar las capas subyacentes
a la superficie de la matriz. En ella se puede observar
una gran cantidad de poros inmersos en la red polimérica
conformada por el quitosano. Ademas, puede observarse
que los poros son interconectados, y en posiciones
similares a las capas superiores.

La presencia de capas se debe a que la muestra
analizada poseia un grosor entre 5 mm y 10 mm, lo que
permite percibir la organizaciéon de la matriz, resultado
directo del protocolo implementado. Es esta caracteristica
de los poros interconectados lo que hace que la matriz, o las
futuras matrices producidas con el método implementado,
permitan desempefiarse en aplicaciones relacionadas con la
ingenieria de tejidos.

I'V. CoNCLUSION

El método seguido para la extraccion de quitosano del
caparazon de crustdceos permitio obtener un quitosano
semicristalino adecuado como material de partida para la
fabricacion de matrices de crecimiento celular.

La técnica propuesta produjo matrices de morfologia
controlada y poros distribuidos de manera homogénea en
el cuerpo de la matriz. Las micrografias de las matrices
obtenidas mostraron poros interconectados y con tamafios
de poro que estan en un rango adecuado para aplicaciones
en el campo de la ingenieria de tejidos.
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