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INTRODUCCION

El quitosano (Q) es un poliaminosacarido lineal compuesto por unidades monoméricas,
N-acetil glucosamina y D-glucosamina, unidas a través de enlaces glucosidicos B-(1-4).

Este polimero tiene grupos amino sumamente reactivos en su estructura que permite modificar
su funcionalidad mediante la incorporacién de compuestos activos como el acido galico (AG) o
la sintesis de nano-y microparticulas (Liu et al. 2015).

El acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) puede ser extraido de la nuez moscada,
hojas de té, corteza de robles y otras plantas (Alkan et al. 2011). Posee diferentes propiedades
biologicas como agente antiinflamatorio, antimutagénico y antioxidante (Giftson et al. 2010).
Ademas, usado como entrecruzante, es capaz de modificar las propiedades mecanicas de
materiales basados en polimeros naturales, permitiendo su uso en envases para alimentos
(Sun et al. 2014).

El desarrollo de estrategias de preservacion de los compuestos fendlicos que aseguren
una viabilidad adecuada en el producto final es objeto de estudio en las industrias de alimentos
y farmacéutica. La encapsulacion de extractos y compuestos fendlicos constituye una estrategia
de preservacion de compuestos activos y un modo eficiente de incorporarlos es una matriz
soporte (Stoll et al. 2015), facilitando su manejo y mejorando su estabilidad (Yousuf et al. 2015).
Especificamente, por medio del empleo de la nanotecnologia, nuevas formas de soportes
poliméricos incorporando nanoparticulas cargadas pueden ser desarrolladas para adaptar sus
propiedades y modular la liberacion de compuestos activos (de Moura et al. 2010). Segun
Merino et al. (2015) la combinacién de una matriz polimérica con nanoparticulas podria superar
las limitaciones y desventajas asociadas con el empleo de nanoparticulas aisladas como
sistemas de liberacién. Como fue descripto por Sugita et al. (2013), las ventajas principales de
usar nanoestructuras como sistemas de liberacion estan relacionados con la posibilidad de
incluir aditivos en las nanoparticulas sin reacciones quimicas, controlar y modular la liberacion
de compuestos activos, asi como ajustar el disefio de las nanoparticulas de acuerdo a su
potencial uso.

Los objetivos de trabajo fueron: a) sintetizar nanoparticulas a base de quitosano,
funcionalizadas con acido galico; b) incluir las nanoparticulas previamente sintetizadas en una
matriz soporte de quitosano variando la relacion nanoparticula:quitosano (N:Q); c) evaluar
distintas propiedades de las peliculas formadas.

Parte experimental

Materiales

Se us6 quitosano (Q) proveniente de caparazones de cangrejos con un grado de
desacetilaciéon de 85% y un peso molecular de 4,8x10* Da suministrado por Polymar Ciéncia e
Nutricdo (Fortaleza, Brasil). Tripolifosfato sédico de grado analitico (TPP), acido galico (AG) y
acido acético fueron adquiridos a Anedra (Buenos Aires, Argentina).
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Sintesis de nanoparticulas de quitosano

Las suspensiones de nanoparticulas se prepararon por el método de gelificacion
ionotrépica propuesto por Calvo et al. (1997) con algunas modificaciones. Las nanoparticulas se
formaron espontaneamente por adicién gota a gota del TPP a una solucién de Q funcionalizada
con AG. Una vez finalizado este proceso, las suspensiones obtenidas fueron homogeneizadas
a 13.500 rpm durante 10 min mediante un Ultraturrax T-25 (Janke y Kunkel, IKA-Labortechnik,
Alemania). Las formulaciones se prepararon con concentraciones de Q 0,75% (p/v) y AG 50 mg
AG/g Q, difiriendo unicamente en la relacién de concentraciones de Q:TPP. Estas relaciones
fueron 5 y 3, las cuales se denominaron N, y Ng respectivamente. Las formulaciones fueron
seleccionadas en base a un disefio central compuesto, a partir del cual se obtuvieron los
valores optimos (Lamarra et al. 2016).

Preparacion de soluciones filmogénicas

Se prepard una solucidon de Q al 1,5% (p/v) por solubilizaciéon en acido acético bajo
agitaciéon continua durante 24 h, seguida por una centrifugacién a 7.000 rpm para eliminar el
material insoluble presente. Para la formulacién de las matrices nanocompuestas, diferentes
proporciones de la suspensién de nanoparticulas (Na y Ng) se incorporaron y dispersaron en la
solucion de quitosano obteniendo las relaciones N:Q: 1:2, 1:1 y 2:1 (v/v). Las peliculas
nanocompuestas de quitosano fueron obtenidas por moldeo en placas de acrilico y secado a
37°C durante aproximadamente 18 h.

Analisis mecanico

Para estudiar las propiedades mecanicas de las peliculas nanocompuestas se utilizdé un
texturémetro TA.XT2i-Stable Micro Systems (Inglaterra). Sobre muestras de 6 cm de longitud y
0,7 cm de ancho se determinaron el esfuerzo (MPa) y el porcentaje de elongacion (%). Los
ensayos se llevaron a cabo utilizando un sistema de tension A/TG a una velocidad constante de
1 c¢cm s™. Las curvas de fuerza (N) en funcién de la deformacién (mm) fueron graficadas por
medio del software Texture Expert Exceed.

Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier

Para estudiar las interacciones establecidas entre los grupos funcionales de las
nanoparticulas y la matriz soporte se utilizd un equipo de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (Nicolet, iIS10 Thermo Scientific, Madison, USA) en el modo de
reflectancia total atenuada (ATR). Los datos registrados en el rango de 400-4000 cm™ por
acumulacién de 64 scans con una resolucién de 4 cm™ fueron analizados usando el software
Omnic 8 (Thermo Scientific). La deconvolucién espectral de la datos se realizé utilizando
algoritmos de ajuste de la curva en la regién 1700-1500 cm™. Se realiz6 la segunda derivada de
los espectros para estimar el numero, la posicion y la contribucién relativa de los elementos
individuales de la amida | y amida Il.

Difraccion de rayos X

Las peliculas formadas a base de quitosano fueron analizadas por difraccion de rayos X
usando un equipo Philips PW 3710, X'Pert Pro P Analytical ModelPW3040/60 (Almelo, Paises
Bajos). Se operé con radiacién CuK (1.542 A) a temperatura ambiente a 40 kV y 30 mA. La
intensidad relativa fue registrada en el rango de (26) 3-60°. La relacién del area del pico
cristalino (Ap) respecto del area total del difractograma (At) se usé para determinar el grado de
cristalinidad como se describe en la siguiente ecuacion:
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GC(%)="P %100
At

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados obtenidos se empled el test de comparacion de medias
de Fisher (LSD) y analisis de varianza (ANOVA), utilizando el paquete estadistico Systat
(version 10, USA), con un nivel de significacion de 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede observar en la Figuras 1a y b, el agregado de la menor proporcién de
nanoparticulas (relacion 1:2) no generé cambios significativos (p>0,05) en las propiedades
mecanicas de las peliculas. Sin embargo, con la incorporacién de proporciones crecientes a la
matriz de quitosano se obtuvo un aumento en el esfuerzo y una disminucién en la elongacion
(Tabla 1). Este hecho podria atribuirse a la reduccién del volumen libre existente entre las
cadenas del polimero provocado por el aumento de las fuerzas de interaccidon entre las mismas
generando asi una red polimérica interconectada y mas compacta (Hosseini et al. 2015).
Resultados similares fueron informados por Sanuja et al. (2015) quienes encontraron que al
aumentar la concentracidn de nanoparticulas de ZnO incluidas, las peliculas de quitosano
experimentaron un incremento en el valor de esfuerzo.
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Figura 1: Perfiles mecanicos de peliculas a base de quitosano con diferentes proporciones de
suspension de nanoparticulas: a) Na, b) Ng.
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Tabla 1: Esfuerzo maximo y elongacion en la ruptura de las matrices de Q y las distintas
formulaciones nanocompuestas® con sus respectivas desviaciones estandar

Muestra  Esfuerzo (MPa) Elongacion en la
ruptura (%)

Q 24,2 (0,8)° 18,3 (2,9)°
Na:Q 1:2 32,9 (3,2)° 26,0 (5,5)°
NA:Q 1:1 34,3 (2,7)° 14,9 (0,8)°
Na:Q 2:1 45,3 (3,1)° 8,3 (1,0)
Ng:Q 1:2 26,2 (2,9)° 18,7 (1,7)°
Ng:Q 1:1 51,4 (4,2)° 8,4 (1,2)°
Ng:Q 2:1 45.3 (3.1)° 9.8 (0.6)°

*Subindices diferentes en una misma columna representan diferencias significativas
(p<0,05) entre las muestras.

Para estudiar las interacciones entre los distintos componentes de las peliculas
nanocompuestas se utilizé la técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
en el modo ATR. En la Figura 2 se visualiza la presencia de un pico ubicado a 900 cm™
atribuido al estiramiento P=0 del polianién tripolifosfato, indicando su presencia en la matriz. En
ambas formulaciones se pudo observar que al aumentar la proporcion de suspension de
nanoparticulas, la intensidad del pico se incrementé significativamente. No obstante, esta
tendencia resulté mas acentuada para las matrices nanocompuestas con nanoparticulas Ng.
Para mejorar la resolucidon espectral se recurrieron a técnicas matematicas como la
deconvolucion de los picos pertenecientes a la amida | (estiramiento C=0) y a la amida Il
(bending N-H). Del analisis se evidencio, la conformacion de un pico en la banda de la amida | y
dos picos en la amida Il. En este ultimo caso se observd un corrimiento hacia menores nimeros
de onda de uno de los picos con respecto al quitosano, lo que indicaria la existencia de
interacciones entre los grupos amino del quitosano y los fosfatos del tripolifosfato.
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Figura 2: Espectros FTIR-ATR de de peliculas a base de quitosano con diferentes proporciones
de suspension de nanoparticulas: a) Na, b) Ng.

Con el objetivo de analizar el cambio en la cristalinidad de las distintas peliculas
nanocompuestas se realizaron los espectros de difraccién de rayos X, cuyos resultados se
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resumen en la Figura 3. Se observa que al aumentar la proporcion de nanoparticulas
incorporadas a la matriz de quitosano se incrementd el area del pico centrado a 22° asignado a
las cadenas de quitosano alineadas a través de interacciones intermoleculares (Yu et al. 2013)
(Tabla inserta Figura 3). Estos cambios podrian atribuirse al aumento en el contenido de
nanoparticulas, con el consiguiente incremento en la concentracidn de compuestos con
caracteristicas cristalinas como el AG y TPP.

Resultados similares fueron observados por Yu et al. (2013) quienes registraron un
aumento en la cristalinidad al amentar el contenido de TPP en muestras a base de quitosano. El
grado de cristalinidad se muestra en la Tabla inserta en la Figura 3, siendo las muestras con
mayor proporcion de suspension de nanoparticulas (Na ¥y Ng:Q 2:1) las que evidenciaron
mayores cambios en el GC (%). Asimismo, se observan mayores desplazamientos del pico
centrado a 20= 22° presente en la muestra control, confirmando el cambio en la estructura de la
matriz.

La modificacion en el grado de cristalinidad se correlacioné con los valores de esfuerzo
obtenidos a partir de los patrones mecanicos.
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Figura 3: Espectros de difraccion de rayos X de las peliculas a base de quitosano con
diferentes proporciones de suspension de nanoparticulas

CONCLUSIONES

La inclusion de nanoparticulas generd6 matrices con mejores propiedades mecanicas
manifestadas por la obtencién de un mayor valor de esfuerzo a medida que se incremento la
proporcion incorporada a la matriz de quitosano, en correspondencia con el aumento de la
cristalinidad de los nanocompuestos. Las interacciones establecidas debido a la presencia de
nanoparticulas incluidas en la matriz soporte también pudo evidenciarse por ATR,
observandose modificaciones en los espectros respecto del control de quitosano. Asi, los
materiales formulados tienen un potencial aplicacion en el campo de conservacion de productos
alimenticios en virtud de la presencia de acido galico, compuesto con reconocidas propiedades
antioxidantes y antimicrobianas.
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