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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de investigacion fue aplicar tratamientos quimicos
al mesocarpio de la mazorca del cacao para obtener andamios porosos
biodegradables, que puedan ser utilizados en la industria biomédica como

potencial soporte para la regeneracion de tejidos.

Muestras del mesocarpio, en forma de discos de 6.6mm de diametro, fueron
extraidas de la mazorca de cacao de la variedad CCN-51, y posteriormente se
les aplicaron tratamientos alcalino, acido y con agua destilada, bajo diferentes

condiciones, para la obtencion de esponjas porosas.

Las muestras crudas y las expuestas a los distintos tratamientos fueron
analizadas quimicamente, obteniendo como resultado que todos los
tratamientos aumentan en porcentaje de fibra, lignina, celulosa; disminuyen el
contenido de cenizas y hemicelulosa con respecto a las muestras crudas; A
través de la Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR),
se identificaron los grupos funcionales caracteristicos de las fibras, que son la

celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina.

Se realizo la caracterizacion fisica y morfolégica de las muestras midiendo el

grado de hinchamiento y observando la porosidad con el microscopio
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electronico de barrido y el estereoscopio, dando como resultado que las
esponjas con mayor porcentaje de celulosa eran las que tenian superior grado

de hinchamiento y porosidad.

Basado en las caracteristicas fisico-quimicas de las esponjas porosas
obtenidas bajo tratamiento acido y alcalino, se puede concluir que estas tienen
potencial en la industria biomédica, y en la ingenieria de tejidos humanos mas
especificamente. Esta aplicacion dependera, claro esta, de las evaluaciones

bioldgicas in vitro e in vivo de las mismas.
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INTRODUCCION

La industria biomédica se dedica a mejorar la calidad de vida de los ciudadanos,
al lograr nuevos conocimientos y tecnologias para obtener mejores
diagndsticos, tratamientos, prevencion y control de problemas en el organismo,

como deficiencias o dafos de algun sistema u érgano del cuerpo [1].

La ingenieria tisular es una rama de la ingenieria biomédica que tiene como
objetivo principal superar las limitaciones de los tratamientos convencionales
basados en el trasplante de érganos o tejidos, dedicandose a la elaboracion de
implantes por medio del uso de biomateriales. Los mismos deben ser
inmunoldgicamente tolerantes (biocompatibles) y cumplir con la funcion de ser

sustitutos de tejidos, en la medida en que guian la regeneracion de los mismos

[2].

Las caracteristicas principales de estos implantes es que permite la reparacion
permanente de érganos y tejidos que estén afectados, sin tener la necesidad
de recurrir a terapias suplementarias. Elimina el tiempo de espera para
trasplantes tales como el higado vy el riidn; remplaza tejidos blandos, hueso,

cartilago, entre otros [3].

La base de los implantes generados a través de la ingenieria tisular es el

andamio. Este sirve como soporte mecanico y a menudo esta compuesto de
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varios materiales; ademas de esto el andamio tiene como funcion dirigir el
crecimiento celular, para generar un tejido funcional. Por lo tanto este debe ser

capaz de soportar la adhesion, proliferacion y migracién celular [3].

Entre las caracteristicas basicas que debe tener el andamio estan: ser porosos,
tener gran area superficial, rigidez, ser biocompatibles y biodegradables, es
decir que una vez que sea integrado en el tejido anfitriébn pueda ser absorbido

por el cuerpo del individuo en un tiempo determinado [1].

Existen diferentes materiales (naturales y sintéticos) utilizados en la fabricacién
de andamios celulares, dentro de los naturales se encuentran algunos
polisacaridos, tales como el quitosano, celulosa, alginato, etc., que tienen la

propiedad de ser antimicrobianos, biodegradables y biocompatibles [4].

La celulosa es uno de los componentes principales del mesocarpio de la
mazorca de cacao, un desecho agroindustrial que se produce en grandes
cantidades por ser Ecuador uno de los mayores productores de cacao a nivel
mundial. Con la finalidad de darle un alto valor agregado a este desecho, se
decidié generar andamios a partir del mismo, aplicando tratamientos quimicos

a muestras del mesocarpio para obtener un material poroso.
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En el presente trabajo se caracterizé la composicién quimica del mesocarpio y
de las muestras tratadas por medio del FTIR; la cuantificacion de fibra, celulosa,
lignina y cenizas se hizo por medio de normas estandarizadas. También se
realizd la caracterizacion fisica midiendo el grado de hinchamiento vy
observando la porosidad de las muestras a través de un estereoscopio y

microscopio electrénico de barrido.



1.1.

CAPITULO 1. INFORMACION GENERAL

Antecedentes

Los biomateriales aparecieron en los afios 60 y 70, con el objetivo de
conseguir materiales con propiedades fisicas que se adapten a las del
tejido a remplazar. A partir de los anos 80, surgen biomateriales que
inducen a una reaccion controlada por parte del tejido vivo, induciendo
la regeneracion; en este campo, aparece también la investigacion en

polimeros biodegradables en aplicaciones biomédicas [5].

Los materiales que mas se utilizan para la elaboracién de andamios
para la ingenieria de tejidos son los polimeros sintéticos bioabsorbibles,
por su capacidad de degradacion dentro del cuerpo gracias a
reacciones de hidrdlisis en condiciones fisiolégicas y se eliminan
completamente por vias metabdlicas [1]. Los primeros polimeros
sintéticos degradables por hidrélisis y aprobados por la FDA (Food and
Drugs Administration), son los obtenidos a partir del acido polilactico

(PLA) y del acido poliglicolico (PGA) [6].



Sin embargo, en los ultimos afnos, los polimeros naturales se han vuelto
una importante area de investigacién debido a su mayor disponibilidad,
y a que poseen, en muchos casos, caracteristicas similares a los
biopolimeros encontrados en el cuerpo. Los andamios a partir de estos,
pueden ser fabricados en forma de discos, microesferas o films, y
ademas también se pueden unir a farmacos covalentemente. Los
polimeros que han sido estudiados son los de tipo proteinico: Colageno,
glicoproteina y gelatina, y los de tipo carbohidrato: almidén, dextrano,

quitina, fibrina y acido hialurénico [7].

El quitosano es el material de mayor uso para la regeneracion de tejidos;
es un polisacarido de origen natural obtenido de la desacetilacion de la
quitina, biopolimero que se encuentra en el citoesqueleto de crustaceos
marinos y paredes celulares de hongos. Se han obtenido andamios a
partir de quitosano extraido de desechos de camardén y colageno
porcino, presentando ambos las propiedades y caracteristicas

necesarias para ser utilizados en la industria biomédica [7].

En la actualidad, se estan realizando investigaciones de la produccion
de materiales de nanocelulosa, por su alta resistencia y rigidez, baja
densidad y biodegradabilidad. Se han elaborado andamios de celulosa

obtenida de la fibra del algoddn, utilizando tratamientos quimicos para



la eliminacion de la regién amorfa y preservar la regién cristalina.
También se han realizado estudios de una membrana hibrida
compuesta de quitosano, carboximetil celulosa de sodio y nano-
hidroxiapatina, para generar un andamio con propiedades y estructuras
que puedan ser utilizados en la regeneracion ésea, para problemas
como lesiones, malformaciones, osteoporosis y tumor. Este material ha
demostrado un alto grado de biocompatibilidad y potencial de

regeneracion tisular [4].

Una de las mayores fuentes de biopolimeros naturales la representa los
desechos agricolas, los cuales presentan un alto contenido celuldsico.
Es por esta razén que se plantea la utilizacion del mesocarpio del cacao,
que es un material compuesto de lignina y celulosa, para la elaboracion
de andamios, que puedan ser utilizados en la industria biomédica,

dandole un valor agregado a este residuo agroindustrial [8].

Se han propuesto diversas aplicaciones para el uso de la cascara de la
mazorca de cacao, como elaboracion de sales de potasio para jabén y
alimento para animales de granja. Al efectuar estas aplicaciones se
presentaron dificultades como poco porcentaje de potasio en la cascara

y baja digestibilidad en los animales [8].



Si bien los derivados del mesocarpio de la mazorca del cacao no se han
utilizado en aplicaciones biomédicas, uno de sus mayores
componentes, la celulosa, se han empleado en este campo.
Recientemente, Martinez y Zhang fabricaron un andamio de doble capa
a partir de celulosa y demostraron su potencial en la regeneracion de
cartilago tanto in vitro como in vivo [9,10]. Por otra parte, Lagus y Kim
demostraron la eficacia de esponjas de celulosa en la regeneracién de
piel en lesiones de quemaduras en pacientes humanos. Otros estudios
evaluaron el uso de celulosa en aplicaciones de regeneracion de tejido

0seo, obteniendo resultados similares [11,12].

1.2. Planteamiento del problema

Ecuador es uno de los principales productores de cacao; actualmente
esta ubicado en la sexta posicion de los paises productores de este
fruto, considerando que tiene wuna elevada produccion 'y
comercializacion a nivel mundial por sus caracteristicas unicas de buen
sabor y aroma; es ampliamente utilizado en la industria alimenticia y

cosmeética [13].

La produccién nacional de cacao esta alrededor de 200.000 toneladas
métricas al afo, y para la industria cacaotera ecuatoriana representa un

problema deshacerse de los desechos generados en el proceso de



obtenciéon del grano. La cantidad de desechos generados desde la
recoleccion hasta el procesamiento es de 10 toneladas de desecho
fresco por cada tonelada de semilla seca aproximadamente. En base a
esto se puede decir que se produce un total de 2°000.000 toneladas
métricas al afio de desecho, una parte considerable la constituye la

mazorca de cacao [8].

Es importante mencionar que la mazorca de cacao no tiene un uso
especifico; en la actualidad se la utiliza como abono, aunque presentan
desventajas, tales como la propagacién de problemas fitosanitarios
debido al esparcimiento de microorganismos patégenos en el cultivo, lo
cual afecta a las plantas; ademas, en época de lluvias debido a la forma
céncava de las mismas, se forman depdsitos de agua que facilitan la

multiplicacion de insectos [8].

Como parte del residuo de la mazorca se encuentra el mesocarpio del
cacao, que tiene un alto contenido de fibra cruda. Al ser este compuesto
un biopolimero, esto convierte al mesocarpio en una fuente potencial de
biomaterial adecuado para el uso en la elaboracion de andamios para

la regeneracion de tejidos y 6rganos.



En Ecuador el numero total de trasplantes de 6rganos y tejidos
realizados en el afo 2013 fue de 531. La lista de espera hasta el 23 de
Mayo del 2014 es de 295 personas para trasplante renal, 20 personas

para trasplante hepatico y tres personas para trasplante cardiaco [14].

Esta informacion nos sirve para conocer la importancia de la ingenieria
tisular, la cual tiene como meta superar las limitaciones de los
trasplantes de o&rganos, implementando biomateriales los cuales
permitan una reparacion permanente de 6rganos y tejidos danados,
dando solucién al problema de la limitacion de trasplantes, por el
numero restringido de donadores. El tratamiento sera mas econdmico a
largo plazo, debido que no habra la necesidad de terapias

suplementarias [15].

El desarrollo de aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas en la
actualidad requiere de materiales que sean disefados para reunir un
conjunto de requerimientos funcionales, micro y macroestructurales, por
lo cual el desarrollo de biomateriales con porosidad controlada ha

adquirido un importante impulso [1].

Las estructuras con alta porosidad e interconectividad son necesarias

para la evolucién de diversos campos de la medicina regenerativa. Los
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biomateriales porosos en forma de andamios en la ingenieria de tejidos
se utilizan para replicar las funciones bioldgicas y mecanicas de la
matriz extracelular nativa que se encuentra en el organismo humano

para que sirva como matriz extracelular artificial temporal [1].

Justificacion

Los tejidos humanos poseen ciertas capacidades regenerativas que se
ven limitadas bajo ciertas condiciones tales como lesiones de gran
tamafo, enfermedades auto degenerativas, baja actividad celular y
presencia de cancer. Es por esto que se hace necesaria la busqueda
de alternativas terapéuticas para el restablecimiento de la funcionalidad
del tejido dafado o perdido. En este proceso los biomateriales juegan
un papel preponderante como base para la creacion de implantes

basados en los principios de la ingenieria de tejidos [16].

La mayoria de los biomateriales utilizados actualmente, como por
ejemplo el poliacido lactico y polimetil metacrilato, son producidos en el
extranjero y deben ser importados en el Ecuador, elevando su costo de
aplicacién y creando una dependencia tecnoldgica. Este problema se
podria superar a través del aprovechamiento de la biodiversidad
nacional. Diversas fuentes vegetales, como el cacao, poseen

estructuras fibrosas (el mesocarpio de la mazorca) aprovechables para



la produccion de matrices porosas con potencial aplicacion biomédica,

en especial en la ingenieria de tejidos humanos.

Ecuador es uno de los principales paises productores de cacao,
representando uno de los principales rubros en el sector agropecuario,
siendo una importante fuente de ingreso para el pais, al ser un producto
de exportacion. La parte del cacao de mayor utilizacién es la semilla
para la elaboracion del chocolate, masa de cacao o licor de cacao. Por
otra parte, la cascara de la mazorca de cacao es considerada como
desecho en la industria cacaotera, produciéndose aproximadamente

2°000.000 toneladas métricas de desecho anualmente [8].

Una parte considerable de la cascara de la mazorca de cacao la
constituye el mesocarpio, que esta compuesto de fibra y es un material
reabsorbible que se descompone con el tiempo. Por esta razén surge la
presente investigacion de desarrollar una metodologia sencilla para la
obtencion y caracterizacion de andamios porosos a partir del
mesocarpio del cacao, que posean las propiedades fisicas y biolégicas

necesarias para ser utilizado en el cultivo de tejido.

Al utilizar el mesocarpio para la elaboracion de andamios porosos se

daria una aplicacion al material considerado como desecho,



disminuyendo la contaminacién que causa el mismo, creando una
nueva fuente de ingreso al sector cacaotero, al conferirle un valor
agregado. En la industria biomédica se tendria el beneficio de usar
andamios biodegradables para poder ser empleado en el cultivo de
tejidos, con el fin de encontrar alternativas terapéuticas que mejoren la

calidad de vida de las personas [7].

Los andamios porosos al ser un soporte para la proliferaciéon, adhesion
y migracién celular, permite la regeneracion de tejidos, estos estudios
de la ingenieria tisular nace como respuesta a los problemas que
presentan las terapias de reparacion y regeneracion de tejidos que se
utilizan en la actualidad, algunos de estos problemas son infecciones
post-operatorias que disminuyen las posibilidades de éxito del proceso

terapéutico [16, 17].

Cabe mencionar que en el pais no se han realizado estudios sobre
andamios porosos y con este proyecto se podria empezar a estudiar e
investigar sobre andamios biodegradables para utilizarlos en la

ingenieria biomédica como soporte para el crecimiento de tejidos.
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Hipotesis

A partir del mesocarpio del cacao se pueden obtener esponjas porosas
con potencial uso como andamios en aplicaciones biomédicas, como la

ingenieria de tejidos humanos.

Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de las condiciones de los tratamientos quimicos para
la obtencion de andamios porosos biodegradables a partir del

mesocarpio del cacao.

1.5.2. Objetivo Especifico

* Obtenery caracterizar muestras de mesocarpio de la cascara de

cacao a partir de mazorcas de produccion local.

* Aplicar tratamientos quimicos (acido, basico y neutro) para
obtener una estructura porosa a partir de las muestras de

mesocarpio.

» Establecer diferentes condiciones de tratamientos quimicos para

determinar su efecto sobre la obtencién de las esponjas.



11

Caracterizar quimicamente las empojas obtenidas, por
espectrometria infraroja por transformada de Fourier (FTIR) y en
cuanto a su contenido de fibras, ceniza, celulosa y lignina se

utilizaron normas estandarizadas.

Caracterizar morfolégica y fisicamente los andamios obtenidos a

través de técnicas de microscopia y grado de hinchamiento.
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1.6. Metodologia General.
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Figura 1. 1 Metodologia de la experimentacion para la obtencion de
esponjas porosas a partir del mesocarpio de la mazorca de cacao
Elaborado por: Autor, 2014
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos, también llamada ingenieria tisular, es una de
las ramas de la ingenieria biomédica; combina el cultivo celular, la
ingenieria de materiales y factores biomédicos para la elaboracion de
implantes con caracteristicas de tejidos artificiales, con el propdsito de
regenerar, reparar y/o remplazar, parcial o totalmente, 6rganos y tejidos

dafados o enfermos [7].

Los implantes utilizados para la regeneracion de tejidos son de diversa
naturaleza; pueden emplearse tejidos de los mismos pacientes
(implantes autégenos o autoingerto), tejidos de otro donante humano
(aloinjerto) o de otras especies (xenoingerto). Estos injertos, aunque
hasta cierto punto han tenido éxito en la reparacion de tejidos,
presentan ciertas limitaciones que van desde limitada cantidad de tejido
y morbilidad de la zona donadora, en el caso de los autoinjertos, hasta
rechazo inmunolégico y transmisién de enfermedades, en el caso de los
alo y xenoinjertos. La ingenieria de tejidos busca mitigar estas

limitantes, utilizando células aisladas del mismo paciente, las cuales
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pueden ser expandidas en el laboratorio (in vitro) y sembradas en
matrices tridimensionales (andamios), para la creacién de implantes
bioactivos y biodegradables, capaces de inducir la regeneracion tisular

[18].

Los tres componentes principales para la creacion de implantes
degradables son: componente celular que comprende el uso de células
diferenciadas o progenitoras como las células madre; moléculas
bioactivas, que son proteinas propias del tejido, que estimulan el
crecimiento de las células, y un andamiaje hecho de materiales
biodegradables (biomateriales), que puede imitar la estructura de un

organo [7].

Células: Las células madre permite la reparacién de tejidos dafnados al
tener la capacidad de producir células diferenciadas. Se pueden obtener
estas células a partir de la sangre del cordén umbilical, médula ésea y
tejido adiposo. Para la regeneracion de tejidos mesenquimaticos
(huesos, cartilagos, musculos, ligamento, tenddn, tejido adiposo, etc.)
se utiliza las células madre mesenquimales por su capacidad de
proliferacion y diferenciacion; la fuente mas abundantes de esta célula

es la médula 6sea [19].
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Moléculas bioactivas: Organizan, dirigen y estimulan los procesos
regenerativos de los tejidos. Dependiendo de su funcidon pueden ser:
quimiotacticos que son proteinas que regulan o atraen la migracién
celular hacia un sitio especifico; morfégenos que incitan a la
diferenciacion celular, lo cual significa que la célula madre debe
diferenciarse hacia un linaje especifico; y mitogénicos los que estimulan

a las células para que se multipliquen y regeneren la zona danada [19].

Andamio: El andamio es una matriz tridimensional que sirve como
plantilla para las interacciones celulares, permitiendo el crecimiento y
regeneracion de tejidos u 6rganos danados. Su principal caracteristica
se basa en su porosidad (porcentaje de espacios vacios en un sélido),
permitiendo la formacion de tejidos al admitir la migracion, adhesion,
proliferacion y diferenciacién celular. Estos andamios se fabrican a partir
de biomateriales, que son materiales sintéticos o naturales
modificados, y que estan en contacto con fluidos y tejidos que forman

parte del organismo, sin causar efectos adversos [20].

Las caracteristicas que debe cumplir el andamio son [21]:
» Debe ser altamente poroso con wuna red de poros

interconectados, para que las células puedan formar la matriz
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extracelular y puedan ser transportados los nutrientes y los

productos de desechos de la célula.

Ser biodegradable, permitiendo el remplazo del andamio de
manera gradual y ordenada, con una velocidad de degradacion
controlada, para que pueda ser absorbido por el cuerpo del
individuo cuando las células sean capaces de secretar su propia

matriz extracelular.

Los productos de degradacion del material deben ser
biocompatibles, no deben ser daninos para las células en

crecimiento y los tejidos circundantes.

Los andamios deben tener buenas propiedades mecanicas,
parecidas a las del tejido en el sitio de la implantacion y cierta

plasticidad para formar un tejido funcional.

Interaccion adecuada entre las células y la superficie del
andamio, para la adhesion, proliferacion y la adecuada expresion

del fenotipo celular.

Facil de esterilizar y de fabricacidén sencilla para que pueda ser

escalable su produccion.
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Biomateriales

Son los materiales sintéticos o naturales, que se utilizan en la
fabricacion de dispositivos que se aplican a diversas ramas de la
medicina, para que interactien con sistemas biolégicos. Las
propiedades de estos materiales dependen de factores bioldgicos,
mecanicos Y cinéticos; tienen que ser biocompatibles y sus productos

de degradacioén no deben ser citotoxicos [22].

Los biomateriales pueden ser usados para [5]:

o Sustituir una parte enferma, dafada o desgastada de la

anatomia, como las sustituciones totales de articulaciones.

* Protesis que simule una parte ausente de la anatomia, implantes

faciales o mamarias.

* Placas para fracturas 6seas que ayudan en el proceso de
curacion de un tejido, injertos temporales para el tratamiento de

quemaduras y los adhesivos quirurgicos.

» Corregir deformidad ya sea traumatica, congénita o patoldgica

como las placas espinales.

* Rectificar el modo de operacién de un determinado 6rgano, como

cristalinos oculares o marcapaso.
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e« Suministro de medicamentos de forma controlada, liberando el

medicamento solo y con un nivel de farmaco variable.

Los biomateriales que pueden utilizarse para la elaboracién de
andamios, se clasifican segun su estructura y propiedades en:

metalicos, polimeros, ceramicos y materiales compuestos.

Los metales tienen pobre bioactividad y buenas propiedades
mecanicas, la mayoria de los metales disponibles son de cinco a seis
veces mas rigidos que el hueso y pueden causar problemas por exceso
de carga mecanica. La ceramica posee biocompatibilidad y bioactividad
apropiada pero escasa resistencia a la fractura. Los poimeros son
altamente biocompatibles y pueden modificarse para su bioactivacion,
pero sufren deformaciones que limitan el cumplimiento del requisito

mecanico [23].

Dentro de los biomateriales mas utilizados para la elaboracion de
implantes se encuentran los polimeros. Estos se presentan en: bloques,
peliculas, polvos, fibras, etcétera. Pueden ser temporales o
permanentes. Se utilizan polimeros biodegradables para aplicaciones

temporales, siendo estos materiales que se degradan después de
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realizar su funcion. Por otro lado, los polimeros permanentes no

modifican sus propiedades durante la vida del implante [24].

Los biomateriales poliméricos se forman a partir de reacciones quimicas
entre dos o0 mas moléculas que se combinan de la misma especie, para
formar compuestos complejos. De acuerdo a su origen pueden ser:

sintéticos o naturales [25].

Sintéticos: Se producen a partir de la sintesis quimica de sustancias
de bajo peso molecular; actualmente se utilizan en el campo biomédico
el polimetil-metacrilato (PMMA), el polietileno (PE), poli-acido lactico,

entre otros [7].

Segun el tiempo que debe mantener su funcionalidad los biomateriales
poliméricos se clasifican en dos grupos: El primer grupo se refiere a los
implantes permanentes, los cuales son dispositivos o0 sistemas
utilizados para sustituir tejidos u 6rganos de manera parcial o total. El
segundo grupo comprende los biomateriales degradables de aplicacion
temporal, mantienen su funcionalidad durante un periodo de tiempo
limitado, ya que el organismo desarrolla mecanismos de curacion y

regeneracion tisular para reparar el tejido afectado [25].
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Los polimeros biodegradables mas comunes se los obtiene a partir del
acido polilactico (PLA) y del acido poliglicélico (PGA). También los
polimeros polidioxanona, politrimetilen-carbonato en forma de
copolimeros con poli(-caprolactona), han sido aceptados como

materiales de uso biomédico [22].

Acido polilactico (PLA): Es un polimero sintético termoplastico,
amorfo o semicristalino, de la familia de los poliésteres alifaticos basado
en acido lactico. Es un biopolimero que se obtiene en dos etapas,

primero la sintesis del acido lactico y luego la polimerizacion [22].

Se extrae el almidén de la biomasa, que proviene de la cafia de azucar,
lactosa proveniente de lactosuero, y dextrosa se obtiene del almidén
hidrolizado. La polimerizacién es por apertura de anillo del dimero
ciclico del acido lactico, se puede preparar polimeros con diferentes

tacticidades por el mondmero que tiene un carbono asimétrico.

EIPLA es uno de los polimeros aprobados desde 1995 por la FDA (Food
and Drug Administration). Se lo utiliza en una variedad de aplicaciones
médicas y quirurgicas como clavos para la unién de ligamentos y
reparacion de suturas, meniscos, fijacion de fracturas y cirugia

maxilofacial, liberacion de stents y farmacos para cirugia
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cardiovascular. La aplicacion mas reciente es en el campo de la
ingenieria de tejidos, en defectos éseos y en cultivo de piel para
quemaduras, generando tejidos a partir de células del mismo paciente.
Se le dio esta utilizacion por tener propiedades como biodegradabilidad,
biocompatibilidad y propiedades de barrera, que permiten el crecimiento

del tejido bioldgico durante la degradacion por hidrolisis [26].

Acido poliglicélico (PLG): Es un poliéster lineal, puede ser producido
quimicamente y biolégicamente; en la actualidad se obtiene por el
proceso enzimatico, el cual es menos costoso y el producto es de alta
pureza. Por el método de polimerizacion se sintetiza el PLG, por
apertura de anillo de glicélida empleando un catalizador, suele ser una

sal metalica inorganica [17].

El PLG esta aprobado por la FDA por sus propiedades mecanicas y
bioldgicas, las cuales tienen aplicaciones terapéuticas como materiales
de sutura absorbible, en forma de tornillos y miniplacas para la
osteosintesis, se emplea en cirugia orbitaria en forma de materiales
termoplasticos y como membrana se utiliza para la regeneracion tisular

[21].
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Naturales: Son derivados de animales y plantas; estdn compuestos por
proteinas o carbohidratos. Los mas utilizados son: gelatina, colageno,

acido hialurénico, glicosaminoglicanos, quitosano, celulosa y fibrina [7].

Quitosano: Es el derivado N-desacetilado de la quitina, el cual es el
segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza, después de la
celulosa. Este polisacarido esta constituido por residuos de N-acetil-D-
glucosamina ¢ 2-acetamido-2desoxi-beta-D-glucosa, enlazadas por
union beta 1-4. Se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos,
insectos, anélidos, artropodos, celenterados, moluscos, camarodn,

cangrejo y componente de algunos hongos asi como de las algas [7].

El quitosano se utiliza en tratamientos de aguas residuales, en el area
de medicina en productos especiales, formulaciones para liberacion de
farmacos, se han elaborado andamios a partir del quitosano extraido
del desecho del camaroén para la utilizacion en el area de ingenieria de

tejidos [7].

Celulosa: Es un polisacarido, consiste en una larga cadena lineal, las
propiedades de las celulosa depende de la longitud de la cadena o
grado de polimerizacion. Es utilizada tradicionalmente en la forma de

fibras de madera y vegetales como fuente de energia, es la principal
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materia prima de la industria de papel, se han elaborado andamios a
partir de la celulosa del algoddn. Las plantas que contienen una gran
cantidad de este polisacarido son: lino, yute, ramio, algodén, etc., la
cascara de las frutas esta compuestas por fibras las mismas que estan
constituidas basicamente de pectina y celulosa, por lo tanto la cascara

de cacao es una fuente de celulosa [4].

Cacao

El cacao (Theobroma cacao L.), de la familia del Sterculiaceae, es una
planta originaria de América tropical. El cacaotero es un arbol que mide
entre cinco y diez metros de altura, es caulifloro (flores y frutos nacen

directamente del tallo y ramas) [13].

Entre las principales variedades de cacao que se cultivan en el pais

estan:

Cacao criollo: Corresponde a una planta de bajo rendimiento,
destacandose su semilla por la alta calidad. El cacao tiene un olor dulce
unido a un aroma delicado caracteristico, posee un cotiledén de color
entre marfil pardusco, castafio muy claro, produce 6 quintales por
hectarea, representa aproximadamente el 10% de la produccion

mundial. La mazorca tiene la cascara poca rugosa con 10 surcos, se
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caracteriza por tener semillas grandes blancas o ligeramente

pigmentadas [27].

Cacao forastero: Originario de la alta Amazonia, se caracteriza por
tener mazorcas pequenas, inicialmente son de color verde claro, luego
se ponen amarillas, la cascara de la mazorca es lisa o ligeramente

rugosa, es resistente y poco aromatico [27].

Cacao Trinitario: Esta conformada por poblaciones hibridas, producto
de una mezcla de criollo con forastero. Es posible encontrar mazorcas
amarillas, rojas, anaranjadas, la cascara es algo rugosa y gruesa.
Dentro de este grupo se ubica el clon CCN-51 (Coleccién Castro
Naranjal Lote 51) que es producto de investigaciones realizadas en el
Ecuador, en la zona de Naranjal, por el Agronomo Homero Castro. Este
clon presenta caracteristicas de tolerancia a las enfermedades y alta
produccion, no tiene el aroma que posee el Nacional. Inicia su
produccion a partir de los 24 meses de sembrado y es uno de los mas
productivos del mundo, ademas de ser tolerante a diversas
enfermedades, produce aproximadamente 50 quintales por hectarea

[13, 27].
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Los sembrios de cacao en el Ecuador se encuentran ubicados
principalmente en 4 zonas: 1) La zona de la cuenca baja del rio Guayas,
basicamente las actuales provincias de Los Rios y Guayas; 2) la zona
humeda de la provincia de Manabi; 3) la zona de Naranjal, hacia el sur,
corresponde una pequena parte de la provincia del Guayas y la

provincia de El Oro; 4) la zona de Esmeralda [28].

Tabla 2. 1 Composicion proximal de los residuos del cacao

Producto Variedad | Residuo PARAMETRO EN PORCENTAJE

Hm P G Cz FC ELN

CACAO Trinitario | Cascara 6.72 4.52 240 | 892 | 33.26 | 44.18

(Teobrama Cascarilla 7.80 1713 | 222 | 7.33 | 21.38 | 44.14

cacal.) Mucilago 9.27 6.13 211 | 846 | 0.41 73.62

Nacional | Cascara 6.53 4.50 2.50 | 9.01 33.78 | 43.68

Cascarilla 7.31 17.10 | 218 | 7.93 | 21.41 | 44.07

Mucilago 9.46 6.05 213 | 831 | 043 73.44

Hm: Humedad, P: Proteina, G: Grasa, CZ: Ceniza, FC: Fibra Cruda,
ELN: Extracto libre de nitrogeno.
Fuente: Referencia [29]

2.3.1 Fruto

El fruto del cacao llamado comunmente mazorca, es una drupa grande,
sostenido por un péndulo fibroso, que procede del pedicelo floral. Al
hacer un corte transversal del fruto aparecen las siguientes partes: el

epicarpio, mesocarpio y endocarpio. El grosor y la lignificacion de la
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cascara de la mazorca es variable, siendo mayor el cacao de la variedad

CCN-51 [30].

Epicarpio: Es de color verde, rojo, amarillo o morado, esto depende de
la variedad del cacao. Estd formado por tejidos epidérmicos que

contienen compuestos antocianicos [30].

Mesocarpio: Es de consistencia carnosa y de color amarillento, esta
compuesto por un tejido parenquimatico, que esta implicado en una
variedad de funciones como la fotosintesis, el almacenamiento,
elaboracion de sustancias y en la regeneracion de tejidos vegetales. Las
paredes celulares son flexibles y delgadas de celulosa, pueden
presentar paredes secundarias lignificadas. El parénquima le da la
posibilidad a las plantas de cicatrizar las heridas, formar nuevos

vastagos y raices adventicias [30].

Endocarpio: Es la capa interna esta constituido por un tejido lefoso.

Fibra

Es un carbohidrato del tipo polisacarido, se divide para su analisis en
dos partes: Fibra cruda es una mezcla heterogénea de hidratos de
carbono (celulosa, hemicelulosa) y la lignina obtenidos por el

tratamiento de los vegetales con acidos y alcalis bajo determinadas



27

condiciones. La fibra no digerible es la parte del producto que queda sin
digerir en el tubo digestivo, esta fibra se degrada durante la valoracion

de la fibra cruda [31].

La fibra derivada de frutas y vegetales tiene una importante proporcién
de fibra soluble compuesta de celulosa, hemicelulosa, holocelulosa y
lignina, otros compuestos usualmente observados, son las pectinas y

ceras [32].

Por la compleja organizacién fisica y composicion quimica de la pared
celular vegetal, que componen los tejidos vegetales es complicado la
cuantificacion de los constituyentes. La composicién quimica ayuda a

determinar las propiedades y el uso de las fibras [32].

Las fibras que nacen del interior de las paredes de la semilla y de la
fruta estdn compuestas especialmente de celulosa y hemicelulosa por
un 60 — 80 %, lignina de 5- 20 %, y un bajo porcentaje de pectina y cera

[33].

Las microfibrillas de celulosa se encuentran fuertemente unidas por
lignina y la presencia de pectina, por puentes de hidrogeno. Estas

microfibrillas estan formadas por regiones de celulosa cristalina y
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amorfa, las mismas que son responsables de las propiedades

mecanicas de las fibras naturales [32].

Composicion quimica de las fibras naturales

Celulosa

La celulosa es un polimero lineal de alto peso molecular, su formula es
(CsH100s)n, esta formada por unidades de B -glucosa unidas por enlaces
B-1,4, forma parte de las paredes celulares de vegetales. La celulosa
esta unida a hemicelulosa, ligninas, sustancias pécticas, taninos y otras

moléculas de caracter fendlico [33].

Cada anillo de glucosa contiene tres grupos hidroxilo (OH) que forman
enlaces de hidrogeno intermoleculares, aumentando la resistencia de la
fibra. A pesar del gran numero de grupos hidroxilos que posee es
insoluble en agua y en la mayoria de solventes organicos, sin embargo,
puede convertirse en un polimero soluble introduciendo grupos

funcionales en el esqueleto macromolecular [34].

La celulosa puede absorber agua de 6 al 20 %, produciendo un
hinchamiento, que es el inicio de su despolimerizacion, produciendo
cambios en las propiedades [32]. Tiene un gran uso potencial en las

diferentes industrias, por este motivo la produccion de celulosa a partir
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de fibras naturales se ha vuelto significativa. Por medio de tratamientos
quimicos de diversos tipos como alcalis y/o bisulfitos se separa la lignina

de la hemicelulosa.

Este polimero natural puede regenerarse mediante fotosintesis y
representa cerca de un tercio de los tejidos vegetales.
Aproximadamente se producen en el mundo 1000 toneladas de celulosa

anualmente por medios naturales [34].

SHpOH
S OH s Mt
"y
H oA o H i
O o H |
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H
12:;4::- = 1 N L
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podif 1,470 |'-_I <O glusopirancsida)

Figura 2. 1 Estructura de la celulosa
Fuente:<http://www.biologia.edu.ar/macromoleculas/azucar.htm>
(Consulta: 12 de Diciembre. 2014)

Hemicelulosa

La hemicelulosa son heteropolisacaridos de alta masa molecular, se
encuentra construido por unidades de monosacaridos unidos por
enlaces ((1-4) fundamentalmente xilosa, arabinosa, galactosa,
manosa, glucosa y acido glucurdnico. La hemicelulosa forma parte de

la pared celular, es una cadena de glucosa mas corta que la celulosa;
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su funcién en las fibras es ser intermediaria entre la lignina y la celulosa

[32].

No existe enlaces quimicos entre la hemicelulosa y la celulosa, su
adhesion mutua es fortalecida por los puentes de hidrogeno y las
fuerzas de Van der Walls, la hemicelulosa tiene un alto grado de

ramificacion en sus cadenas [29].

H H OH H H OH
0 0
H/n 0 oH H\H H/H 0 OH HAH
OH H H OH H H -—
o H @ H H -
H OH H H OH H

Figura 2. 2 Estructura de la hemicelulosa
Fuente: <http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos2.html>
(Consulta: 12 de Diciembre. 2014)

Lignina

La lignina “lignum” es un polimero aromatico tridimensional, ramificado
con una gran variedad de grupos funcionales que proporcionan centros
activos para interacciones quimicas y biolégicas. Después de la
celulosa, es el principal componente de las fibras, donde sus

propiedades mecanicas son menores [35].
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La composicion elemental de la lignina varia entre el 61-65 % de
carbono, 5-6.2% de hidrégeno, y el resto oxigeno. La lignina se la
obtiene a través de un proceso de extraccion solido/liquido de los
residuos agroindustriales, estd compuesto de un anillo bencénico con
un atomo de oxigeno y la presencia de grupos cromofdoricos, como

carbonilos o enlaces dobles conjugados con el anillo bencénico [31].

La lignina es insoluble en acido y soluble en alcalis fuerte como el
hidroxido de sodio, esta formada por la extraccion irreversible del agua
de los azucares creando compuestos aromaticos. También se define
como material polifenélico, amorfo por la copolimerizacion de tres
mondmeros fenil — propanicos denominados alcohol sinapico, alcohol

coniferilico y alcohol p-cumarilico [32].
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Figura 2. 3 Estructura de la lignina
Fuente:<http://www.posgradoeinvestigacion.uadec.mx/AQM/No0.%207/
6.html> (Consulta: 12 de Diciembre. 2014)
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2.5.4 Pectina
Es un constituyente importante de los tejidos vegetales, se encuentra
en la pared celular primaria y en los tejidos mesenquimaticos y
parenquimaticos de frutas y vegetales. Se considera como polimeros
lineales de acido D-galacturénico, unidos por uniones glicosidicas a-1,4.
Los &cidos urdnicos tienen grupos carboxilicos, algunos estan

presentes como ésteres metilicos.

La pectina es de elevado peso molecular, es una fibra soluble que se
dispersa en agua. Estan presentes azucares neutros: Rhamnosa (Rha),
arabinosa, galactosa y xilosa son componentes minoritarios que se

encuentran en los extremos de la cadena de la pectina [33].

COOCH, COOCH,
0 0
H H H N H
o Non w2 Now n/-°
H H
OH

Figura 2. 4 Estructura de la pectina
Fuente:<http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos2.html>
(Consulta: 12 de Diciembre. 1014)
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Modificaciones quimicas a la fibra

Tratamiento alcalino

Consiste en un tratamiento con soda caustica (hidréxido de sodio), al
que se somete la fibra para realizar cambios en la base quimica,
eliminando la lignina y la hemicelulosa. Estos cambios dependen de la

concentracion del alcali y la temperatura del proceso.

El ataque alcalino causa la modificacion de la estructura quimica de la
fibra, reaccion basada en la desvinculacién del hidrégeno, que produce
la fragmentacién de las moléculas de la lignina en segmentos fendlicos
mas pequenos. Al reaccionar el alcali con la hemicelulosa, se destruye
la estructura de acoplamiento, produciendo la separacion de las fibras
en filamentos mas finos y produciéndose una fibrilacién que permite el

acercamiento de las cadenas celuldsicas.

A medida que aumenta la concentracion de la dilucién alcalina, la fibra
mejora la resistencia, aumenta la cristalinidad; ayudando a la
polimerizacién, hidrélisis e hinchamineto, aumentando el area
superficial y disminuyendo el peso; luego del tratamiento llegan a ser

visibles los microporos en la superficie de la estructura fibrosa [32].



2.6.2 Tratamiento con acido
La aplicacion de este tratamiento es variada, depende del acido que se
emplee, de su concentracién y de la temperatura. En este, se produce
un mayor hinchamiento, despolimerizacion e hidrélisis en los acidos

muy diluidos [24].

El acido solubiliza la hemicelulosa y hace mas accesible la celulosa. La
principal reaccion que ocurre en un pretratamiento acido es la hidrdlisis
de la hemicelulosa, especialmente el xilano, ya que el glucomanano es
relativamente estable en medio acido. La precipitaciéon de la lignina
soluble y la solubilizacién de la hemicelulosa son mas pronunciadas
durante un pretaratamiento con acido concentrado que con acido diluido

[25].
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CAPITULO liI. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en el laboratorio de
Bioproductos del Centro de Investigaciones Biotecnologicas del
Ecuador (CIBE), de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL),

Campus “Gustavo Galindo” de la Ciudad de Guayaquil, Ecuador.

3.1. Elaboracion de andamios a partir del mesocarpio del cacao
3.1.1 Obtencion del mesocarpio

Mazorcas de cultivos de CCN-51, con aproximadamente 16 semanas
de maduracion fueron obtenidas en salidas de campo a plantaciones en
la provincia del Guayas. Manualmente, se desechd la cascara de la
mazorca de cacao, para posteriormente obtener con la ayuda de un
sacabocados y un bisturi, muestras en forma de discos de 6.6 mm de
diametro y de 4 a 7 mm de espesor. Este proceso se realizé maximo
dos dias después de cortar la mazorca, debido a que la cascara se
descompone de manera rapida con la consecuente pérdida de

humedad.



3.1.2 Tratamiento quimico empleado al mesocarpio del cacao

Las muestras del

mesocarpio del
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cacao se sometieron a los

tratamientos quimicos presentados en la Tabla 3.1. Se cambiaron cada

24 horas las soluciones de los tratamientos que se efectuaron en 48 y

72 horas, mientras que, en los tratamientos a reflujo que se realizaron

por tres horas, las soluciones fueron cambiadas cada hora. Luego se

procedié a lavar las muestras con abundante agua destilada, en tres

ciclos de una hora.

Tabla 3. 1Tratamientos quimicos aplicados a las muestras de
mesocarpio de la mazorca de cacao

Condicion Tratamiento Concentraciéon Método Temperatur | Tiempo
a(°C) (h)
1 H20 Agitacién 25 72
2 H20 Reflujo 100 3
3 NaOH 1N Agitacion 25 72
4 NaOH 1N Agitacion 25 24
5 NaOH 1N Reflujo 100 3
6 NaOH 0.1N Agitacion 25 72
7 NaOH 0.1N Agitacion 25 24
8 HAc 1N Agitacion 25 72
9 HAc 1N Agitacion 37 72
10 HAc 1N Reflujo 100 3
11 HAc 0.1N Agitacion 25 72
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12 HAc 1INy 25% Agitacion 25 24
luego con

metanol

13 HAc 1INy 0.1% Agitacién 25 24
luego con

SDS

Elaborado por: Autor, 2015

Liofilizacion de las muestras

La liofilizacion es un proceso de deshidratacion al vacio por sublimacién
(cambio de estado de s6lido a gaseoso). Este método de secado trabaja
en condiciones de baja presion y baja temperatura. El proceso de
liofilizacibn comprende los siguientes elementos: El vacio permite
vaporizar el solvente por sublimacion; el calor acelera la sublimacion; la
baja temperatura permite quitar el solvente vaporizado del

compartimiento del vacio [36].

Las muestras sin tratamiento y las tratadas quimicamente fueron
congeladas en una refrigeradora marca REVCO, modelo LEGACI,
durante 24 horas a una temperatura de -80 °C; luego fueron secadas
por 48 horas en el liofilizador (LABCONCO, modelo FREEZE DRY

SYSTEM DRY SYSTEM / FREEZONE 4.5), que requiere una presion
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de vacio menor a 133x10-3 mBar y una temperatura menor a — 40°C

para un funcionamiento 6ptimo, segun las instrucciones del fabricante.

Caracterizacion quimica del mesocarpio del cacao y de los

andamios

Fibra Cruda

La fibra cruda es el residuo obtenido tras el tratamiento de las muestras
con acido y alcalis. Son fundamentalmente los elementos fibrosos, que

se componen de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina [37].

Para la determinacion del contenido de fibra de las muestras, primero
se desengrasaron las muestras utilizando el Protocolo-CBE-PROT-BP
27; el cual consiste en colocar 5g de muestra sobre papel filtro, para ser
depositado dentro de un cartucho de celulosa. Se armé el sistema de
extraccion Soxhlet adicionando 60 ml de hexano en el balén. Se realiz6
la extraccion de la muestra con una velocidad de 5 a 6 gotas por
segundos durante 4 horas. Se secé el residuo en una estufa a 105°C
durante 1 hora y se enfrié en el desecador, obteniendo la muestra libre

de grasa.
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Para determinar la fibra cruda se empled el Protocolo-CBE-PROT-BP
026; el cual consiste en pesar de 1 a 2 g de muestra libre de grasa; la
muestra posteriormente se coloco a reflujo con acido sulfurico 1.25% e
hidréxido de sodio 1.25%, luego se lavé con agua destilada, se seco a
105°C por espacio de 2 horas y se pesd. Se calcind hasta que la
muestra sea de color blanco, la pérdida de peso después de la

calcinacion representa el contenido de fibra cruda en la muestra.

_ PCRS — POCRC
% Fibra cruda = ) » 100

En donde,
PCRS: Peso del crisol con residuo seco
PCRC: Peso de crisol con residuo calcinado

PM: Peso de la muestra seca y desengrasada

Contenido de celulosa

Se peso6 un gramo de muestra seca; a esta se le anadié 15 ml de acido
acético al 80 % v/vy 1.5 ml de acido nitrico al 68% v/v, se llevo a reflujo
por 20 minutos. Se filtrd la muestra y se lavé con etanol, para luego ser

secada en un horno a 105°C y ser pesada (material A). Finalmente, se
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inciner6 a 540°C (material B), dejando que se enfriara en un desecador
y después se peso [38].
(material A) — (material B)

% Celulpsa = 100
% Celulosa Peso inicial de la muestra x

Contenido de lignina

La determinacién del contenido de lignina se realizdé segun la norma
TAPPI T130s-54. Se pesdé un gramo de muestra libre de grasa, se
afadio 15 ml de H2SO4 al 72% y se agitdé durante 2 horas. Se coloc? la
muestra a reflujo con agua destilada durante 4 horas, se filtrd, se lavo
el residuo con 500 ml de agua caliente y se seco la muestra a 105°C

durante 3 horas.

— Mf
% de lignina = Fxlﬂ[]
i

En donde,
Mi: Masa inicial de la muestra sin grasa
Mf: Masa final de la muestra

H: Humedad
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3.2.4 Cenizas Totales

Las cenizas totales son los residuos inorganicos que se puede
determinar por incineracién del material. Fundamentalmente son los
minerales como las sales inorganicas de calcio, magnesio y potasio,
que queda después de quemar la materia organica (proteinas,

carbohidratos y lipidos) [39].

Se empled el Protocolo-CBE-PROT-BP 023; que consiste en colocar 1g
de muestra en crisoles previamente pesados, posteriormente se
incinero la muestra en una mufla a una temperatura de 700 °C, durante

2 h.

II1""}(100
MI_M

En donde,

C: Porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M: Masa del crisol vacio (g)

M1: Masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M2: Masa del crisol con la ceniza (Q)
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3.2.5 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

La FTIR es una técnica de analisis que permite la identificacion de
compuestos quimicos a través de la determinacién de la frecuencia a la
que los distintos grupos funcionales presentan bandas de absorcién en
la region IR, estos grupos son detectados por los valores de

absorbancia, la forma y ubicacion de las bandas [40].

Las muestras fueron colocadas en el diamante del espectrometro de
infrarrojo marca Agilent Technologies, modelo Cary 630 FTIR, el
sistema optico del médulo de muestreo es ATR y el espectrofotometro
es de bromuro de potasio (KBr). Se realizaron los espectros
correspondientes a un intervalo de longitud de onda desde 650 cm-1
hasta 4000 cm-1. Este analisis se empled para determinar los cambios
que ocurren en la estructura quimica de la fibra luego del tratamiento al

que fueron expuestas.
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Caracterizacion morfolégica y fisica del mesocarpio del cacao y

de los andamios

Grado de Hinchamiento

El grado de hinchamiento es la capacidad que tiene el producto para
aumentar su volumen en presencia de agua. En esta propiedad influyen
la cantidad de los componentes polisacaridos, porosidad y tamarfio de
particulas de la fibra [41]. Al absorber las esponjas el agua hidratan los
grupos polares hidrofilicos (hidrogeles) materiales con caracteristicas
blandas y porosas, permitiendo determinar la biocompatibilidad y las

propiedades mecanicas que presentan los materiales [42, 43].

Para determinar el grado de hinchamiento se pesaron las muestras
liofilizadas (Ps), posteriormente se coloco una esponja en cada pocillo
de una microplaca de 6 pocillos y se afiadié 6ml de NaCl al 1% p/v. Las
placas de posillos se incubaron a 37°C en una incubadora Thermo
modelo B15, y se registro el peso de la muestra (Ph), quitando el exceso
de agua, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48 y 72 horas. Los valores de
hinchamiento reportados son los promedios de cuatro mediciones

realizadas por cada tratamiento [7].

Ph—Ps
Ps

gh=
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En donde,
gh: Grado de hinchamiento
Ph: Peso de la muestra humeda en el tiempo

Ps: Peso de la muestra seca

Microscopia Estereoscopica

El microscopio estereoscopico se utilizé para observar y comparar los
cambios fisicos de las muestras al aplicarle los distintos tratamientos.
El estereoscopio que se utilizo es de marca ZEISS, modelo estéreo

luma v.12.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se utilizé para observar y
caracterizar la estructura de los andamios, la morfologia, el tamafio y la

organizacién de sus poros.

Las observaciones se realizaron en un microscopio electronico de
barrido marca FEI y modelo INSPECT. Las muestras al no ser
conductoras de corriente eléctricas fueron recubiertas con platino para
ser visualizada correctamente en el SEM. Las mediciones que se

realizaron fueron de: 100x y 500x.
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El voltaje al cual opera el equipo, se encuentra entre 20 y 30 kV, y su
resolucion entre 50 y 20 A. Cuando se coloca las muestras en el modo

de bajo vacio, el equipo opera con presiones entre 0 y 5 torr.

Analisis estadistico

Los resultados del porcentaje de fibra, celulosa, lignina, cenizas y grado
de hinchamiento fueron analizados mediante el analisis estadistico
ANOVA vy las multiples comparaciones se realizaron por el método de
Tukey con un nivel de confianza mayor del 90%. El porcentaje es el

promedio del triplicado que se realiz6 a la muestra cruda y las tratadas.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La finalidad del presente trabajo consistié en establecer tratamientos
que permitan obtener esponjas porosas que, a futuro, pudieran ser
utilizadas en la industria biomédica, mas especificamente, en el area de
la Ingenieria de Tejidos Humanos. Para tal fin, se realizaron analisis
quimicos y fisicos al mesocarpio sin tratar y los tratados con: agua
destilada (H20) en agitacion constante durante 72 horas a temperatura
ambiente, agua destilada a reflujo (100°C) por 3 horas, acido acético
(HAc) 0.1N en agitacién constante durante 72 horas a temperatura
ambiente, acido acético 1N en agitacion constante durante 72 horas a
temperatura ambiente, acido acético 1N en agitacion constante durante
72 horas a 37°C, acido acético 1IN a reflujo (100°C) por 3 horas,
hidroxido de sodio (NaOH) 0.1N en agitacion constante durante 72
horas a temperatura ambiente, hidroxido de sodio 1N en agitaciéon
constante durante 72 horas a temperatura ambiente e hidroxido de

sodio 1N a reflujo (100°C) por 3 horas.

En este capitulo se detallan, por medio de graficos y figuras, los

resultados que se obtuvieron de las pruebas realizadas al mesocarpio
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de cacao, con el fin de comparar la composicion quimica y

caracteristicas fisicas de las muestras tratadas frente a la cruda.

Evaluacion del rendimiento del proceso de elaboracion de

andamios porosos

En la Figura 4.1 se muestra el balance de materia del proceso que
permite obtener andamios porosos. Se observa que el peso promedio
de tres mazorcas de cacao es de 944.72g, la pulpa (semilla y mucilago)
corresponde al 25.53% equivalente a 260.09g, y la cascara de la
mazorca que esta compuesta del epicarpio, mesocarpio y endocarpio
representa el 74.47% que es 684.63 g. El mesocarpio representa el
56.93% de la cascara de la mazorca y el 41.26% de la mazorca de
cacao, equivalente a 389.79 g. El rendimiento total del proceso de
obtencién de andamios porosos es de 2.06% (19.49 g), con un

porcentaje de humedad del 95% (370.30).

En la Tabla 4.1 se muestra el rendimiento y el porcentaje de masa
extraida de las muestras tratadas con respecto a la cruda. Se obtuvo
como resultado que las muestras tratadas con hidréxido de sodio se

tienen menor rendimiento y mayor porcentaje de masa extraida.



Mazorca de cacao = Zgglgs .

Cascara de la mazorca de cacao
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y ] Epicarpio y
Obtencidn del mesocarpio e==p Endocarpio

l

Muestras
de andamio
19.49 g

Figura 4. 1. Diagrama y balance de materia del proceso de
elaboracion de andamios porosos.
Elaborado por: Autor, 2015
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Tabla 4. 1 Rendimiento y porcentaje de masa extraida de las muestras

tratadas
Tratamiento Rendimiento % de masa
extraida

Muestra del mesocarpio sin 12.77

tratar

Agua 9.22 27.74
Agua 100°C 6.02 52.81
Acido acético 0.1N 5.4 57.71
Acido acético 1N 4.48 64.85
Acido acético 1N 37°C 4.91 61.50
Acido acético 1N 100°C 4.56 64.28
Hidréxido de sodio 0.1N 3.35 73.70
Hidréxido de sodio 1N 3.64 71.47
Hidréxido de sodio 1N 100°C 2.26 82.27

Elaborado por: Autor, 2015

Caracterizacién quimica

En esta etapa, se determind el contenido de fibra, celulosa, lignina y

cenizas de la mazorca de cacao sin tratamiento y con tratamiento, por

medio de normas que permiten calcular en forma de porcentaje en peso.

Ademas de esto, se utilizd6 FTIR para confirmar la composicion de las

esponjas porosas. Los resultados cuantitativos mostrados en las

graficas es el promedio de tres muestras por cada tratamiento (n=3).
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4.2.1 Contenido de fibra

En la Figura 4.2 se observa que al aplicarle tratamiento al mesocarpio
de la mazorca de cacao, el contenido de fibra aumenta con respecto a
la muestra cruda. El analisis de varianza mostré diferencia significativa
(p<0.05) entre la muestra sin tratar (21.95 +0.49) % vy los distintos
tratamientos. Obteniendo mayor porcentaje de fibra en las muestras
tratadas con hidroxido de sodio 1N a reflujo, con un valor de

(57.57+0.37) %.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de fibra si
las muestras son tratadas con acido acético 1N a temperatura ambiente
y acido acético 1N a 37°C. Tampoco existe diferencia significativa al

tratar las muestras con agua a reflujo y acido acético 1N a reflujo.

Existen diferencias significativas entre las muestras tratadas con la
misma solucion (acido o base) y temperatura, a diferentes
concentraciones, teniendo mayor porcentaje de fibra al aumentar la

concentracion del acido acético y del hidréxido de sodio.

Hay diferencias entre el acido acético e hidréxido de sodio a la misma
concentracion y temperatura, obteniendo mejores resultados al aplicarle

a las muestras hidréxido de sodio.



4.2.2

51

6000 H
G G
40 F
E
0 E
N C
N
2 300
Q
i B
A
1500 I
000
H0 NaOHO,IN Hac IN3TC H0reflujo NaOH N reflo
Nesocarpio sin tratar Hac 0N Hae IN NaGHN Hac INrefljo
Tratamientos

Figura 4. 2 Porcentaje de fibra de las muestras del mesocarpio de

cacaos sometidos a diferentes tratamientos quimicos

La letra mayuscula que tiene cada barra representa la comparacion entre tratamientos. Las
barras con la misma letra indican que no existe diferencia significativa entre estos tipos de
tratamientos.

Elaborado por: Autor, 2015

Contenido de celulosa

En la Figura 4.3 se observa el porcentaje de celulosa de las muestras,
que confirman el analisis de varianza, el cual indicé diferencias
significativas (p<0.05) entre la muestra sin tratar (28.50 £0.36 %) y las
expuestas a los diferentes tratamientos. El contenido de celulosa
aumenta al aplicarle tratamiento a las muestras, obteniendo mayor
porcentaje al tratar las fibras con hidréxido de sodio 1N a reflujo, con un

valor de (47.87+0.16) %.
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No existe diferencia significativa al utilizar como tratamiento agua a
reflujo, acido acético 1IN a reflujo e hidroxido de sodio 0.1N a
temperatura ambiente. El tratamiento con agua destilada a temperatura
ambiente mostro resultados similares a los de la muestra cruda, lo que
indica que este tratamiento no influye en el contenido de celulosa de las

muestras.

Si existe diferencia significativa entre las muestras tratadas con la
misma solucién y temperatura, a diferentes concentraciones, teniendo
mayor porcentaje de celulosa al aumentar la concentracion del acido
acético, alcanzando valores hasta (43.78 + 0.59) %; esto no ocurri6 con
el hidréxido de sodio, mediante el cual se obtuvo mayor porcentaje de
celulosa a menor concentracién de la solucidon. Existen diferencias
significativas al aumentar la temperatura de los tratamientos; esto indica
que, al aplicarle temperatura a los tratamientos, aumenta el porcentaje

de celulosa.
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Figura 4. 3 Porcentaje de celulosa de las muestras del mesocarpio del

cacao sin tratamiento y con tratamiento

La letra mayuscula que tiene cada barra representa la comparacién entre tratamientos. Las
barras con la misma letra indican que no existe diferencia significativa entre estos tipos de
tratamientos.

Elaborado por: Autor, 2015

Contenido de lignina

En la Figura 4.4 se muestra el contenido de lignina resultado de los
tratamientos aplicados. Se observa que al aplicarle tratamiento al
mesocarpio de la mazorca de cacao, el contenido de lignina aumenta
con respecto a la muestra cruda. El analisis de varianza mostro
diferencia significativa (p<0.05) entre la muestra sin tratar (13.22 £ 0.03

%) y los distintos tratamientos, obteniendo mayor porcentaje de lignina



las muestras tratadas con acido acético 1N a temperatura ambiente

(50.09+0,02)

No existe diferencia significativa entre los tratamientos con acido acético
1N a 37°C y acido acético 0.1N. Existe diferencia significativa entre las
muestras tratadas con la misma solucién y temperatura, a diferentes
concentraciones. Con acido acético se obtiene mayor porcentaje de
lignina al aumentar la concentracién y con hidréxido de sodio se obtiene
mayor porcentaje de lignina a menor concentracion. Al aplicarle
temperatura a los tratamientos con el acido acético disminuye el
porcentaje de lignina y con el tratamiento de hidréxido de sodio

aumenta.
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Figura 4. 4 Porcentaje de lignina de las muestras del mesocarpio de

cacao sin tratamiento y con tratamiento.

La letra mayuscula que tiene cada barra representa la comparacion entre tratamientos. Las
barras con la misma letra indican que no existe diferencia significativa entre estos tipos de
tratamientos.

Elaborado por: Autor, 2015

Contenido de cenizas

En la Figura 4.5 se observa que al aplicarle tratamiento a la mazorca de
cacao, el contenido de ceniza de la muestra aumenta con hidroxido de
sodio 1N a reflujo (12.081£0.92) %, el cual resultdé ser el mas alto
contenido de cenizas, y disminuye con acido acético 0.1N (0.36+0.01)
%, con respecto a la muestra cruda (9.03+0.12) %. El analisis de
varianza mostré diferencia significativa (p <0.05) entre la muestra sin

tratar y los distintos tratamientos.
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No existen diferencias significativas entre los tratamientos con acido
acético 0.1N a temperatura ambiente, acido acético 1N a reflujo, acido
acético 1N a temperatura ambiente y acido acético 1N a 37°C. Tampoco
hay diferencias al tratar las muestras con agua a temperatura ambiente
y agua a reflujo. Sin embargo, bajo tratamiento alcalino, el contenido
de cenizas aumentd proporcionalmente con la concentracion de

hidroxido de sodio y temperatura.
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Figura 4. 5 Porcentaje de cenizas de las muestras del mesocarpio de

cacao sin tratamiento y con tratamiento.

La letra mayuscula que tiene cada barra representa la comparacion entre tratamientos. Las
barras con la misma letra indican que no existe diferencia significativa entre estos tipos de
tratamientos.

Elaborado por: Autor, 2015
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4.2.5 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Se caracterizo las diferentes muestras mediante FTIR, comparando las
bandas obtenidas para las muestras del mesocarpio antes y después
de los tratamientos quimicos. Se observaron las bandas
correspondientes a los grupos funcionales de la celulosa, hemicelulosa,
lignina y pectina, las mismas que estan compuestas principalmente por
alcanos, cetonas, ésteres, alcoholes y anillos aromaticos (ver Tabla

4.2).

Tabla 4. 2 Absorcién en IR para grupos funcionales presentes en la
estructura quimica de las fibras

Fibra Grupo funcional | Estiramiento | Posicion de la
absorcion (cm)

Celulosa Alcoholes O-H 3452,0
Alcanos CH 2921,2

CH:2 1442,0

CHs 1380,0

Eteres C-0O-C 1111,0

Acidos O-H 3452,0

carboxilicos
C=0 1717,0
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Hemicelulosa Alcoholes O-H 3415,7
Acidos O-H 34527
carboxilicos
C-O 1102,8
Alcanos CH2 1442,0
Eteres C-0-C 1102,8
Grupo carboxilico O-H 34157
y sus derivados
Cc=0 1740,3
Lignina Alcoholes O-H 1740,3
Alcanos CH 2917 1
Aromaticos C=C 1500 - 1600
Eteres C-0-C 1503,3
Acidos O-H 1278,5
carboxilicos y sus
) Cc-O0 3411,6
derivados
Cc=0 1715,8

Fuente: Referencia [44]
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Figura 4. 6 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao
sin tratamiento.
Elaborado por: Autor, 2014

En la Figura 4.6 se muestra el espectro de infrarrojo de la muestra del
mesocarpio del cacao sin tratamiento. Se observaron bandas
caracteristicas de la celulosa y lignina en el rango 3300 cm-1
correspondiente al grupo OH y 2920 cm-1 que representa el
alargamiento del enlace CH. La banda 1370 cm-1 se debe al grupo
CH3, el alargamiento 1020 cm-1 corresponden al grupo de los alcanos
y éteres [45], la absorbancia en 820 cm-1 se tiene la vibracién del grupo
del carbon anomérico de carbohidratos, los tres espectros
corresponden a la celulosa [46]. La banda 1250 cm-1 pertenece al
enlace C-O de la lignina [47], el pico 1310 cm-1 corresponde a la flexion
C-H de la lignina. La presencia de la banda 1720 cm-1 corresponde al
estiramiento C=0 de los grupos carbonilos de la fibra, provenientes de

la hemicelulosa y la pectina [48]. La absorcion 1600 cm-1 y 1400 cm-1
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surgen de las vibraciones de la estructura de los anillos aromaticos que

es caracteristico de la lignina [47].
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Figura 4. 7 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao
tratada con agua destilada.
Elaborado por: Autor, 2014
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Figura 4. 8 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao
tratada con agua destilada a reflujo.
Elaborado por: Autor, 2015
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Los espectros de la muestra sin tratamiento es similar a la muestra
tratada con agua destilada en agitaciéon constante durante 72 horas,
Figura 4.6 y Figura 4.7. Ambos espectros presentan un patron similar,
cambiando solo el desplazamiento y la longitud de picos
correspondientes a ciertos grupos funcionales. La bandas que se
desplazaron fueron la del grupo C=0, de 1720cm-1 a 1730cm-1, y de
1400cm-1 a 1410cm-1 que representa los anillos aromaticos
caracteristicos de la lignina. Se presentd reduccién en las bandas de:
1730cm-1 caracteristica de la hemicelulosa y pectina, 1600cm-1

caracteristica de la lignina y 1250cm-1 caracteristica de la hemicelulosa.

En la Figura 4.8 se observa la muestra del mesocarpio tratada con agua
destilada a reflujo, al comparar con los espectros de la Figura 4.6y 4.7,
se puede apreciar que la muestra tratada a reflujo, aparece una banda
en 1550cm-1 correspondiente al anillo aromatico de la lignina, mientras
que a 1200cm-1 aparece un pico correspondiente al enlace C-O-C del
anillo de glucosa de la celulosa. Al igual que en la Figura 4.7, se
presentd reduccion en la banda 1250cm-1 caracteristica de la
hemicelulosa, 1600cm-1 caracteristica de la lignina y en 1705cm-1

caracteristica de la hemicelulosa y pectina.
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Figura 4. 9 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao

tratado con hidréxido de sodio 0.1 N
Elaborado por: Autor, 2014
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Figura 4. 10 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao

tratado con hidréxido de sodio 1 N
Elaborado por: Autor, 2014
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Figura 4. 11 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao
tratado con hidroxido de sodio 1 N a reflujo
Elaborado por: Autor, 2014

Las Figuras 4.9 y 4.10 muestran los espectros de las muestras del
mesocarpio del cacao tratadas con hidroxido de sodio 0.1 N y 1N,
respectivamente. Al comparar los espectros no se aprecian cambios
significativos; continuan presentes las mismas bandas. En ambos
casos, se desplazaron las bandas de 2900cm-1 a 2910cm-1 y de
1595cm-1 a 1600cm-1. Por otra parte, la muestra tratada con hidroxido
de sodio 1N presentd reduccion en las bandas de 3300cm-1 y 1600cm-

1 caracteristica de la celulosa y lignina.

En la Figura 4.11 se observa la muestra tratada con hidroxido de sodio

1N a reflujo. Al compararla con las muestras tratadas con hidroxido de



sodio a 0.1 Ny 1N, en agitacion constante y a temperatura ambiente se
puede apreciar que a reflujo disminuye considerablemente la banda

1650cm-1 correspondiente al anillo aromatico de la lignina.

Haciendo una comparacion entre las muestras sin tratamiento y
previamente tratadas con hidroxido de sodio, es posible observar
algunos cambios. Al aplicar el tratamiento alcalino desaparece la banda
1720cm-1 caracteristica de la hemicelulosa y la pectina, aparece un
pico en 1190cm-1 correspondiente al enlace C-O-C del anillo de glucosa
de la celulosa, se reducen las banas 3300cm-1 caracteristica de la
celulosa, 1600cm-1 correspondiente al anillo aromatico de la lignina y
1250cm-1 es la banda correspondiente a la vibracion del enlace C-O de
la lignina. En el andlisis del espectro se concluyé que no hay niveles
apreciables de hemicelulosa, debido a la ausencia de la banda de
absorcion 1730 cm-1 y 1230 cm-1 relacionadas con la vibracién del
grupo C=0 [48]. Esto indica que los tratamientos con hidroxido de sodio

podrian eliminar la hemicelulosa.
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Figura 4. 14 Espectro FTIR de una muestra del mesocarpio del cacao
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En la Figura 4.12 y 4.13 se observan los espectros de infrarrojo de las
muestras tratadas con acido acético 0.1N y 1N. Los dos espectros son
similares, continian presentes las mismas bandas. Se observd un
desplazamiento de las bandas de: 2920cm-1 a 2930cm-1
correspondiente a la celulosa, 1720cm-1 a 1740cm-1 correspondiente
a la hemicelulosa, 1610cm-1 a 1645cm-1, y 1510cm-1 a 1520cm-1,
correspondientes a la lignina. La muestra tratada con acido acético 1N
presentd una reduccién en el pico 1645cm-1 caracteristica de la

celulosa y hemicelulosa.

La muestra tratada con acido acético 1N a 37°C, Figura 4.14, presenta
las mismas bandas que la muestra tratada con acido acético 1N a
temperatura ambiente. Sin embargo, la muestra procesada con acido
acético 1N a reflujo, Figura 4.15, al compararla con las otras muestras
tratadas con la misma sustancia, presenta reduccion en las bandas
3300cm-1 y 2900cm-1 correspondientes a la celulosa, 1730cm-1

caracteristico de la hemicelulosa y 1670cm-1 caracteristico de la lignina.

Al comparar las bandas obtenidas de las muestras antes y después del
tratamiento con acido acético, es posible observar algunos cambios. Al
aplicar el tratamiento aparece una banda en 1520cm-1 correspondiente

a la vibracion de la estructura de anillos aromaticos de la lignina. Se
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desplazaron las bandas de absorciéon de 2920cm-1 a 2930cm-1
correspondiente a la celulosa, 1720cm-1 a 1740cm-1 correspondiente
a la hemicelulosa, 1600cm-1 a 1645cm-1 y 1400cm-1 a 1450cm-1, son
caracteristicas de la lignina. El tratamiento presentd reduccién en las
bandas 1645 cm-1 caracteristico de la lignina y 1450cm-1 caracteristico

de la celulosa.

Caracterizacion fisica

Grado de hinchamiento

Las Figuras 4.16, 4.17 y 4.18, muestran las curvas de grado de
hinchamiento del mesocarpio de la mazorca de cacao sin tratamiento y
las procesadas con los diferentes tratamientos. En general existen
diferencias significativas entre las curvas de hinchamiento de la muestra
cruda y aquellas correspondientes a las tratadas (p<0.05). Todas las
muestras que fueron expuestas a tratamiento tuvieron mayor grado de
hinchamiento que la muestra cruda, teniendo los mayores valores las
muestras tratadas con hidroxido de sodio a reflujo, con un valor de

(42.40+0.60) % a las 72 horas.

Las curvas entre el tratamiento con hidroxido de sodio 0.1N y 1N, en
agitacioén constante y a temperatura ambiente, fueron similares, por lo

que se puede decir que la concentracion del NaOH no influye en el
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grado de hinchamiento. Un comportamiento similar se observa entre las
muestras tratadas con acido acético 1N a temperatura ambiente y a
37°C, sin diferencias significativas. Sin embargo, existe una
proporcionalidad de este parametro con la concentraciéon de acido
acético y la temperatura, puesto que el grado de hinchamiento aumenté
significativamente (p<0,05) a mayores valores de estas variables. En
este caso, el grado de hinchamiento, a las 72h, fue de (17.41+0.49) %
para acido acético 0,1N, mientras que para el 1N fue de (20.15+0.87)
%. En cuanto a la temperatura, para la concentracién de 1 N, este

parametro aumento a (26.59+0.45) %.

Se puede apreciar, en todas las graficas que el grado de hinchamiento
de las muestras tratadas con NaOH fue significativamente mayor al
encontrado con los otros tratamientos., alcanzando los valores mas
altos en condiciones de reflujo, con (42.40+0.60) % a las 72 h. Fue en
estas condiciones de reflujo que se alcanzaron los valores mas altos
para el tratamiento acido y neutro, en comparaciéon con aquellos

llevados a cabo a temperatura ambiente y a 37°C.

Es importante senalar que a concentraciones de 0,1N a temperatura
ambiente y en reflujo se observd un equilibrio a las 72 h, evidenciado

por una tendencia del grado de hinchamiento a mantenerse constante.
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En el caso del tratamiento con soluciones 1N a temperatura ambiente y
37°C, el comportamiento fue diferente, mostrando aun una tendencia a
aumentar. Esto quiere decir que no se alcanzé un equilibrio y que las
muestras podrian haber seguido absorbiendo agua después del periodo

estudiado.
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Figura 4. 16 Grado de hinchamiento de las muestras sin tratamiento,
tratadas con H20, HAc 0.1N, e NaOH 0.1N, en agitacion
Elaborado por: Autor, 2015
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Figura 4. 17 Grado de hinchamiento de las muestras tratadas con HAc

1N, HAc 1N a 37°C e NaOH 1N, en agitacion
Elaborado por: Autor, 2015
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Elaborado por: Autor, 2015
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4.3.2 Microscopia estereoscopica

El microscopio estereoscépico se utilizé para observar la morfologia
general de las muestras. La Figura 4.19A corresponde al mesocarpio
de cacao sin tratamiento, previamente liofilizado, la muestra es de color
amarillo la superficie y café los bordes, con una ausencia aparente de

poros.

La muestra tratada con agua destilada en agitacion constante, Figura
4.19B, es de color crema; se puede observar una superficie irregular,
aun con ausencia aparente de porosidad. La muestra tratada con agua
destilada a reflujo, Figura 4.19C, es de color café con superficie
irregular, y, a diferencia de las muestras anteriores, se pueden apreciar

poros y canales.

A

Figura 4. 19 Micrografias estereoscopicas. A) Sin tratamiento, B)
Tratada con agua destilada en agitacién, C) Tratada con agua destilada
a reflujo

Elaborado por: Autor, 2015
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En la Figura 4.20 se observan las muestras tratadas con hidroxido de
sodio. La Figura 4.20A corresponde a la muestra tratada con NaOH 0.1
N, en la que se puede ver poros de diferentes tamanos y grietas. La
Figura 4.20B corresponde a la muestra tratada con NaOH 1N, el color
de la muestra es crema, se pueden apreciar algunos poros, grietas y
canales. En la Figura 4.20 C (condiciones de reflujo) se puede notar una
mayor porosidad, con un tamano de poro variable. El tratamiento con
NaOH a temperatura ambiente blanquea las muestras y a 100°C las

aclara.

A B

Figura 4. 20 Micrografias estereoscépicas de las muestras tratadas con
NaOH. A) 0.1N, B) 1N en agitacién, C) 1N a reflujo
Elaborado por: Autor, 2015

En la Figura 4.21 se puede observar las muestras tratadas con acido
acético. La Figura 4.21 A corresponde a la muestra tratada con HAc
0.1N, el color es café: se puede ver irregularidad en la superficie y
presencia de poros de tamafo variado. La muestra tratada con HAc 1N

a temperatura ambiente, Figura 4.21 B, no se puede notar los poros y
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la superficie no es uniforme; el color es crema. La Figura 4.21 C
corresponde a la muestra tratada con HAc 1N a temperatura de 37°C,
en donde se pueden apreciar canales y poros de distintos tamanos. La
Figura 4.21 D corresponde a la muestra tratada con HAc a reflujo, la
superficie es irregular, con poros de distintos tamafos. La muestra
tratada con acido acético a bajas concentraciones se torna de color
obscuro, las tratadas con mayor concentracion blanquean y aclara la

muestra.

A B C

D

Figura 4. 21 Micrografias estereoscépicas de las muestras tratadas
con HAc. A) 0.1N, B) 1N en agitacion, C) 1N en agitacién a 37°C, D)
1N a reflujo

Elaborado por: Autor, 2015
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4.3.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La micro-morfologia de la estructura porosa se analizd mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). De la Figura 4.22 a la 4.31
se observan las imagenes del SEM obtenidas de las muestras sin

tratamiento y las procesadas bajo las diferentes condiciones.

La Figura 4.22 corresponde a la muestra sin tratamiento previamente
liofilizada; en esta se observa una estructura porosa, presentando
tamano de poros menores a 50 micrometros (Figura 4.22 A) y paredes
rugosas. Las Figuras 4.23 y 4.24 representan las muestras que fueron
tratadas con agua destila en agitacion a temperatura ambiente y a
reflujo respectivamente. Se puede observar que en la Figura 4.23 se
forma un canal, y la muestra presenta una gran variedad en el tamafio
de los poros; sin embargo, la mayoria de estos esta por debajo de 50
um. En la Figura 4.24, por otra parte, los poros se presentan de mayor
tamano, con algunos llegando a alcanzar hasta 250 ym. Al comparar
las muestras sin tratamiento y las tratadas con agua destilada, se
observa mayor irregularidad y tamafio de poros en las muestras

tratadas con agua destilada a reflujo.
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Figura 4. 22 Micrografias electronicas de las muestras sin tratamiento
obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X.
Elaborado por: Autor, 2015

Figura 4. 23 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
H20 en agitacion obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 300X
Elaborado por: Autor, 2015
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Figura 4. 24 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
H20 a reflujo obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015

Las Figuras 4.25, 4.26 y 4.27, representan las muestras tratadas con
hidroxido de sodio 0.1N, 1N, en agitacion constante y 1N a reflujo,
respectivamente. En la Figura 4.25 se pueden observar poros de
distintos tamafios, menor a 100 micrometros, aunque de mayor tamafo
a los encontrados en el tratamiento con agua. La muestra tratada con
NaOH 1N, presenta una morfologia similar, aunque la cantidad de poros
parece disminuir (analisis posteriores son necesarios para corroborar
esta hipotesis). En la Figura 4.27 se puede observar que la aplicacion
del tratamiento de reflujo resulté una mayor cantidad de poros y tamario,
superior a 100 ym, alcanzando hasta 200 ym, con respecto a los

tratamientos a temperatura ambiente. En este caso, los poros parecen
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ser mas profundos, los que indica que, probablemente haya una

estructura porosa mas interna.

Figura 4. 25 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
NaOH 0.1N en agitacién obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015

Figura 4. 26 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
NaOH 1N en agitacién obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015
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Figura 4. 27 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
NaOH 1N a reflujo obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015

Las Figuras 4.28, 4.29, 4.30 y 4.31, corresponden las muestras tratadas
con acido acético 0.1N, 1N a temperatura ambiente, 1IN a 37°C y 1N a
reflujo, respectivamente. La Figura 4.28 presenta diferentes tamafos de
poros y una superficie poco uniforme. Adicionalmente, se puede
observar que muchos de los poros mas pequefos son superficiales
(Figura 4.28 B), mientras que en los poros mas grandes se aprecia
cierta profundidad. En la Figura 4.29 se puede observar que la muestra
(TN acido acético, temperatura ambiente) presenta poros poco
profundos, mientras que la superficie es irregular. La Figura 4.30 se
observa una superficie rugosa y los poros tienen un diametro menor a

100 micrometros. Al aumentar la temperatura a 100°C y aplicar reflujo
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(Figura 4.31), la muestra presenta poros de diferentes diametros hasta

de 150 micrometros.

En general, las muestras tratadas con acido acético presentan menos
poros que aquellas tratadas con hidroxido de sodio. En la mayoria de
los casos, los poros, resultado del ataque acido, son superficiales,
mientras que aquellos productos del tratamiento alcalino parecen tener

una mayor profundidad.

Figura 4. 28 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
HAc 0.1N en agitacion obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015
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Figura 4. 29 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
HAc 1N en agitacion obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015

Figura 4. 30 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
HAc 1N en agitacion a 37°C obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015
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Figura 4. 31 Micrografias electronicas de las muestras tratadas con
HAc 1N a reflujo obtenidas por el SEM. A) 100X, B) 500X
Elaborado por: Autor, 2015

Discusion

La importancia de este trabajo resuena en la necesidad que plantea el
Plan Nacional del Buen Vivir 2013-2017, en su objetivo 11, politica 11.5,
de dar valor agregado a desechos agroindustriales. De aqui que, al
reconocer al cacao como uno de los rubros estratégicos y de mayor
produccion a nivel nacional, los desechos producto de su cosecha para
su procesamiento en chocolate se hacen un problema medioambiental.
Es poco el trabajo que se ha hecho en la busqueda de soluciones
viables para darle un alto valor agregado a este sub-producto, pero
algunos esfuerzos se han conducido en el area de la ingenieria de

alimentos. La proposicion del mesocarpio de la cascara de la mazorca
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como un posible biomaterial es completamente novedosa. En especial,
las matrices porosas que en este trabajo se proponen podrian ser
empleadas en aplicaciones de regeneracién de tejidos de un grosor

limitado, tal es el caso del cartilago y hueso maxilofacial.

Esta investigacion consistié en una aproximacién inicial a lo que seria
la produccion de matrices o andamios porosos con potencial uso en la
industria biomédica. De esta manera, se estudiaron procesos,
escalables a futuro, basados en el tratamiento del mesocarpio de la
mazorca del cacao bajo condiciones acidas, alcalinas y neutras,
logrando resultados diferentes para cada tratamiento en cuanto a las

caracteristicas fisicas y quimicas de las mismas.

Los resultados obtenidos del contenido de celulosa y lignina, por FTIR
y por medio de normas que permiten calcular el porcentaje de estos
carbohidratos, no presentan cambios significativos. Los dos métodos
indican una clara evidencia de las modificaciones quimicas que ocurren

durante el tratamiento efectuado a las muestras.

El tratamiento alcalino (hidréxido de sodio) disminuyd la cantidad de
hemicelulosa, evidenciado por la desaparicion de bandas

caracteristicos en los espectros FTIR, y aumenta el porcentaje de



lignina y celulosa con respecto a la muestra cruda, esto coinciden con
los resultados obtenidos por Elizondo (1998) y Hernao y col., (2009). Ya
anteriormente se habia publicado que, bajo condiciones alcalinas, la
lignina es degradada en segmentos fendlicos, que son faciimente
eliminados a través de lavados. De igualmente, previamente se ha
reportado el alcali destruye la estructura de acoplamiento de la
hemicelulosa, produciendo una fibrilacion que permite el acercamiento

de las cadenas celulosa.

Las muestras tratadas con agua presentaron un menor contenido de
ceniza y hemicelulosa, aumento el contenido de celulosa y lignina, con
respecto a la muestra cruda. Estos resultados son similares a lo

observado por Rocha y col., (2008).

El contenido de cenizas totales aumento con el tratamiento de hidréxido
de sodio, observacion similar a lo reportado por Elizondo (1998). Como
bien se sabe, las cenizas no son mas que sales inorganicas de calcio,
magnesio y potasio, entre otros. Mediante un ataque con acido acético,
podrian formarse acetatos con una mayor solubilidad que las formas
naturalmente presentes en el tejido vegetal, y por lo tanto seria mas

facilmente eliminadas durante el lavado. La disminucién del contenido
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de ceniza, debido al ataque acido, afirma lo expuesto por Manoj y

Narayanan (2013).

El tratamiento con acido acético aumenté el contenido de celulosa y
lignina, con respecto a las muestras crudas, y disminuyé de manera
significativa el contenido de hemicelulosa (desaparicion de pico
caracteristico en FTIR). Los resultados de lignina obtenidos con este
tratamiento es diferente a los resultados de Guozhi y col., (2013), segun
sus observaciones el acido acético elimina la lignina y hemicelulosa, y
aumenta la celulosa. Sin embargo, con respecto al NaOH, el tratamiento
acido aumento la proporcién de lignina, la cual no es soluble en acido.
Por el contrario, el porcentaje de celulosa disminuy6 con respecto al

alcali, debido a la hidrélisis causada por el acido acético.

Sin embargo, aun queda la incognita de por qué las muestras sin tratar
tuvieron menores porcentajes, en peso, de celulosa, lignina y otros
componentes. Esto puede deberse a una mayor cantidad de masa
solida representada por pectinas que son extraidas durante los

tratamientos acido y alcalino, y en menor medida en lavados con agua.

De acuerdo a Barazarte y col., (2008), la extraccién de pectinas a partir

de la cascara de cacao es mayor en soluciones alcalinas que en acidas,
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y la mayor cantidad de estas estad presen en el mesocarpio. En el
presente trabajo esto se vio reflejado en el porcentaje de masa extraido
en cada tratamiento, siendo significativamente mayor en el tratamiento
con NaOH (> 80%). Este resultado ademas provee una medida, aunque
indirecta, de la porosidad de las esponjas. Dada las diferencias en la
cantidad de materia extraida, la cual es proporcional al espacio vacio
dentro de las esponjas, se puede decir que las muestras tratadas en
medio alcalino son mas solubles que aquellas procesadas con acido
aceético, las cuales a su vez son mas porosas que aquellas tratadas con

agua.

Las imagenes obtenidas con el microscopio electrénico de barrido y el
estereoscopio, nos indica que las muestras con mayor contenido de
celulosa, presentan mayor diametro en sus poros. Este ultimo
parametro se correlaciona con la porosidad, y corrobora lo asumido de
las micrografias de las muestras tratadas con NaOH en reflujo, a partir
de las cuales se establecio la hipdtesis de una red porosa subyacente.
Estos resultados demuestran lo expuesto por Guozhi y col., (2013),
quienes indican que la superficie de la fibra se vuelve mas abierta y
porosa al eliminar la hemicelulosa y lignina, y aumentan,

consecuentemente, el porcentaje de celulosa. Castro y Palencia (2006)
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de igual manera observaron mayor grado de hinchamiento en muestras

con alto contenido de celulosa.

En base a los resultados obtenidos nos podemos dar cuenta que la
concentracion de la solucion de tratamiento, y la temperatura son
esenciales para el tratamiento de las fibras y por ende de las muestras
del mesocarpio. Teniendo mejores resultados al aumentar la
concentracion y la temperatura de los tratamientos, esto coincide con lo

expuesto por Castro y Palencia (2006).

Estos resultados estan mejores representados en varios niveles. A nivel
quimico, el contenido de celulosa es importante, puesto que de los
componentes presentes en fibra, este es el mas utilizado como
biomaterial en aplicaciones de ingenieria de tejidos humanos,
demostrando bajo niveles de citotoxicidad (toxicidad a nivel celular) y
una alta biocompatibilidad (Zhang y col., 2015 y Rajwade y col., 2015).
A nivel fisico, resaltan tres parametros importantes: tamafio de poro,
porosidad y el grado de hinchamiento, los cuales dependeran de la
aplicacién especifica. El tamafio de poro sera critico en la regeneracion
del tejido 6seo, en donde este no debe exceder los 200 uym, pero que a
su vez sea mayor a los 20 ym para permitir la penetracion de las células

(Alvarez J., 2009). Ademas de esto, en el caso de tejido 6seo, es
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importante que la red porosa (con poros del tamafio mencionado) sea
interconectada (Alvarez J., 2009). Esto sera mas probable en las

esponjas con mayor porosidad, en este caso, las tratadas con NaOH.

Con respecto al grado de hinchamiento, es importante la absorcion de
agua, sobre todo en aplicaciones de ingenieria de tejido cartilaginoso.
Esto se debe a que, en condiciones de presion ciclica bajo las cuales
funciona el cartilago, el fluido intersticial se transporta desde y hacia la
matriz, en un patron que ejerce fuerzas hidrodinamicas debido al
esfuerzo cortante del fluido. Estas fuerzas se traducen en sefales
celulares, a través de mecanismos denominados como
mecanotransduccién, promoviendo la formaciéon y remodelacion del

tejido cartilaginoso (Alvarez y col., 2012).
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Conclusiones.

Se obtuvieron y caracterizaron muestras del mesocarpio del
cacao a partir de mazorcas de la variedad CCN-51. La
caracterizacion quimica de la fibra del mesocarpio evidencia alto

contenido de fibra, traducida en celulosa y lignina.

Los tratamientos quimicos a los cuales se sometieron las
muestras (acido y alcalino), causan rugosidad en la superficie de
la fibra y dejan poros abiertos en su estructura. Se obtienen poros

de mayor diametro al aplicarle temperatura a los tratamientos.

Utilizando el microscopio electronico de barrido y el
estereoscopio, se observa que los tratamientos causan cambios
en la estructura de las muestras, obteniendo mayor porosidad y
grado de hinchamiento las muestras con mayor porcentaje de

celulosa, las mismas que fueron tratadas con hidroxido de sodio.
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Al evaluar los cambios que los tratamientos producen sobre la
fibra del mesocarpio, se encontré que las condiciones 6ptimas
para obtener andamios porosos es utilizando como solucion el
hidréxido de sodio, en especial debido al contenido de celulosa,
tamano de poro y, posiblemente, la porosidad. Las condiciones
del tratamiento, sin embargo, dependera de la aplicacién que se

le dé, a futuro, en el campo de la ingenieria de tejidos.

La caracterizacién quimica de los andamios obtenidos luego de
cada uno de los tratamientos efectuados, se analizaron por
normas estandarizadas que indican la cantidad en porcentaje de
fibra, celulosa, lignina y cenizas, también se utilizé Ila
espectroscopia infrarroja (FTIR), estos dos métodos brindan una
clara evidencia de las modificaciones quimicas que ocurren en la
fibra durante el tratamiento de las muestras, confirmando la

remocion de hemicelulosa y el aumento de celulosa.

Basado en las caracteristicas fisico-quimicas de las esponjas
porosas obtenidas bajo tratamiento acido y alcalino, se puede
concluir que estas tienen potencial en la industria biomédica, y

en la ingenieria de tejidos humanos mas especificamente. Esta
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aplicacién dependera, claro esta, de las evaluaciones bioldgicas

in vitro e in vivo de las mismas.

Recomendaciones.

Se recomienda utilizar este estudio como soporte para realizar
trabajos posteriores que estudien la adhesion, proliferacion y
migracion de diferentes tipos de células en los andamios
obtenidos, asi como su posterior evaluacién in vivo, utilizando

modelos animales, para determinar su biocompatibilidad.

Realizar estudios de factibilidad econémica de la obtencién de
andamios porosos a partir de la cascara de la mazorca de cacao
para su utilizacion como soporte celular en la industria biomédica.
Esto ademas incluira el escalado del proceso de obtencion de las
esponjas, con miras a una produccion masiva, con resultados

reproducibles.

Es recomendable que para futuros trabajos se determine el
porcentaje de la cantidad de hemicelulosa y pectina, asi como la
porosidad de las esponjas, utilizando un porosimetro de mercurio

u otro equipo apropiado para tal fin.



ANEXOS

ANEXO I- Analisis estadistico

Tabla A.1. 1 Analisis de la varianza para el contenido de fibra

Variable N R? R? Aj cv
Fibra 30 1 1 0,92
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3230,94 9 358,99|2720,56|<0,0001
Tratamientos 3230,94 9 358,99|2720,56|<0,0001
Error 2,64 20 0,13
Total 3233,58 29

Tabla A.1. 2 Analisis de la varianza para el contenido de celulosa

Variable N R? RZAj | CV
Celulosa 30 1 1 1,12
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1118,32 9 124,26 | 662,8 |<0,0001
Tratamientos 1118,32 9 124,26 | 662,8 |<0,0001
Error 3,75 20 0,19
Total 1122,07 29

Tabla A.1. 3 Analisis de la varianza para el contenido de lignina

Variable N R? R? Aj Ccv
Lignina 30 1 1 1,28
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4362,57 9 1484,73|2419,55|<0,0001
Tratamientos 4362,57 9 1484,73]2419,55|<0,0001
Error 4,01 20 0,2
Total 4366,58 29




Tabla A.1. 4 Analisis de la varianza para el contenido de ceniza

Variable N R? R? Aj Ccv
Ceniza 30 1 0,99 8,27
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 525,81 9 58,42 | 505,54 <0,0001
Tratamientos | 525,81 9 58,42 | 505,54 <0,0001
Error 2,31 20 0,12
Total 528,12 | 29

Tabla A.1. 5 Analisis de la varianza para el grado de hinchamiento

Variable N R? R2 Aj CV

gh 36 0,98 0,97 6,64

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 943,6 4 235,9 334,35 | <0,0001
tratamientos | 860,87 3 286,96 406,72 | <0,0001
Tiempo 82,73 1 82,73 117,26 | <0,0001
Error 21,87 31 0,71

Total 96548 | 35

Tabla A.1. 6 Two-way ANOVA: gh versus Tratamientos. Tiempo

Source DF SS MS F P
Tratamientos 2 10,0191 | 5,00953 | 81,80 0,000
Tiempo 8 | 40,6991 | 5,08738 | 83,07 0,000
Error 16 0,9798 | 0,06124
Total 26 | 51,6979

S=0,2475 R-Sq=98,10%

R-Sq(adj) = 96,92%
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ANEXO IlI- Elaboracién de andamios porosos a partir

del mesocarpio de cacao

Figura A.2. 1 Obtencion de muestras del mesocarpio de la mazorca de
cacao. Elaborado por: Autor, 2014
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ANEXO Ill - TRATAMIENTO QUIMICO DEL
MESOCARPIO DE CACAO

Figura A.3. 1 Tratamiento quimico aplicado a las muestras del mesocarpio A)
H20 destilada B) NaOH 1N C) HAc 1N D) H20 a reflujo E) NaOH 1N a reflujo
F) HAc 1N a reflujo. Elaborado por: Autor, 2014
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ANEXO IV — CARACTERIZACION QUIMICA DEL

MESOCARPIO DEL CACAO

Grasas totales por Soxhlet

Figura A.4. 1 Desengrasar las muestras. Elaborado por: Autor, 2014

Contenido de Fibra Cruda
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Figura A.4. 2 Contenido de Fibra A) muestra puesta a reflujo con H2SO4, B)
muestra puesta a reflujo con NaOH. Elaborado por: Autor, 2014
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Figura A.4. 3 Contenido de Fibra C) muestra seca D) muestra calcinada.
Elaborado por: Autor, 2014

Contenido de celulosa

Figura A.4. 4 Contenido de celulosa A) muestra puesta a reflujo con HAc y
HNOs B) muestra filtrada C) muestra seca D) muestra incinerada. Elaborado
por: Autor, 2014
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Contenido de lignina

Figura A.4. 5 Contenido de lignina A) muestra puesta a reflujo con H2SO4 B)
filtrar. Elaborado por: Autor, 2014

Contenido de ceniza

Figura A.4. 6 Contenido de ceniza A) muestra puesta en la mufla B) muestra
incinerada. Elaborado por: Autor, 2014



99

ANEXO V — CARACTERIZACION FiSICA DEL

MESOCARPIO DEL CACAO

Grado de Hinchamiento

Figura A.5. 1 Equipos y metodologia en la determinacién del grado de
hinchamiento A) Andamios sumergidos en NaCl B) Andamios colocados en la
incubadora a 37°C C) pesar la muestra. Elaborado por: Autor, 2014
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Microscopia Estereoscépica

: |

Figura A.5. 2 Muestra observada en el estereoscopio. Elaborado por: Autor,
2015

Microscopia electronica de barrido

Figura A.5. 3 Muestra observada en el SEM. Elaborado por: Autor, 2015
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