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RESUMEN

Con el avance del conocimiento de las interacciones presentes en el sistema
quitosan-caseinato de sodio (QTS-CS) se pretendié aprovechar las propiedades
de ambos biopolimeros para fabricar una pelicula biodegradable e insoluble en
agua. En busca del mejoramiento de las propiedades mecanicas del las
peliculas QTS-SC se adicioné glutaraldehido (GTA), como agente entrecruzante,
con dos niveles de concentracion 0.25% y 0.50% (w/w). Mediante
espectroscopia de RMN e IR se detecté la formacion de puentes salinos y
puentes de hidrogeno entre el QTS-SC. Por su parte, el GTA favorecio el
entrecruzamiento entre ambos biopolimeros, 1o que provocd modificaciones
localizadas en el C-2 y C-3/C-6 de la unidad estructural del QTS. Con el uso de
microscopia electronica de barrido (SEM) se encontré que las peliculas estaban
constituidas por granulos de forma irregular. Con difraccion de rayos X (XRD) se
observo que tanto las peliculas de QTS-CS como las peliculas de QTS-CS-GTA
fueron amorfas. Las peliculas QTS-CS fueron termicamente menos estables que
sus componentes individuales. En cambio, la adicién de 0.50% (w/w) de GTA
iIncremento la temperatura de degradacion (278.71 °C). La temperatura de
transicion vitrea (Tg) de las peliculas QTS-CS fue de 168 °C. No obstante, la
mezcla de QTS-CS-0.50% (w/w) GTA presento la Tg mas alta (179.37 °C). En
comparacion con las peliculas de QTS y CS (67.27 y 106.40 N/mm,
respectivamente), las fuertes interacciones quimicas entre QTS-CS mejoro la
fuerza a la puncion de las peliculas (123.30 N/mm) aunque éstas mostraron baja
fuerza a la tension (2.51 MPa) y poca flexibilidad (35.17 %E). La adicion de GTA
no mejoro las propiedades mecanicas del sistema debido a la discontinuidad de
la red polimérica. Las peliculas de QTS-SC y QTS-CS-GTA fueron mas
permeables al vapor de agua que sus componentes individuales (desde 5.29

x107% hasta 6.13 x10"?mol.m.m?s™' Pa™).

PALABRAS CLAVE: quitosan, caseinato de sodio, puentes salinos, puentes de

hidrogeno, fuerza a la puncion.
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ABSTRACT

Chitosan (QTS) and sodium caseinate (CS) are two biopolymers that are
biodegradable with significant potential in the food industry and medicine. In this
work, favorable molecular interactions among both biopolymers were
advantageously used to prepare a water insoluble film. To improve mechanical
properties of the QTS-CS film, glutaraldehyde (GTA), a crosslinking agent, was
added in two concentrations: 0.25% and 0.50% (w/w). By means of >*C-NMR and
IR spectroscopies, the formation of salt bridges and hydrogen bonds in the QTS-
CS film were detected. One the other hand, GTA increases crosslinking between
the two biopolymers, causing changes located in the C-2 and C-3/C-6 positions
of the QTS structural unit. Optical microscopy analysis showed that the films
consisted of particles of irregular shape. X-ray diffraction showed both QTS-CS
and QTS-CS-GTA films were semi-crystalline. The QTS-CS films were thermally
less stable than their pure components. However, the addition of 0.50% (w/w) of
GTA increased the degradation temperature (278.71°C). Glass transition
temperature (Tg) of QTS-CS films was approximately 168 °C. However, QTS-
CS-0.50% (w/w) GTA showed a higher Tg (179.37 °C). In comparison with the
QTS and CS films (67.27 y 106.40 N/mm), the strong chemical interactions
between the QTS and CS improved the punction strength of the films (123.30
N/mm) although these materials had a very low tensil strength (2.51 MPa) and
they were poorly flexible (35.17 %E). Addition of the crosslinking agent GTA did
not enhance the mechanical properties of QTS-CS system because of the
discontinuity of the polymeric network. QTS-CS and QTS-CS-GTA films had
higher values of water vapor permeability than their pure components (5.29 x10°

240 6.13 x10"?mol.m.m?.s".Pa™).

Key words: chitosan, sodium caseinate, salt bridges, hydrogen bounds, punction
strength.
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-INTRODUCCION-
1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Los biopolimeros son polimeros que son generados a partir de recursos
naturales renovables, son frecuentemente biodegradables y no toxicos. Estos
pueden ser producidos por sistemas biologicos (Ej. microorganismos, plantas y
animales), o sintetizados quimicamente a partir materiales biologicos (Ej.
azucar, almidon, grasas naturales, aceites, etc.)

La mezcla de biopolimeros es uno de los métodos mas efectivos para obtener
nuevos matenales poliméricos con propiedades biolégicas y mecanicas
deseables. En la fabricacion de estos materiales se debe considerar la
compatibilidad de los biopolimeros a mezclar dado que las propiedades del
producto dependen del tipo de interaccion que exista entre éstos.

El buen desempefio de estos novedosos materiales ha permitido su aplicacién
como biomatenales. Los biomateriales estan disefiados para la recuperacion,
aumento o reemplazo de las funciones naturales de tejidos vivos u érganos del
cuerpo humano. Entre las aplicaciones especificas de los biomateriales se
pueden citar: la liberacion controlada de substancias biologicas o farmacéuticas
dentro del organismo vivo, parches de aplicacién biomédica y soportes para el

crecimiento de tejido celular.

El' quitosan (QTS) tiene gran potencial como biomaterial, ya que es
biodegradable, biocompatible, no toxico, de bajo costo y en la regeneracion de
tejido cutaneo presenta varias ventajas debido a que puede actuar como
agente hemostatico, inhibe la formacion de cicatrices, acelera el proceso de
curacion y reduce la sensacion de dolor. Sin embargo, las peliculas de QTS no
tienen propiedades mecanicas apropiadas dado que son rigidas y quebradizas

[1].
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El QTS se ha mezclado con biopolimeros naturales, especificamente con
polisacaridos (Ej. la goma xantana, la celulosa, la agarosa y alginatos) y
proteinas. No obstante pesar de que las proteinas son biodegradables y
biocompatibles, sblo algunas se han mezclado exitosamente con QTS, tal es el

caso del colageno, gelatina y albumina [2].

El caseinato de sodio (CS) es de bajo costo, es soluble en agua, tiene la
capacidad de absorber agua y de gelificar. Se pueden formar peliculas a partir
de la solucion acuosa de CS debido a que es capaz de formar enlaces de
hidrogeno y de tener interacciones electrostaticas e hidrofobicas,
desafortunadamente estas peliculas son altamente solubles en agua vy
quebradizas lo cual puede ser desventajoso en algunas aplicaciones [3].

Por lo antenor, el CS es candidato adecuado para mezclarse con QTS, con el
proposito de obtener una pelicula insoluble en agua que sea producto de la
interaccion QTS-CS.
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1.2 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Varios estudios han estado encaminados a obtener materiales elaborados a
base de biopolimeros para aplicaciones biomédicas, sélo unos cuantos han
mostraron grandes expectativas para su aplicacién. A continuacion se citan
algunos de ellos.

Cheng et al. [1] demostraron que la gelatina puede ser exitosamente mezclada
con QTS para preparar peliculas suaves, elasticas y con alta afinidad al tejido
nervioso. La pelicula exhibié un modulo de Young bajo y un alto porcentaje de
elongacion a la ruptura en comparacion con el QTS. Sin embargo, las peliculas
fueron altamente hidrofilicas. Estos autores concluyeron, con base en las
adecuadas propiedades mecanicas y la alta afinidad en tejido nervioso, que las
peliculas de QTS-Gelatina son un buen candidato para la regeneracién de
tejido.

Yan et al. [4] prepararon peliculas a partir del complejo polielectrolito QTS-
Alginatos, las cuales mostraron una buena biocompatibilidad “in Vitro” con
fibroblastos de raton y humano. Desafortunadamente, éstas fueron insolubles

en agua y por tanto presentaron baja permeabilidad al vapor de agua.

En cambio, Xiao et al. [5] fabricaron peliculas a base de QTS-Konjac con buena
termoestabilidad, con alta fuerza a la tension y de elongacion (mediciones
realizadas en base seca). La solubilidad en agua se mejoré por la mezcla con
Konjac. Por lo tanto, de acuerdo con estos autores las peliculas de QTS-Konjac
tienen aplicaciones potenciales como recubrimiento de antisépticos solubles en
agua.

El entrecruzamiento ha sido un método empleado para mejorar las propiedades
mecanicas de la mezcla de biopolimeros, tal es el caso de las peliculas de
glutenina entrecruzadas con formaldehido (FA), glioxal (GLY) o glutaraldehido
(GTA), las cuales mejoraron sus propiedades de barrera al agua, se incrementé

la resistencia al rompimiento y decrecid la deformacion.
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El entrecruzamiento con FA fue el mas efectivo en términos de estas
propiedades. Igualmente, el GLY y el GTA mostraron mejoramiento en las
propiedades mecanicas de las peliculas aunque presentaron una coloracion

amarilla indeseable[6].

Por su parte, Vaz et al. [2] elaboraron peliculas a base de proteina de soya,
caseina, CS y gelatina entrecruzadas con GLY, ellos encontraron que se
incremento6 el esfuerzo mecanico y se redujo la ductilidad de las peliculas. Las
peliculas de proteina de soya entrecruzadas presentaron alta estabilidad
enzimatica, por lo que son atractivas para aplicaciones biomedicas, ya sea para
la liberacion de farmacos o como andamio para la regeneracion de tejidos,

donde es necesario por largos periodos de tiempo.

Con base en l|la breve revision bibliografica presentada se observa que la
investigacion basica y aplicada ha estudiado la sintesis, la degradacion y
modificacion de biopolimeros asi como sus propiedades. Sin embargo,
considerando los trabajos desarrollados durante las ultimas dos decadas el
conocimiento de los biopolimeros es aun escaso. Tal es el caso del sistema
QTS-CS donde no hay trabajos reportados al respecto, por lo cual surgi6 el
interés de estudiar dicho sistema mediante varias técnicas de caracterizacion.
Con el avance del conocimiento de las interacciones presentes del sistema
QTS-CS se pretendié aprovechar las propiedades de ambos biopolimeros para

fabricar una pelicula insoluble en agua y biodegradable.
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1.3 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.3.1 Enlaces no covalentes

Los enlaces no covalentes son muy importantes en cualquier actividad
biolégica. La energia de enlace de este tipo de interacciones es muy débil (1-15
Kcal/mol) mientras que para los enlaces covalentes la energia de enlace es
mucho mayor (60-250 Kcal/mol aprox.). Por lo anterior, la energia requerida
para romper este tipo de interacciones es muy pequena y en algunas
ocasiones estas interacciones aparecen y desaparecen rapidamente Yy

espontaneamente [7].

En los sistemas biolégicos existen diferentes tipos de enlaces no covalentes:
interacciones idnicas o electrostaticas, puentes salinos, puentes de hidrégeno,

fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofobicas.

a) Enlace ionicos

El enlace i6nico se define por la atraccién eléctrica entre dos atomos o grupos
de atomos de carga opuesta. Un enlace puramente i6nico es el NaCl, donde el
atomo de sodio es electropositivo (+1) y el atomo de cloro electronegativo (-1).

b) Puentes salino

No es necesario tener compuestos puramente i6nicos para observar las
interacciones ionicas. Si se tiene un enlace muy polar (formado por elementos

de diferente electronegatividad) es posible la formacién de grupos cargados [7].

Tal es el caso en las proteinas con los grupos carboxilos (R-COOH) y aminos
(R-NH), el carboxil pierde electrones facilmente mientras que el amino los
gana con facilidad (Figura 1).
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A este tipo de interacciones se les conoce como puentes salinos [7].

R-COOH <R-COO + H’
R-NH; + H" & R-NH;"

Generalmente, los puentes salinos se definen como la interacciéon de un atomo
negativo (como es el oxigeno terminal del acido aspartico y acido glutamico) y
un atomo de carga positiva (el nitrogeno terminal de la arginina, lisina o
histidina) a una distancia interatémica menor de 4 A (Figura 1).

% Fuerzas de van der Waals

Figura 1. Esquema gréfico de enlaces no covalentes en proteinas (Puentes
salinos, puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waalis).

c) Puentes de hidrégeno

En la formacién de puentes de hidrégeno (H-enlace) se requiere de dos
atomos. Un atomo donador, que contribuira con el hidrégeno y un atomo
aceptor de alta densidad electrénica (usualmente un par de electrones libres)
que capturara el proton [7].
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En el agua, el oxigeno actua como donador y otra molécula de agua actua
como aceptor. Los puentes de hidrégeno no se limitan al oxigeno como atomo
donador y aceptor, también existen otros grupos funcionales que pueden
participar en la formacién de puentes de hidrogeno (Cuadro 1), donde cualquier

grupo donador puede interactuar con cualquier aceptor [7].

Cuadro 1. Grupos funcionales formadores de puentes de hidrégeno [7].

DONADOR ACEPTOR
H-O-H H-O-H
R-NH, R-P(=0)-(OH),

R-NH-C(=0)-R | R-NH-C(=O)-R
R-OH R-OHR-O-R
R-COOH R-COOH

Los puentes de hidrogeno son de naturaleza electrostatica a pesar de que no
estan formados por grupos cargados. Por el contrario, los puentes de
hidrogeno estan constituidos por grupos parcialmente cargados, es decir, los
electrones se encuentran aun presentes en los alrededores del 4tomo aunque
con un arreglo asimétrico alrededor del atomo [7].

Los puentes de hidrogeno son direccionados puesto que existe una direccion
en la cual la interaccion es mayor. La maxima interaccion se observa cuando
los tres atomos involucrados se encuentran alineados (D-H--A), la distancia
optima entre el donador y aceptor es de aproximadamente 2.8 A y la energia
involucrada en los puentes de hidrégeno esta en el intervalo de 2 a 5 Kecal/mol

[7].

Cabe resaltar que los puentes de hidrégeno son muy importantes en los
sistemas bioldgicos puesto que las proteinas presentan una gran cantidad de
grupos que pueden participar en la formacion de éstos.
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d) Fuerzas de van der Waals

Hasta este momento se ha comentado de las interacciones entre atomos
cargados y atomos parcialmente cargados. Sin embargo, cuando dos atomos
neutros se encuentran juntos, las nubes electrénicas de cada atomo comienzan
a interactuar entre si y el resultado es la deformacién de ambas nubes debido a
la repulsion electronica. Esta deformacion provoca una asimetria en la nube
electrénica, esto es, una distribucion irregular de carga que resulta en un
pequefio dipolo transitorio. A éstas débiles interacciones atractivas se le
conoce como interacciones de van der Waals (Figura 1). El perfil energético de
las interacciones de van der Waals es muy similar al perfil de los puentes de
hidrogeno, aunque con un nivel de energia inferior (desde 0.5 hasta 1

Kcal/mol).
e) Interacciones hidrofobicas

Las interacciones hidrofébicas son provocadas por la tendencia de grupos no
polares a agregarse para protegerse entre ellas del contacto con moléculas
polares, es decir, las interacciones hidrofébicas son producto de las fuerzas
que minimizan el contacto de moléculas no polares (Ej. lipidos) con moléculas

polares (Ej. agua).
1.3.2 Formacion de complejos polielectrolitos

Un polielectrolito es un polimero con grupos ionizables a lo largo de su cadena
estructural. Las interacciones entre dos polielectrolitos de carga opuesta
permiten la formacion de una polisal o complejo polielectrolito que tiene
propiedades muy diferentes a sus componentes individuales [8].

Los complejos polielectrolitos son separados de la solucidbn ya sea como
precipitado floculado con el cual se pueden formar peliculas o como complejo
coacervado. El complejo coacervado es una fase liquida rica en polimero que
se separa de la solucion. Ambos polimeros son colectados conjuntamente en

una fase mientras que la otra fase consiste completamente de disolvente [8)].
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De lo anterior, se tiene que la coacervacion es una etapa intermedia entre
disoluciébn y precipitado; es decir, conlleva una desolvatacion parcial en
contraposicion a la desolvatacidon exhaustiva asociada al proceso de
precipitacion [9]. El termino de coacervacion simple se confiere a polimeros no
lonizables, este proceso se favorece por cambios en las condiciones de
solvatacion (modificacién de pH, de temperatura y de fuerza iénica) o por la
evaporacion de disolvente que produce un aumento de la concentraciéon del
biopolimero que permite obtener una red tridimensional [3].

Debido a que las interacciones entre polielectrolitos son principalmente
electrostaticas una serie de factores estan involucrados en la formacién de los
complejos polielectrolitos: el tipo de carga y la densidad de carga del
polielectrolito, la fuerza ionica y la valencia de los iones asi como el pH y la

temperatura [8].

Mientras que los polielectrolitos individuales son solubles en agua, los
complejos provenientes de polielectrolitos fuertes usualmente son insolubles en
medios acuosos y pueden absorber grandes cantidades de agua asi como
mantener altas propiedades mecanicas aun cuando se encuentran hinchados
en agua. El complejo polielectrolito con una composicién equimolar es neutro
mientras que con una composicién no equimolar es sensible a los cambios de
pH, por lo cual éstos pueden ser solubles en soluciones acuosas acidas o
alcalinas [8].

Se pueden formar peliculas a partir de los complejos polielectrolitos mediante el
proceso de moldeado o “casting” de la solucién, seguido por la evaporacion de
disolvente y por un lavado con agua.
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1.3.3 Preparacion de peliculas por “casting” o moldeado

La preparacion de peliculas por “casting” o moldeado es el metodo mas
empleado en |a produccion de biomateriales y consiste en preparar una
dispersion filmogénica de los biopolimeros en un disolvente apropiado, seguido
de una deshidratacion sobre una superficie lisa. En este proceso se destruye la
estructura nativa del biopolimero debido al proceso de solubilizacién del
material (Figura 2).

Figura 2. Un polielectrolito, (Ej. QTS), se expande porque sus cargas se
repelen mutuamente.

En la preparacion de las peliculas se debe considerar la temperatura de
evaporacion puesto que una temperatura excesiva provoca una rapida
evaporacion del disolvente lo que inmoviliza prematuramente las moléculas del
biopolimero antes que estas hayan fusionado en una pelicula lisa y continua

[3].

1.3.4 Quitosan (QTS)

La quitina, biopolimero natural, es el segundo componente organico mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa. Se encuentra formando
parte de la cuticula de muchos invertebrados, como componente de los
caparazones en los crustaceos, en exoesqueletos de insectos, en la pared
celular de hongos y levaduras, en la micro fauna y plancton [10].

10
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El QTS es el producto de la desacetilacién parcial de la quitina, es decir, se
remueve el grupo acetilo presente en la quitina.

Estructura quimica

Estructuraimente el QTS es un polisacarido lineal que consta de residuos de D-
glucosamina con enlace B (1—4) con un numero variable de grupos N-acetil-

glucosamina localizados al azar [11].

En la Figura 3 se muestra la estructura quimica de la quitina y del QTS.

Figura 3. Estructura quimica de quitina y QTS.

Dependiendo de la fuente comercial y del procedimiento de preparacion, el
QTS puede tener un peso molecular promedio desde 50 hasta 1000 kDa.
Existen preparaciones comerciales de QTS con diferentes grados de
desacetilacion, con un intervalo desde 50 a 90% de desacetilacion [12].

11
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Propiedades del QTS

El QTS es un polimero semi-cristalino y su porcentaje de cristalinidad esta en
funcién del grado de desacetilacion. La cristalinidad es maxima para la quitina
(0% de desacetilacion) y cuando esta completamente desacetilado el QTS.

La minima cristalizaciéon se observa a grados intermedios de desacetilacion. A
causa de la estructura cristalina que es estable, el QTS es normalmente
insoluble en soluciones acuosas con pH mayores de 7. Sin embargo, en acidos
diluidos, los grupos amino son protonados y las moleculas son totalmente

solubles a pH menores de 5 [12].

La presencia de los grupos funcionales -OH y -NH» en la estructura de QTS
permite su modificacion quimica y por tanto la obtencién de una diversidad de
derivados. La Figura 4 detalla algunas modificaciones quimicas de quitina y
QTS [13].
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Figura 4. Derivados de la quitina y QTS [13].
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Peliculas de QTS

El QTS posee |la habilidad de formar sales con acidos organicos debido a la
presencia de grupos aminos libres (Figura 5) [14].

HgN 0
oH o
4 = oH '}L—— o
o~ %’ )
H OH 7 H;

[ OH
COCH;

Figura 5. Estructura quimica del QTS en forma salina.

Si se prepara una pelicula a partir de una solucion de QTS en acido aceético, el
sélido obtenido despues de |la evaporacion se encuentra parcialmente en forma
de acetato y si se deja la pelicula de QTS expuesta a condiciones ambientales,
después de varios dias los grupos aminos libres han sido completamente
regenerados. Este comportamiento se atenua con la utilizaciébn de acidos
carboxilicos de alto peso molecular [15].

En el caso de un acido fuerte, la sal es muy estable y dificimente es
desplazada, aunque en el caso de acidos deébiles como el acido acetico, la sal
no es formada completamente y por tanto puede ser desplazada especialmente
en presencia de un acido fuerte o por simple eliminacién de los acidos libres
[15].

Formacion de complejos polielectrolitos con QTS
Los polimeros policationicos son particularmente raros en la naturaleza y por

tanto el QTS es un material de valiosa importancia para la elaboracion de
complejos polielectrolitos.

13
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En general, la formacion de los complejos polielectrolitos dependen
esencialmente de la densidad de carga de cada polimero y de la pK, de los
diferentes sitios idnicos, por consecuencia, la maxima complejacion ocurre
cuando las densidades de carga son maximas. En estas condiciones la
formacion completa de la formacion de los complejos es lograda cuando la
cantidad total de cargas negativas es exactamente neutralizada por la misma
cantidad de los grupos amonio del QTS (-NH3;"). En este punto, el medio
contiene el complejo que es eléctricamente neutro e insoluble en agua asi

como la sal AB que es liberada durante la interaccion de los polielectrolitos [15].

P~ A"+ -NH3, B <= -PNH3+ A" ‘B’

La estabilidad del complejo depende de la pK, de los grupos anionicos Yy
cationicos. Esto es, cuando un sitio i16nico corresponde a un acido carboxilico
debil, el complejo formado es facilmente destruido cuando se incrementa el pH.
Este comportamiento explica porque el complejo polielectrolito es ligeramente
formado cuando el QTS en su forma salina es adicionado a una solucion que
contiene un polianion deébil. Por el contrario, cuando los sitios anidnicos
corresponden a un acido fuerte como los sulfatos los sitios idnicos siempre
estan protonados sin importar el pH y como consecuencia se obtiene un

complejo estable incluso a pH bajos [15].

1.3.5 Caseinato de sodio (CS)

La caseina es la principal proteina de la leche, representa el 80% de |a proteina
total [16]. Esta proteina consiste de cuatro pequefios fragmentos peptidicos:
ast- (38%), as2- (10%), PB- (36%) y x-caseina (13%), los cuales varian en
hidrofobicidad y peso molecular (19 000-23 900). La caseina esta presente en
la leche en forma de micelas que estan estabilizadas por iones de calcio,
fosfato de calcio coloidal o citrato y por una capa de x-caseina, aunque éstas
pueden precipitar por reaccion enzimatica de x-caseina 0 por simple

precipitacion acida [17].
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Las micelas de caseina consisten de 93% de proteina y 7% de materiales
inorganicos, principalmente calcio y fosfato [18]. Estas micelas son complejos
coloidales de proteina y sales que tiene la funcién biolégica de transportar y
liberar eficientemente la proteina, el calcio y fosforo al neonato [19].

El CS es preparado por la precipitacion acida de la caseina en su punto
isoeléctrico (pl=4.6). Una vez realizada la precipitacion, a la caseina acida se le
adiciona NaOH para redisolver |la proteina y restaurar el medio a neutralidad
[20]. De forma general, las caseinas acidas puede ser tratadas con una
solucion alcalina (generalmente NaOH, KOH, Mg(OH), y Ca(OH), a 80-90 °C y
pH 6.2-6.7, para posteriormente pasteurizar y secar los caseinatos formados

13].

En condiciones neutras, las caseinatos forman agregados o submicelas debido
a su alto contenido de aminoacidos hidrofobos que se asocian mutuamente en
soluciones acuosas. Las asociaciones posteriores de las submicelas para
formar nuevamente las micelas de caseina son impedidas debido a la remocién

de la mayor cantidad de calcio [20].

Esto es, con el tratamiento acido de la leche se remueve el fosfato de calcio
coloidal que esta ligado a las submicelas lo que resulta en una mayor movilidad
de la molecula de caseina aunque el proceso de coagulacion ocurre antes que

las micelas se agreguen nuevamente [17].

Las caseinas son un grupo de proteinas inusuales, puesto que su
conformacion no es globular ni fibrosa. A pesar de su alto contenido de
aminoacidos hidréfobos, las caseinas son descritas por una estructura al azar
con pequenas cantidades de estructuras secundarias, a pesar de que estas
presentan un alto contenido de prolina. En contraposicién, estudios de
elipsometria han demostrado que el CS en soluciéon acuosa con sorbitol
presenta una estructura secundaria mas ordenada y por consecuencia una

estructura mas compacta [21].
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Propiedades de los caseinatos

Las principales propiedades del CS son: la capacidad emulsificante, la
absorcion de agua, la captacion de grasas, la gelitinizacion, la funcion como
agente espesante y estabilizante [22]. Estas propiedades son sensibles a
cambios de pH y en algunos casos por la interaccion entre los parametros pH y
temperatura [23].

Uno de los efectos del pH en los caseinatos es el grado de solubilizacion, es
decir, la solubilidad de CS en agua es maxima en el intervalo de pH 6.5-8 y es
minima en pH 3.8-5.8. En tales condiciones la solubilidad es minima debido a
la cercania del punto isoeléctrico de |la caseina (pl=4.6). A pesar de que el CS
presenta baja cerca de su punto isoelectrico, las propiedades fisicoquimicas de
las fracciones solubles se incrementan considerablemente, lo cual no se
observa a pH 6-8 y pH 3, donde la proteina es altamente scluble [23]. Por
tanto, la solubilidad de l|la proteina se ha reportado como el factor mas

importante en la determinar la funcionalidad del CS [23].

Por su parte, Jahaniaval F et al. [23] citan varios estudios donde se reporta
una correlacion directa entre la hidrofobicidad y las propiedades funcionales de
proteinas, propiedades como la capacidad emulsificante y de formacioéon de

espuma.

El CS ha mostrado ser notablemente estable al calentamiento a pH=6.5 [23].
Sin embargo, el efecto del calentamiento de soluciones de CS (5-6% wiv,
pH=7) a 132 °C por 60 min provocé una reduccion en la viscosidad, en la
hidrofobicidad relativa, en la capacidad de formacién de espuma y en la
emulsificante, en contraste la solubilidad y la estabilidad de la espuma se

iIncrementan con este tratamiento de calentamiento [24].
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Peliculas de CS

El CS puede facilmente formar peliculas a partir de soluciones acuosas debido
a su estructura azarosa y por su habilidad para formar enlaces de hidrogeno
intermoleculares e interacciones hidrofobicas, lo que resulta en un incremento

de la cohesién entre cadenas [29].

Las peliculas de CS son atractivas para su uso en productos alimenticios
debido a su transparencia, flexibilidad y naturaleza suave [25]. Sin embargo,
para su preparacion es necesaria la adicion de agentes plastificantes para

reducir la fragilidad, incrementar la dureza, la fuerza y la resistencia al impacto

[16].

Generalmente las peliculas elaboradas a base de proteinas y polisacaridos
forman peliculas con buenas propiedades mecanicas aunque presentan una
pobre barrera a la humedad, debido a su hidrofobicidad [26]. Las peliculas de -
CS no son la excepcion puesto que son altamente afines al agua lo que reduce

drasticamente sus aplicaciones potenciales en medios acuosos.

Las peliculas a base de caseinatos son altamente solubles a pH 6-8 y
completamente insolubles a pH 3 y 4 [27]. De hecho, los valores de
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de CS son ligeramente mas
grandes que las correspondientes a las peliculas elaboradas a base de gluten,

de proteina de soya y de zeina [3].

Cabe recordar que |las caseinas son proteinas y en el caso de las peliculas
comestibles éstas aportan también valor nutricional al producto (Cuadro 2). Su
composicibn en aminoacidos es proxima a la considerada como ideal, y
contienen ademas un cierto porcentaje de fosforo. Sin embargo, el CS esta
practicamente desprovisto de calcio, ya que aunque este elemento se
encuentra asociado a la caseina presente en la leche, se pierde durante la

primera etapa de su transformacion. De lo anterior, la caseina es un producto

totalmente inocuo para la salud.
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Cuadro 2. Propiedades fisicas y composicion de CS [2].

Peso molecular 107-10°
Contenido de proteina 96 g/100 g materia seca
Punto isoeléctrico 46

Composicion de aminoacidos (g/100 g proteina)

Acido aspartico 713
Acido glutamico 22.04
Cisteina 0.36
Lisina 8.12
Arginina 3.75
Histidina 2.92

1.3.6 Mezcla de biopolimeros: QTS y CS

En la industria lactea el QTS en solucion ha sido empleado para remover la
grasa de la leche, las proteinas y péptidos del suero de leche. Ausar et al. [28]
reportaron que la adicion de QTS a leche entera o descremada produce la

desestabilizacion y coagulacion de las micelas de caseina.

La formacion de complejos se atribuye a la existencia de interacciones
electrostaticas e hidrofobicas entre ambos biopolimeros, ya que la caseina se
describe como una proteina que contiene dominios electronegativos hidrofilicos
y dominios neutros hidrofobicos. Por su parte, el QTS muestra dominios
cargados positivamente hidrofilicos (aprox. 80% de glucosamina) y dominios
neutros hidrofobicos (20% N-acetil glucosamina) [28].

La importancia de las cargas negativas de los carboxilatos y fosfatos de la
caseina en las interacciones electrostaticas con el QTS es evidenciado por el
hecho de que el QTS es incapaz de precipitar a la caseina cuando esta soluble
a pH 2.3, por de bajo de su punto isoeléctrico, una condicién en la cual la

mayoria de los grupos estas protonados [28].
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1.3.7 Entrecruzamiento quimico

Con el objetivo de mejorar la calidad de los biomateriales se ha empleado el
entrecruzamiento ya sea por meétodos fisicos (tratamientos térmicos,
fotooxidacion e irradiacion con UV) o por métodos quimicos (glutaraldehido, 1-
etil-3(-3-dimetil aminopropil) carboiimida (EDAC) o glioxal) que permiten
modificar |as propiedades mecanicas y bioldgicas de las macromoléculas [29].

Un agente entrecruzante tiene grupos reactivos en los dos extremos de la
cadena que permiten ligar dos componentes moleculares a través de enlaces
covalentes. Cuando la macromolécula posee varios grupos funcionales a lo
largo de su estructura, por medio de estos agentes se pueden formar geles [8].

La eficiencia del entrecruzamiento depende de la especificidad hacia grupos
funcionales particulares, la especificidad puede ser influenciada por las
condiciones experimentales, principalmente el pH. Por su parte, la falta de
especificidad puede ser importante en la modificacion de macromoléculas que

poseen mas de un tipo de grupos funcionales como es el caso de las proteinas

8]

Afortunadamente, la presencia de grupos funcionales en un polimero pueden
ser modificados a través de varias reacciones quimicas que permiten
incrementar la cantidad de grupos nuevos y especificos que favorecen la
reaccion de entrecruzamiento [8].

Los agentes homobifuncionales son agentes entrecruzantes que contienen dos
grupos funcionales idénticos que reaccionan con el mismo grupo funcional
presente en el polimero. Probablemente uno de los agentes homobifuncionales
mas extensamente empleados como agente entrecruzante es el glutaraldehido
(GTA), el cual forma enlaces resistentes a los pH y temperaturas extremas. La
estabilidad de los enlaces con GTA es mas grande que las bases de Schiff [8].
Las bases de Schiff son iminas que contienen un grupo hidrocarboxilico en el

atomo de nitrégeno R;-C=NR"con R'# H.
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En la elaboraciéon de peliculas comestibles el GTA, glioxal (GLY) y
formaldehido (FA) han sido ampliamente utilizados para el entrecruzamiento de
proteina de soya, colageno, proteina de algodén, zeina y suero de leche.
Provocando el mejoramiento de las propiedades mecanicas y propiedades de

barrera de las peliculas [6].

El GTA tiene un uso muy frecuente en la ingenieria de tejidos debido a su
solubilidad en agua y alta eficiencia de entrecruzamiento asi como por su bajo
costo [29].

En las proteinas el GTA puede enlazar los grupos amino entre dos cadenas
adyacentes, puede reaccionar con la lisina, cistina, histidina y tirosina [6].

En la Figura 5 se muestra la estructura quimica del GTA.

O O
| II

H-C-CH ;CH ; CH;C-H

Figura 6. Estructura quimica del glutaraldehido (GTA)

Oyrton et al. [30] reportaron que el QTS se entrecruza con el GTA por medio de
los grupos aminos pendientes del QTS que interactian con el grupo aldehido
del GTA para formar enlaces imina, donde existe este grupo se establece una
resonancia con el doble enlace etilénico del GTA.

Del entrecruzamiento de CS con GTA se han obtenido microesferas para

liberacion de farmacos que son resistentes a la accion proteolitica del tracto
digestivo durante mas de 24 hrs [31].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipétesis
El caseinato de sodio es capaz de interaccionar quimicamente con el quitosan.
Se espera que la interaccién entre estos dos biopolimeros permita fabricar un
biomaterial con adecuadas propiedades mecanicas y funcionales.

2.2. Objetivo general

Estudiar las interacciones quimicas entre el quitosan y el caseinato de sodio

y fabricar peliculas a partir de estos compuestos.

2.3 Objetivos especificos

 Estudiar el tipo de interacciones quimicas, entre el quitosan y el
caseinato de sodio mediante el uso de varias técnicas de

caracterizacion.

e Determinar l|as propiedades fisicoquimicas de las peliculas de

quitosan-caseinato de sodio.
e Estudiar el tipo de interacciones quimicas, entre el quitosan, caseinato
de sodio y glutaraldehido mediante el uso de varias técnicas de

caracterizacion.

« Determinar las propiedades fisicoquimicas de las peliculas quitosan-
caseinato de sodio-glutaraldehido.

21



"MATERIALES Y METODOS-
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

e« (Caseinato de sodio (Sigma C-8654)

 Quitosan. Peso molecular: Medio DA: 75-85% (Sigma)
e Glutaraldehido (Sigma C-5882)

e Glicerol (Sigma C-7893)

3.2 Preparacion de soluciones filmogénicas

Se preparo una soluciéon de QTS 1.5% (w/v) en acido acético al 1% mediante
agitacion magnética. La solucion se ajusté a pH 6 con NaOH 1N y se agité
vigorosamente durante 32 h hasta obtener una solucion homogénea, la cual

finalmente se filtrd. La solucion de CS se prepara al 1.5% (w/v) en NaOH 0.20
N y se ajusté a pH 8 con HCL 1N

Mediante agitacion constante se mezclaron ambas soluciones en una
proporcion de 1:1. La mezcla se realizé gota a gota, incorporandose la solucion
de CS a la solucion de QTS. El agente plastificante, glicerol (GLI), se incorporé
a la solucion filmogénica de QTS-CS en una concentracion de 10% (w/w)

solidos.

En la preparacion de las peliculas QTS-CS-GTA, se adicioné el glutaraldehido
(GTA) a la mezcla de QTS-CS en dos niveles de concentracion: 0.25 y 0.50%
(w/w) para finalmente agitar vigorosamente la mezcla.

3.3 Fabricacion de peliculas

La solucion filmogénica se vertid en cajas petri de plastico de 10 cm de
diametro, el disolvente se eliminé por evaporacion, para lo cual se colocaron
las cajas petri en la estufa a 40 °C. De esta forma se obtuvo una pelicula que
se puede separar facilmente del soporte.
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Las diferentes formulaciones para la preparacion de las peliculas, se resume
en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Formulaciones para la preparacion de peliculas.

QTS pH=6 CS pH=8 GLI GTA
1.5 (WA) 1.5 (WHV) 0% 0%
1.5 (Wh) 1.5 (Wh) 10% (wiw) 0%
1.5Mwh) | 1.5 (wh) 0% 0.25% (W/w)
1.5 (WNV) 1.5 (Wh) 0% 0.50% (w/w)
1.5 (WH) 1.5 (W) 10% (W/w) 0.25% (w/w)
1.5 (Wh) 1.5 (wiv) 10% (w/w) 0.50% (w/w)

3.4 Caracterizacion de peliculas

Se emplearon diversas técnicas de caracterizacion de materiales para
determinar las interacciones moleculares entre ambos biopolimeros asi como
las propiedades fisicoquimicas de las peliculas preparadas a partir de la mezcla

de éstos compuestos.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Se recubrieron con oro las
peliculas y se realizaron observaciones con 500 y 5000 aumentos en un
microscopio electronico de barrido ambiental con microsonda de analisis
quimico elemental (Philips XL30 ESEM).

Resonancia Magnética Nuclear (RMN). El espectro RMN en estado solido se
obtuvo con el método de desacoplamiento de protones y con el espectrometro
Varian Unity Plus 300 el cual operé a una frecuencia de 75.47 MHz para el
carbono 13. Los desplazamientos quimicos fueron referenciados con los picos
del estandar secundario adamantino a 29.5 ppm (con respecto a TMS).
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Espectroscopia de infrarrojo (IR). Las peliculas se analizaron con un equipo
Perkin EImer Modelo Spectrum One con una resolucién de 4 cm™ y con 60

barridos por cada espectro.

Difraccion de R-X (XRD). Los difractogramas se obtuvieron de un
difractometro de rayos-X (XRD, RIGAKU DMAX/2100) con radiacion Cu-Ka,
con un voltaje de 30 kV y una comiente de 16 mA. Las corridas se realizaron en
un intervalo 26 desde 5 hasta 40°

Analisis termogravimetrica (TGA). El analisis fue realizado en un equipo
TGA/SDTA Mettler Toledo, 851e con crisoles de aluminio de tapa perforada y
con aproximadamente 7 mg aprox. de muestra. Las pruebas se realizaron en
una atmosfera de aire desde 30 °C hasta 500 °C con una rampa de

calentamiento de 5 °C cada minuto.

DSC modulado. Las propiedades térmicas de las peliculas se evaluaron en un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) Q100 de TA Instruments. La
temperatura Inicial de la corrida de calentamiento fue de -70 °C, el
calentamiento se realizé con una tasa de 3 °C/min hasta una temperatura final

de 200 °C. La modulacioén fue de 1 °C/min y con periodo de 60 segundos.

Pruebas mecanicas. Las pruebas mecanicas de las peliculas fueron
determinadas con una maquina universal Texture Analyser (TA-XT2i Stable
Micro Systems, UK).

Fuerza a la puncion. Las peliculas fueron cortadas en circulos de 4.1 cm de
diametro las cuales fueron acondicionadas a 75 %HR durante 24h antes de
realizar las pruebas mecanicas. Posteriormente las peliculas fueron colocadas
en el orficio superior de frascos de pemmeabilidad. Se aplic6é una carga
perpendicular a la pelicula mediante una sonda de 2mm de diametro a una
velocidad 2 mm/s hasta la ruptura de |a pelicula.
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La fuerza a la puncién se calculé como la fuerza maxima al rompimiento (N) por
unidad de espesor de la pelicula (mm). Se determiné el espesor en tres
posiciones a lo largo de la pelicula usando un micrometro manual (Kéfer,
Germany). Un total de cuatro muestras de cada tipo de pelicula fue evaluado.

Fuerza a la tension. Se sigui6 el procedimiento estandarizado ASTM D 882-88
(ASTM, 1989) [32]. Las peliculas fueron cortadas en forma de probeta de 16.5
cm de largo, 2 cm de ancho en los extremos de la tira y 0.6 mm de ancho en
centro de la tira. Antes de realizar las pruebas las peliculas fueron
acondicionadas a 75 %HR durante 24h. La fuerza a la tension (MPa) fue
calculada dividiendo la fuerza maxima a la ruptura (N) por el area de la seccion
transversal de la pelicula (w-d), donde w es el ancho de la pelicula en el punto
de rompimiento (m) y d es el espesor de la pelicula (m). Se determinéd el
espesor en cinco posiciones al azar a lo largo de la pelicula usando un
micrometro manual (Kafer, Germany), el promedio de los espesores fue
empleado para estimar el area de la seccion transversal. Un total de cuatro

muestras de cada tipo de pelicula fue evaluado.

Porcentaje de elongacion (%E). Se siguid el procedimiento estandarizado
ASTM D 882-88 (ASTM, 1989) [32]. Se empled una probeta con las mismas
dimensiones que la prueba anterior. El porcentaje de elongaciéon al rompimiento
fue calculado dividiendo la deformacion a la ruptura por la longitud inicial de las
muestras y multiplicando por 100%. Un total de cuatro muestras de cada tipo
de pelicula fue evaluado.

Permeabilidad al vapor de agua (PVA). La transferencia de vapor de agua a
traves de las peliculas se determiné utilizando el método gravimétrico ASTM
E96-80 [33]. La pelicula fue montada en una celda de permeabilidad que fue
llenada con 18 mL de agua destilada, la celda tiene un area de exposicion de
13.20 cm?, la cual fue sellada herméticamente con empaques de teflon. Las
celdas de permeabilidad fueron colocadas en un desecador al vacio con silica
gel y se monitoreo la pérdida de peso para determinar el transporte de vapor de
agua.
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Se determiné el espesor en cinco posiciones al azar a lo largo de la pelicula
usando un micrémetro manual (MITUTOYO), empleandose el promedio de los

espesores para los calculos.

La permeabilidad al vapor de agua se calculé con |a siguiente formula:

PVA=_AF ¥ Ec.
At-A-Ap

donde:
AW . pérdida de peso de la celda de permeabilidad (mol)

At tiempo transcurrido durante el analisis (s)
A : superficie expuesta de la pelicula (m?)

X . espesor de la pelicula (m)
Ap : diferencia de presion en el vapor de agua (Pa)

3.5 Analisis estadistico

Para la caractenzacion de las propiedades fisicas de las peliculas, fuerza a la
puncion, fuerza a la tension, espesor peliculas y permeabilidad al vapor de
agua, se evaluaron cuatro replicas. Diferencias entre medias fueron analizadas
empleando la prueba de Tukey con un nivel de significacion de p<0.05. El
analisis estadistico fue realizado utilizando el paquete estadistico STATISTICA

4.3.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo las peliculas de QTS fueron flexibles, transldcidas y con
una ligera coloracion amarilla. Sin embargo, varios autores sefalan que las
peliculas de QTS en estado seco son rigidas y quebradizas [5], [1].
trasparentes y claras aunque con cierta coloraciéon amarilla [34), [35].

En cambio, las peliculas de CS fueron quebradizas, transparentes y sin
coloracion. Usualmente en la fabricacion de peliculas flexibles y blandas se
adiciona un agente plastificante.

Por otro lado, las peliculas de QTS-CS fueron flexibles, no translicidas y con
tonalidad blanca. El resto de las peliculas a base de QTS-CS-GTA fueron
tambien flexibles, no traslucidas y con una mayor tonalidad amarilla, esto se
explica por la adicion del agente entrecruzante (GTA). La misma coloracion

amarilla fue observada en peliculas de glutenina entrecruzadas con GTA [6].
4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 7 se muestran las micrografias de las diferentes peliculas
preparadas en el presente trabajo. Las superficies de las peliculas fueron
heterogeneas debido a que la matriz polimérica estuvo conformada por
particulas de forma irregular.

En la matriz polimérica del QTS (Figura 7a) se observaron pequefios granulos
de aproximadamente 2 um de tamafno. Por su parte, en el CS se detectaron

lotes aislados de forma irregular de tamarfio mayor a 10um.

La interaccion quimica entre el QTS y CS (Figura 7c) dio origen a la formacion
de granulos de 5-10 um de tamafo, granulos que presentaron cierto grado de

porosidad lo que explica la alta retencion de agua asi como un mayor
transporte de moléculas de agua a través de las cavidades lo que provoca altos
valores de permeabilidad al vapor de agua (PVA).
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Figura 7. Micrografias de peliculas (5000X).
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4.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Debido a la naturaleza semi-cristalina del QTS, se detectaron sefiales angostas
y bien definidas en el espectro *C RMN del QTS, en cambio para el CS las
seflales fueron anchas y de poca resolucién (Figura 8). A pesar de esta
limitacion se logro identificar en el espectro del CS algunos grupos funcionales
caracteristicos de una proteina (Cuadro 4)
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Figura 8. Espectro ">C-RMN de QTS y CS.

Cuadro 4. °C desplazamiento quimicos (8) del CS (ppm desde TSM).

GRUPO FUNCIONAL 5 (ppm)
-C=0 172.5
Aromatico (Fenilalanina, triptofano, etc.) 112.2
C-a 545
Cadena alifatica de aminoacidos 22.0
residuales
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Los desplazamientos quimicos (&) del CS, indicados en el Cuadro 4, son muy
semejantes a los reportados por ter Beek, L.C. et al. [36] quienes encontraron
sefales de grupos carbonilos, carboxilos, aromaticos y de alfa carbonos en los
espectros '>’C RMN de la beta caseina, donde solamente una pequefia fraccion
de los carbonos presentes en la beta caseina (30-40 aminoacidos residuales)

contribuyeron en la deteccion de dicho espectro. En el presente trabajo no se

determinaron los aminoacidos que dieron origen al espectro '°C RMN.

Las sefiales observadas en el espectro "°C RMN del QTS se atribuyeron a

cada carbono de la unidad estructural (2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa)

(Figura 9). Estas sefales, denominadas desplazamientos quimicos (0), se

muestran en el Cuadro 5.

Figura 9. Estructura quimica del QTS.

Cuadro 5. Desplazamientos quimicos (8) "°C del QTS.

SIMBOLO 8 (ppm)* 8 (ppm)° 5 (ppm) QTS 5 (ppm)
FORMA SALINA ° PRESENTE
ESTUDIO
C=0 176.5 NR 175 aprox. 1741
C-1 108.1 105.0 100.1 101.3
C-4 84.7 86.5,81.2 83.7 81.0
C-5/C-3 78.7 75.5 74.6/71.0 74.9
C-2/C-6 60.9 60.3/56.4 55.4 57.6/57.50
-CHs5 26.8 NR 26 aprox. 258

NR No reportada
*Vishu et al. [37]
® Saito et al [14]
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Todos los espectros '>°C RMN de las peliculas elaboradas a base de QTS
(Figura 10), exhibieron senales de grupo un carbonilo (0=180 ppm) y de un
metilo (0 =24 ppm), sefales que fueron atribuidas a la solucion acuosa de acido
acético empleado para disolver el QTS. Es importante comentar que cuando el
QTS es disuelto en acidos organicos se encuentra en su forma salina y bajo
estas condiciones |la molécula sufre cambios estructurales drasticos, lo que
produce un ensanchamiento en las sefales de sus espectros de RMN [14].

QTS-CS

$
H i
!

180 764

i C-1

103 156

Figura 10. Espectro ""C-RMN de pelicula QTS-CS.

Como evidencia del grado de la no completa desacetilacion del QTS utilizado
(DA=87% aprox.), se detectaron desplazamientos quimicos en 176.5 ppm vy

25.805 ppm, senales que denotaron |a presencia de grupos acetilos (-COCH3)
aun remanecentes en la molécula de QTS (Figura 8).

A pesar del “desorden” estructural del CS, los espectros °C RMN de las

peliculas mostraron un patrén muy similar al espectro del QTS puro donde fue
posible identificar la interaccion quimica entre el QTS y el CS (Figura 10 y
Figura 11).

31



-RESULTADOS Y DISCUSION-

[ p——— et e T R TR R AR LR L T R P L L R R R P T A E L AT NIRRT NI LA R L L P L] L] CL L L

Analizando con detalle los espectros de las diferentes peliculas preparadas se
observé constante la sefial correspondiente al grupo metilo, esto es debido a
que este grupo funcional es poco reactivo. Unicamente se detectaron pequefias
variaciones en los desplazamientos quimicos de dicho grupo desde 24.769
hasta 25.805 ppm.

Las mezclas de QTS-CS y QTS-CS-GTA provocaron cambios en la posicion
del C-1, cambios que se relacionan con maodificaciones conformacionales en
los enlaces glucosidicos de las unidades estructurales del QTS, esto se explica
por la relacion que existe entre los cambios de los desplazamientos quimicos
del C-1 del QTS con el angulo de torsion del enlace glucosidico [37], [14].

Los desplazamientos quimicos correspondientes a los C-2, C=0 y C-3/C-6
experimentaron cambios de posicion. Es muy probable que el C-2 de la unidad
estructural del QTS haya interaccionado quimicamente con una molécula
donadora de electrones, considerando que el C-2 tiene pendiente un grupo
amino protonado muy reactivo que faciimente acepta electrones. Los cambios
observados en los grupos carboxilos del CS y de] QTS asi como los C-3/C-6,
que tienen grupos hidroxilos pendientes, pueden ser atribuidos a la formacion
de puentes de hidrégeno.
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Figura 11. Espectro '’C-RMN de QTS-CS-GTA.
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A manera de resumen y con el objetivo de esquematizar las variaciones de los
desplazamientos quimicos de los carbonos C-1, C-2, C-3/C-6 y C=0 se
muestra la Figura 12.
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Figura 12. VVariaciones de los desplazamientos quimicos de los carbonos C-1,
C-2, C-3/C-6 y C=0.
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4.3 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

En el espectro del QTS en hojuela (Figura 13) se detectd |la ausencia de grupos
—OH libres los cuales se caracterizan por una banda espectral fina y bien
resuelta en los alrededores de 3600-3000 cm™ Por el contrario, se encontrd
una banda espectral ancha que fue resultado de los puentes de hidrégeno
intra- e intermoleculares en los grupos hidroxilos del C-3 y C-6 del QTS [37].
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FIGURA 13. Espectro infrarrojo en las peliculas de CS y de QTS.
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Las bandas de absorciéon caracteristicas del QTS asi como su identificacion se
muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. |dentificacién de grupos funcionales de espectros IR de peliculas a
base de QTS.

BANDA DE BANDA TIPO DE VIBRACION |
REFERENCIA (cm™)* | EXPERIMENTAL (cm™)
3371 3400 v O-H 1
v N-H
2918/2881 2924/2877 Vas CH2
vs CH>
1650 1656 5 C=0 amida (Banda
amida |)
1594 1597 v N-H (Banda amida Il)
1419-1320 1421-1320 8 O-H
vs C-H
v C-N
1153/1074/900 1155-1035 v -C-O-C- (Enlace
glucosidico)
473 616 5i-CC-

v Vibraciones de estiramiento

& Vibraciones de flexion
* Vishu Kumar A B., Gowda L.R. y Tharanathan R. N. [37]

Del espectro de CS se logré identificar los grupos funcionales relevantes que
dieron origen a dicho espectro (Figura 13 y Cuadro 7). Estas bandas de
absorcion fueron muy semejantes a las observadas por Barreto et al. [16] en

peliculas de CS plastificadas con sorbitol.
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Cuadro 7. Identificacién de grupos funcionales de espectros IR de peliculas de
CS.

BANDA DE BANDA TIPO DE VIBRACION
REFERENCIA (cm™)* | EXPERIMENTAL (cm™)
3300 3303/3072 v O-H
v N-H
2961 vCH;
1655 | 1628 : 'vC=0 amida(Banda
amida |)
1550 1547 8 N-H (Banda amida II) /v
C(=0)
1450 1450 8¢ CHs
1400 vs C(— O)2
v C-N
1243 5 O-H
1100 1083 & -C-H- (Fuera del plano
de grupos aromaticos)
665 & NH, (Fuera del plano)

* Barreto P.L.M., Pires AT N. y Soldi V. [16].
v Vibraciones de estiramiento
& Vibraciones de flexion

A causa del empalmamiento entre las sefiales de absorcion del QTS y CS, la
espectroscopia de infrarrojo, por si sola, no puede ser utilizada para obtener
una prueba definitiva del tipo de enlaces o interacciones quimicas entre ambos
componentes. Sin embargo, el analisis de IR provee cierta evidencia de la
interaccion quimica entre ambos biopolimeros (Figura 14)
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Figura 14. Espectro infrarrojo en peliculas QTS-CS y QTS-CS con glicerol
(GLI).

En la comparacion del espectro IR de la pelicula de QTS-CS con los espectros
de sus componentes individuales, |a banda de absorcion correspondiente a las
vibraciones de estiramiento (v) de los grupos -O-H y N-H cambié hacia bajos
numeros de onda (3367 cm™'), debido a la formacion de puentes de hidrogeno
intra- e intermoleculares entre ambos biopolimeros. La disminucion en el
numero de onda en los puentes de hidrogeno es ocasionada por la alteracion
de la constante de fuerza de ambos grupos funcionales, por tanto las
frecuencias de ambas vibraciones de estiramiento y flexion son modificadas.
Las bandas de estiramiento se mueven hacia bajas frecuencias (altas
longitudes de onda) usualmente con un incremento en la intensidad vy

ensanchamiento de banda [38].

37



-RESULTADOS Y DISCUSION-

Una evidencia de la formacion de puentes de salinos, fue la intensa banda
angosta y perfilada de la banda amida | y el desplazamiento hacia bajos
numeros de onda de la banda amida |l (desde 1594cm™ hasta 1575 cm™') de la
pelicula QTS-CS (Figura 15). Las disminuciones de los numero de onda de las
bandas amida | y amida Il también se han observado en diferentes mezclas
como: QTS-Gelatina [1], [39], QTS-Colageno [40], QTS-Konjac glucomanan [5].

Amida |

Amida Il

Figura 15. Banda amida | y amida |l de pelicula QTS-CS.

Cabe mencionar que la intensa banda observada en el intervalo de 900-1200
cm’' demostro la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos —OH del
QTS y del CS.

Con base en estas evidencias y a los resultados de RMN, se puede inferir que
la mezcla de QTS-CS involucro la formacion de puentes salinos y puentes de
hidrogeno intermoleculares entre los grupos abundantes de =0O-H y -NH"; vy los
escasos grupos -C=0 aun remanentes del QTS con los grupos -0-H, -NH*; y -
COO del CS. Sin embargo, no fue posible determinar con exactitud que

parejas de grupos interaccionaron primordialmente.
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Los espectros de las peliculas elaboradas con QTS-CS-GTA se presentan en
la Figura 16.
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Figura 16. Espectro infrarrojo en peliculas QTS-CS-GTA y QTS-CS-GLI-GTA.
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La incorporacion de GLI a la mezcla filmogénica de QTS-CS y QTS-CS-GTA no
provoc6 modificaciones significativas en los espectros IR, Unicamente aumenté
la intensidad de las sefales (Figura 14 y Figura 16). En cambio, la adicién de
0.25% (w/w) y 0.50% (w/w) GTA aumenté la intensidad y refiné la sefial de las
bandas amida | y amida Il (Figura 16).

Amida |

Amida Il

Figura 17. Banda amida | y amida |l de pelicula QTS-CS-GTA.

La posicion de la banda amida | se consideré practicamente constante en las
cercanias de 1648 cm™', no observandose este mismo comportamiento en la

banda amida Il, la cual cambio de posicion hacia bajos nimeros de onda
(desde 1575 hasta 1546 cm™).

Debido a la similitud entre los grupos funcionales del QTS y CS es complicado
identificar con exactitud las interacciones moleculares entre el QTS, CS y GTA,
aunque es muy probable la reaccion de los grupos aldehidos terminales del
GTA con un grupo amino protonado del QTS o del CS (Figura 18).

OH OH
m Dm"
" N—CH
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— CTS R
—— Glutaraldehido

— Radical de otro grupt amino

Figura 18. Reaccion entre QTS, CS y GTA.
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Es importante comentar que para la pelicula QTS-CS-GTA ia banda de
estiramiento asignada al grupo ~CH;, la cual depende de la conformacion del
alcohol primario del QTS (C-6), se desplaz6 desde 1420 hasta 1450 cm™'. Esto
probablemente indica un cambio del microambiente del alcohol primario y por 10
tanto un cambio de todos los enlaces de hidrégeno de la red polimérica. Un
fendbmeno muy similar fue observado en moléculas de QTS de bajo peso
molecular (LMWC) por Vishu Kumar et al. [37].

Apoyados en los resultados de RMN, se confirmaron las modificaciones
localizadas en la banda amida Il (C-2) y en el alcohol primario del C-6 del QTS,
donde la adicion de 0.50% (w/w) de GTA manifestd los cambios mas
significativos.

4.4 Difraccion de rayos X (XRD)

Generalmente el QTS presenta dos poliformas cristalinas. La primera, la mas
abundante se le conoce como “tendon” QTS, que es una forma hidratada de la
molécula. La segunda, se identifica como QTS “recocido’, la cual se prepara
por el calentamiento del “tendon” QTS en presencia de agua a altas
temperaturas, alrededor de 200 °C, que es la forma deshidratada. La transicion
de “tendon” a “recocido’ nunca es total y generalmente se observa una mezcla
de ambas poliformas [41].

Por lo anterior, el QTS presenta dos picos cristalinos en los alrededores 20=9-
11° (forma hidratada) y 20=18-20° (forma anhidra) [42], [1], [S]. En el presente
estudio para el QTS en hojuela, estas dos sefiales se observaron en 26=10.28°
y 19.92° (Figura 19).
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QTS en hojuela

6000 - 19.92
5000 - ‘
4000 -

o ]

5

© 3000 - 10.28

c

E 4

£ 2000 4
1000 - |

0 10 20 30 40 o0
20

Figura 19. Difractograma R-X de QTS en hojuela.

Zong et al. [43] observaron que el QTS en hojuela presenta una reflexion de
mayor intensidad en 26=20° mientras que para una pelicula de QTS preparada
a partir de una solucién agua/acido acético se observo una reflexion débil a los
20=20° y una reflexion fuerte a los 20=10° Estas observaciones fueron
explicadas por el cambio parcial de la forma cristalina anhidra (26=20°) con una
conformacion compacta hacia una forma mas extendida de la forma cristalina
hidratada (26=10°). Pa y Yu. [44] reportaron que un incremento en la
concentracién de la solucion acuosa de acido acético aumenta la cantidad de
grupos -NHs en la molécula de QTS que permite a su vez incrementar la

repulsion electrostatica intramolecular y por tanto una expansion de la molécula
de QTS.

Sin embargo, autores como Kam et al. [34] y Fernandez-Cervera et al. [35]
encontraron que las peliculas de QTS son amorfas cuando el QTS es disuelto

en una solucion acuosa de acido acetico.
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El difractograma de las peliculas de QTS preparadas en el presente trabajo
exhibieron un conjunto de sefiales nuevas, donde las sefiales de mayor
intensidad fueron 206=11.44, 19, 2252 y 29.8° (Figura 20), estas sefiales
parecen corresponder a la sal acetato de sodio hidratado. Es muy probable que
durante el proceso de ajuste de pH del QTS con NaOH 1N, los iones acetato
hayan interaccionado quimicamente con los iones de sodio para formar el
acetato de sodio.

QTS pelicula

Acetato de sodio hidratado

29.738
'

11.43
l 2252

Intensidad (u.a.)

33 652 .
32 61Bs

Figura 20. Difractograma R-X de pelicula a base de QTS.

Con el propdésito de eliminar el acetato de sodio presente en las peliculas de
QTS, se lavaron todas las peliculas con agua destilada. Finalmente, se observo
que el QTS conservé su caracter semi-cristalino con un pico muy intenso en
10.48° y una region amorfa en los alrededores de 14.36° (Figura 21).
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Figura 21. Difractograma R-X de pelicula de QTS lavada.

Por su parte, el CS en polvo no exhibié algun pico cristalino distinguible,
unicamente se detectaron dos bandas anchas en 20=963 y 20.2° Las
peliculas de CS fueron amorfas y sdlo se detectaron dos banda anchas

traslapadas en 260=9.45 y 17.88° aproximadamente (Figura 22).

a CS polvo
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3000 -
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Figura 22. Difractograma R-X de CS polvo y CS pelicula.
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El difractograma de las peliculas de QTS-CS mostré dos bandas anchas
amorfas que se relacionaron con el complejo QTS-CS (Figura 23), que parecen
coincidir con las sefales del QTS aunque con caracter totalmente amorfo.

Si el QTS y el CS hubieran presentado baja compatibilidad, en el difractograma
de la mezcla, se hubiesen observado las regiones cristalinas propias de cada
componente [1]. Opuestamente, los picos de difraccion de la mezcla de ambos
biopolimeros son de menor intensidad, disminuyendo el grado de cristalinidad
debido a la interaccion QTS-CS que impide la cristalizaciéon de QTS.

1092
w QTS-CS
@
3
e
|
.2,
o
| =
= 10.56
= 19.84
QTS-CS-GLI
I L L) 1 | L | || | 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 23. Difractograma R-X de peliculas QTS-CS y QTS-CS-GLI.
Los difractogramas de las peliculas de QTS-CS-GTA presentaron un

comportamiento semejante al de las peliculas QTS-CS, con dos regiones
amorfas en ~10 ° y ~20 ° (Figura 24).
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Intensidad (u.a.)

QTS-CS-0.25% GTA
10.40 2016

10.68 L5
19.76 QTS-CS-0.50% GTA

10.60 QTS-CS-GLI-0.25% GTA
19.12

10.48 -CS-GLI-
19.96 QTS-CS-GLI-0.50% GTA

Figura 24. Difractograma R-X de peliculas QTS-CS-GTA y QTS-CS-GLI-GTA.

Al parecer la adicion de GLI no provocé modificaciones considerables en el

nivel de cristalinidad. Cabe comentar que el GLI no tiene mayor efecto que

disminuir el numero de interacciones entre las cadenas polimeéricas.

4.5 Analisis termogravimetrico (TGA)

Las diferentes peliculas evaluadas mostraron un patron termogravimetrico (TG)

muy semejante entre si que se caracterizO por dos pérdidas de peso

consecutivas. La primera, involucro la deshidratacion de las peliculas, en

cambio la segunda comprendi6 la descomposicion térmica del material (Figura

25).
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a QTS-CS
b. QTS-C5-0.25% GTA

c. QTS-CS-GLI-0.25% GTA

100 200

400 500

Temperatura (°C)

Figura 25. Termograma de pelicula QTS-CS, QTS-CS-0.25%GTA y QTS-CS-
GLI-0.25%GTA.

En el Cuadro 8 se especifican los intervalos de temperatura asi como las

perdidas de peso correspondientes a cada etapa.

Cuadro 8. Caracteristicas termogravimetricas (TG) de peliculas.

*Todos los datos en paréntesis se refieren a la perdida de peso en el intervalo de

temperatura dado.
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MATERIAL TG (°C)*
QTS 33.34-158 158.46-378.58 380.48-499.32
(-11.59%) (-31.11%) (-10.71%)
CS 36.44-48.03 47.85-193.79 194.26-461.3
(-0.119%) (-5.18%) (-38.39)
QTS-CS 31.87-159.35 158.87-497.77
(-13.53%) (-46.41%) !
QTS-CS-GLI 70.26-157.74 158.21-497.28
(-3.92%) (-53.3%)
QTS-CS-0.25% GTA 33.69-165.89 165.89-495.71
(-7.73%) (-48.29%)
QTS-CS-0.50% GTA 32.6-166.86 167.33-497.78
(-11.62%) (-47.28%)
QTS-CS-GLI-0.25% GTA 32.17-152.48 152.01-497.66
(-5.32%) (-53.91%)
QTS-CS-GLI-0.50% GTA 32.41-150.26 149.79-498.32
(-9.27%) (-51.15%) _
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En los diagramas DTG (termogramas diferenciales) se observaron las dos
perdidas de peso anteriormente mencionadas, la primera se caracterizd por un
pico angosto y poco pronunciado que fue ocasionado por el desprendimiento
de moleculas de agua adsorbida y ligada, asi como de residuos de disolventes;
donde la mayor perdida de peso se observé en la pelicula QTS-CS (13.53%).
La segunda pérdida se caracterizé por un pico perfilado que evidencié la
desintegracion de las interacciones intra- e intermoleculares y del rompimiento
parcial de la estructura molecular (Figura 26) [5].

a. QTS-CS
b. QTS-CS-0.25% GTA
c. QTS-CS-GLI-0.25% GTA

0.0005
D_DEIDD:-
-[}-DEIES:-
-0.0010 -.
-0.0015 _.

-0.0020 -

-0.0025 -

-0.0030 -

-0.0035 -

_u m“-ﬂ. 'I Lj 'I L r Lj L] L] 1’
0 100 200 J00 400 200
Temperatura (°C)

Figura 26. Termogramas diferenciales de peliculas.

De los diagramas DTG, las temperaturas de descomposicién del QTS y CS
fueron en 256.14 °C y 283.28 °C, respectivamente. Estos valores concuerdan
con lo reportado en la literatura, para el QTS, varios autores sefialaron que la
temperatura de descomposicion se encuentra entre 250-300 °C [35], [44], [50].
Para peliculas de CS, Barreto et al. [21] indican que |la temperatura inicial de
descomposicion se inicia en 300 °C y la temperatura maxima de

descomposicion se situa 333 °C.
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En las peliculas de QTS-CS, QTS-CS-GLI y QTS-CS-GTA se observaron dos
picos en los diagramas DTG, el primer pico indica la temperatura de
descomposicion de los complejos formados, localizandose en el intervalo de
260.26 °C a 278.71 °C (Cuadro 9). La segunda senal o temperatura de
descomposicion se observé a 290-300 °C. Para la pelicula de QTS-CS es muy
probable que esta segunda sefal se deba al QTS y CS residuales, para el resto
de las peliculas esta senal parece ser ocasionada por la presencia de GLI.

En cambio, las peliculas QTS-CS-0.25% GTA y QTS-CS-0.50% GTA mostraron
exclusivamente una temperatura de descomposicion (273.21 y 278.71 °C),
respectivamente).

Cuadro 9. Temperaturas de los diagramas DTG.

MATERIAL DTG (°C)*

Qrts | 4558° N.D. 256.14** 371.78* 480.87*
CS 48.22* 165.79* 28328* ND.  493.98*
QTS-CS 5569 N.D. 273.17** 302.64* N.D.
QTS-CS-GLI N.D. 118.02* 261.44* 294.3**  N.D.
QTS-CS-0.25% GTA 45.02* 112.38* 273.12** 291.27*** 359.31*
QTS-CS-0.50% GTA 44.06* 7660* 27871 ND.  346.36"
QTS-CS-GLI-0.25% GTA | 45.08* 112.53* 260.69** 290.55*** 353.74*
QTS-CS-GLI-0.50% GTA | 4510+ 86.90* 260.26** 295.23*** 347.56*

*Pico ancho de baja intensidad
** Pico intenso

*** Hombro

MN.D. No detectado

La temperatura de descomposicién disminuyé en presencia de GLI, lo que
indico un decremento en la estabilidad térmica (Barreto et al. [21]). A causa de
la inestabilidad térmica del sistema, las peliculas adicionadas con GLI

reportaron las pérdidas de peso mas altas desde 51 hasta 53%.
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Las peliculas preparadas a partir de la mezcla de QTS-CS no fueron
significativamente mas estables que las de las peliculas de QTS y CS. El
caracter amorfo de los complejos, es decir, su estructura desordenada, soporta
éste punto de vista. Una situacion semejante de inestabilidad fue encontrada
en complejos de Almidon de maiz fosfatado-Caseina [45] y en complejos de
Almidén de papa-Caseina [46].

4.6 DSC modulado

La transicion vitrea concierne los movimientos moleculares de la region amorfa
de un polimero por tanto es un fenémeno que en principio debe ocurrir en todos
los matenales no cristalinos o semi-cristalinos. La transicion vitrea es muy
sensible a los cambios en las interacciones moleculares; por tanto las
mediciones de la transicion vitrea pueden ser usadas para determinar y
caractenzar diferencias estructurales entre muestras o cambios en una misma

muestra [47].

Las temperaturas de transicién vitrea (Tg) son usualmente medidas por un
calorimetro diferencial de bamrido (DSC). EI DSC modulado que es una técnica
en la cual el programa convencional de calentamiento es modulado por alguna
forma de perturbacién, por lo cual ésta ofrece varias ventajas en la busqueda
de transicion vitrea puesto que separa los procesos reversibles, tal como la
transicion vitrea de los procesos no-reversibles tal como las endotermas de
relajacion o reaccion de curado, lo que hace mas facil identificar la Tg en
sistemas complejos donde hay varias transiciones. Otro beneficio que ofrece el
DSC modulado es una muy alta resolucion puesto que se pueden emplear
tasas de calentamiento muy bajas [48].

Es valioso comentar que la transicion vitrea no es un punto termodinamico fijo,

este depende de las tasas de calentamiento y enfriamiento, del historial termico

y mecanico del material, asi como del método utilizado para determinario [47].
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En la determinacién de la Tg de las peliculas de QTS y CS asi como de sus
mezclas se realizaron dos corridas de calentamiento con el objetivo de eliminar
el historial térmico pues en la primera corrida se observaron relajaciones
endotérmicas que dificultaron la determinacion de la Tg. Finalmente, los valores
de Tg mostrados en el Cuadro 10 fueron obtenidos de la segunda corrida de
calentamiento.

Cuadro 10. Temperatura de transicion vitrea (Tg).

MATERIAL ACp T inicial T media T final
(J-g7-K") (°C) (°C) (°C)

QTS 0.295 144 .09 145.63 159.31
CS 0.186 178.47 178.22 181.15
QTS-CS 0.266 162.19 168.28 181.72
QTS-CS-GLI 0.404 13735 142.88 153.28
QTS-CS-0.25%GTA 0.126 164.59 173.93 185.69
QTS-CS-0.50%GTA | 0.369 171.42 179.37 190.03
QTS-CS-GLI-0.25%GTA 0.328 125.30 126.76 143.27
QTS-CS-GLI-0.50%GTA 0.449 122.00 131.66 142.23

Existe una confusion en la determinacion de la Tg del QTS debido a la
dificultad en la preparacidén de la muestra y a la alta higroscopicidad del
material. De ahi que varios estudios se han enfocado a elucidar este valor.
Autores como Sakurai et al. [49] estimaron que la Tg del QTS es de 203 °C. En
cambio autores como Flores-Ramirez et al. [50] sefialan la Tg del QTS en
hojuela es de ~140 °C. Finalmente, Dong et al. [51] emplearon cuatro técnicas
diferentes para identificar la Tg del QTS en pelicula, ellos afirman que la Tg se

encuentra en el intervalo de 140-150 °C.

A pesar de los trabajos realizados no se ha llegado a un acuerdo para estimar
con exactitud la Tg del QTS, pues hay una serie de factores que se deben
considerar en la determinacion de este parametro, como es la fuente del QTS
empleado, el historial térmico del material asi como la controversia por el
traslape de expansiones provocadas por transiciones [} con la Tg. En el

presente trabajo se encontré una aparente Tg en las peliculas de QTS en 145.6
L.
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En la primera corrida de calentamiento de las peliculas de QTS se detecto un
pico endotérmico a ~50°C que fue atribuido a la pérdida de agua y disolvente

presente en el sistema.

Femandez-Cervera et al. [35] sefialan que las peliculas de QTS tienen una alta
afinidad por el agua en comparacion con el QTS en hojuelas dado que
probablemente en las peliculas las moléculas de QTS se encuentran
protonadas, haciendo asi mas hidrofilicas las peliculas que el QTS en hojuela.
La plastificacion con GLI provocd bajos valores de Tg, inclusive valores
menores a los encontrados en las peliculas de QTS. El GLI resulté un
plastificante efectivo para impedir las interacciones inter- e intramoleculares,
facilitando la movilidad molecular y disminuyendo la friccién interna en el
biopolimero [21]. Las peliculas preparadas con QTS-CS-GTA mostraron una
alta afinidad con el GLI que el complejo QTS-CS, siendo menor la Tg en la
mezcla QTS-CS-GLI-GTA.

El entrecruzamiento con GTA incremento la Tg de las peliculas, donde la
temperatura de transicidon vitrea (Tg) mas alta se observo en la pelicula de
QTS-CS-0.50%GTA. En sistemas entrecruzados, la Tg depende del grado de
entrecruzamiento y con un incremento del grado de entrecruzamiento, la
temperatura de transicion vitrea cambia hacia altos valores [48], [52]. Este
incremento en |a Tg se explica por el aumento de |a rigidez de la cadena y de la
intensidad de las interacciones inter- e intramoleculares, lo que impide la
rotacion interna a lo largo de la cadena macromolecular [21]. Con base en lo

anterior se puede concluir que la pelicula con mayor concentracion de GTA

presenté un mayor grado de entrecruzamiento.
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4.7 Fuerza a la puncién

La fuerza a la puncién no ha sido usada ampliamente como ha sido la fuerza a
la tensidn para describir las propiedades mecanicas de peliculas. Sin embargo,
la fuerza a la puncion ofrece informacién util puesto que se define como la
resistencia al impacto con otro material, esto es, la resistencia del material a la
deformacion por tanto indica |la durabilidad del material.

Esta propiedad mecanica comunmente se expresa en newtons (N) aunque
algunos autores que prefieren expresarlo como fuerza por unidad de espesor
de la pelicula (N/mm) o como fuerza por unidad area de la seccion transversal
(MPa). En el presente trabajo, |a fuerza a |a puncién se expresa en N/mm para
hacerla independiente del espesor, sin embargo en la comparacion de

resultados fue necesario emplear unidades de MPa (Cuadro 11).

Los valores de fuerza a la puncion obtenidos de las peliculas preparadas se
muestran en el Cuadro 11 y Figura 27.

Cuadro 11. Fuerza a la puncién de peliculas.

MATERIAL FUERZA A LA PUNCION
(N/mm) MPa

Media Desv. Media Desv.
QTS 67.27° 8.98 2 69° 0.35
CS 106.40% |  11.11 0 1 0.43
QTS-CS 123.30° 15.31 4.76° 0.59
QTS-CS-GLI 45 R 3.92 1655 0.15
QTS-CS-0.25%GTA - 4.8 5 53cd 0.19
QTS-CS-0.50% GTA 93 68° 14.22 3 62° 0.55
QTS-CS-GLI-0.25% GTA |, g 516 1 B3¢ 0.20
QTS-SC-GLI-0.50% GTA | 4 gges 650 170% 0.25

. Media de cuadro 4 mediciones.

** Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p<

0.05)
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. Media de cuadro 4 mediciones.

" Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p<
0.05)
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Figura 27. Fuerza a la puncién de peliculas.”
*Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p< 0.05)

La fuerza a la puncién de las peliculas de QTS (67.2 N/mm o 2.69 MPa) fue
muy inferior a lo observado por Zivanovic et al. (53] (310.7 N/mm). Estas
diferencias son atribuidas a varios parametros como es la concentracion de la
solucién filmogénica, la fuente de QTS, el peso molecular y de ta naturaleza del
disolvente empleado para la preparacion de la solucién [15].

Opuestamente al QTS, la fuerza a la puncion de las peliculas CS (106.4 N/mm
0 4.11 MPa) fue superior a lo reportado por Banerjee y Chen. [54] quienes
seftalaron para peliculas de CS una fuerza a la puncioén de 1.92 MPa.

Los puentes de hidrégeno intra- e intermoleculares entre el QTS y CS,
observados en espectroscopia de infrarrojo, provocaron una fuerza a la puncion
alta en las peliculas de QTS-CS (123.3 N/mm o 4.76 MPa), valor gue supero a
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La adicién de GLI provocd la disminucion de la fuerza a la puncion de las
peliculas plastificadas (42.6 N/mm o 1.65 MPa), esto es, la funcion del GLI es

debilitar la fuerza de las interacciones intermoleculares entre las cadenas

adyacentes de la red polimérica.

La fuerza a la puncion de las peliculas de QTS-CS-GTA presenté valores
inferiores a los encontrados para el complejo QTS-CS, es muy probable que
durante el acondicionamiento (75% H.R. por 24 hrs) éstas peliculas hallan
captado una mayor cantidad de agua y debido a la accion plastificante del agua
las propiedades mecanicas del material hayan sido reducidas. Con base en las
microfotografias de microscopia electronica de barrido (SEM), es importante
comentar que las peliculas exhibieron una estructura heterogénea formada por
granulos porosos, lo que probablemente produjo que el agua quedara ocluida
en la red polimérica de las peliculas de QTS-CS-GTA.

La adicién de 0.50% GTA favorecio el proceso de entrecruzamiento de ambas
moléculas, provocando un incremento en la fuerza a la puncion de las peliculas

aunque no mayor a la fuerza a la puncion de la pelicula de QTS-CS.
Los valores obtenidos de fuerza a la puncién de las peliculas preparadas en el

presente trabajo fueron comparados con los resultados reportados por otros

investigadores (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Comparacién de fuerza a la puncién de peliculas elaboradas a

base de biopolimeros.

MATERIAL FUERZA A LA PUNCION (MPa)
 Cloruro de vinilideno (PVCD)* i 33.198 =
Salvado de arroz® 7.0-16.4
Proteina de soya® 2.3
Proteina de soya con plastificante® 0.48-0.72
Caseinato de sodio® 1.92
Caseinato de potasio® 2.03
Caseinato de calcio® 5.44
Suero de leche concentrado® 1.69
QTS-CS (presente estudio) 476
QTS-CS-0.50%(wAw) GTA (presente estudio) 3.62

*Gnanasambandam et al. [55]
®Cao y Chang, [56]
“Banerjee y Chen, [54]

4.8 Fuerza a la tension y porcentaje de elongacion (%E)

Los valores de fuerza a la tension y el porcentaje de elongacion, esto es, la

fuerza maxima que puede soportar una pelicula ante un esfuerzo a |la tensién y

|a capacidad de estiramiento de las peliculas, se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Porcentaje de elongacion y fuerza a la tensién de peliculas.*
*Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p< 0.05)

La fuerza a la tension de las peliculas de CS fue de 41.5 MPa y concuerda con
o reportado por Lima-Lima et al. [57] quienes observaron una fuerza a la
tensién de 45.6 MPa en peliculas de CS acondicionadas a 75% HR.

Opuestamente al CS, la fuerza a la tension de las peliculas de QTS fue 2.51
MPa. Este valor es considerablemente inferior a lo sehalado en la literatura, tal
es el caso del estudio realizado por Park et al. [58] quienes evaluaron el efecto
de diferentes tipos de disolventes organicos sobre las propiedades mecanicas
de peliculas de QTS con diferente peso molecular, encontrando valores de
fuerza a la tensién desde 6.7 hasta 150.2 MPa.

Probablemente, los bajos valores de fuerza a la tension se pueden explicar con
base en las observaciones realizadas en SEM, donde las peliculas mostraron
una baja continuidad en la red polimérica. Aunque ciertamente, el alto
contenido de agua captado durante el proceso de acondicionamiento (75 %HR)
influyé de forma considerable en la disminucién de este parametro.
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Los valores de fuerza a la puncion del resto de las peliculas fueron desde 1.83
hasta 7.31 MPa. Encontrandose que al comparar con las peliculas de QTS-CS
la adicion de 0.50% GTA causé un incremento en la fuerza a la de las peliculas

desde 2.50 hasta 4.72 MPa.

Al parecer la presencia de GLI contribuy6 a la formacién de una red polimérica
mas continua en la pelicula de QTS-CS lo que probablemente produjo un
incremento en la fuerza a la tension.

De entre las peliculas, la pelicula de QTS-CS-GLI fue la mas flexible ya que
mostro el porcentaje de elongacion mas alto (73 %E), debido a la presencia del
GLI que es un plastificante y cuya funcién es disminuir las fuerzas
intermoleculares entre las cadenas poliméricas adyacentes provocando asi la
disminucion de la fuerza a la tension y el incremento de flexibilidad (%E) [5]. El
resto de las peliculas presentaron valores de elongacion de entre 32 a 45% por
lo cual se concluyé que ni la incorporacion de GTA ni de GLI mejor6 la
flexibilidad de las peliculas QTS-CS-GLI-GTA.

La comparacion de peliculas plasticas comerciales con peliculas elaboradas a

partir de biopolimeros se muestra en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Comparacion de fuerza a la tension de peliculas de empaque

sintéticas y de peliculas elaboradas a base de biopolimeros.

MATERIAL FUERZA A LA TENSION
(MPa)

Poliestireno (PS)® 41.3-51.7
Policloruro de vinilo (PVC)° 93.2
Polietileno de baja densidad (LDPE)? 6.2-17.2
Polietileno de alta densidad (HDPE)?® 20-37.2
Polietilen tereftalato (PET)® 68.9
Polipropileno (PP) * 33-37.9
Quitosan-Konjac glucomanan® 2.5
Caseinato de sodio-Grasa de leche® 13
Gluten de trigo-Glicerol® 3
Caseinato de sodio-Glioxal' 26.8
Glutenina- Glutaraldehido' 9.1
QTS-CS (presente estudio) 2.51
QTS-CS-0.50%(wiw) GTA (presente estudio) 4.72

* Sédergard, A. [59]

® Pérez-Pérez, C. [3]

“Xiao et al. [5]

Y Khwaldia, K. et al [26]
*Khwaldia, K. et al. [26]
'Vaz et al.[2]
IHernandez-Mufoz et al. [6]

4.9 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

El Cuadro 14 muestra el espesor de las peliculas utilizadas en las pruebas de
permeabilidad. Las peliculas de QTS y CS fueron las de menor espesor, estas
diferencias fueron atribuidas a la cantidad de solidos presentes en las

soluciones filmogénicas y a la naturaleza de las moléculas empleadas.
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Cuadro 14. Espesor de peliculas elaboradas a base de QTS y CS.*

MATERIAL ESPESOR (um)
QTS 17.75°
CS 8.75°
QTS-CS 24,25
QTS-CS-GLI 27.75%
QTS-CS-0.25%GTA 25.75%
QTS-CS-0.50%GTA 21.95%

" QTS-CS-GLI-0.25%GTA | 25.4%
QTS-CS-GLI-0.50%GTA 29.65°

“Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p< 0.05)

La permeabilidad (P) esta definida como la tasa de transporte de un permeante
(gas o vapor de agua) por unidad de area por la unidad del diferencial de
presion del vapor bajo condiciones de temperatura y humedad especificas,
dicho valor se multiplica por el espesor de la pelicula. También, la P se puede
calcular por el producto aritmético de la permeanza por el espesor de la
pelicula [60].

La permeabilidad al vapor de agua es un indicador de la habilidad del material
para permitir el paso de vapor de agua a través de éste. Entre mas baja la
pemeabilidad, mayor es la resistencia del material al paso del vapor de agua.
Sin embargo, es importante senalar que los resultados de permeabilidad al
vapor de agua (PVA) sefalados en la literatura deben ser comparados con
cautela puesto que los valores de las peliculas hidrofilicas son afectados por
varios factores como es el método de medicién, las condiciones de medicion tal
como el gradiente de humedad relativa (HR) y temperatura, la correccion del
efecto de aire y el espesor de la pelicula [58]. Por lo anterior, se ha propuesto
el uso del término “Permeabilidad efectiva” o “Permeabilidad aparente” siendo
unicamente valido en condiciones especificas de prueba y para espesores

similares a los evaluados [61].
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En general, las peliculas comestibles ofrecen una pobre barrera al vapor de
agua en comparacion con peliculas sintéticas Cuadro 15. La naturaleza
hidrofilica de las proteinas incorporadas a las peliculas comestibles interactua
con el agua, causando hinchamiento y la desviacion de la ley de Fick [25]. En
un proceso de hinchamiento se detectan cambios conformacionales en la
microestructura de la pelicula que no unicamente incrementa la humedad de
sorcion de la pelicula, sino también crean canales en la estructura polimérica lo
que pemmite un mayor flujo de permeante. El incremento de la solubilidad de
vapor de agua provoca un incremento en la permeabilidad del vapor de agua
(62].

Cuadro 15. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de peliculas sintéticas y

peliculas elaboradas a base de biopolimeros.

MATERIAL CONDICIONES DE PVA
PRUEBA (°C, %HR) | (mol.m.m?s™.Pa™)

PVDC (Polivinil) ® 0.0123x102
LDPE (Polietleno de bajo 27.6;0/100 0.0201x10™
densidad)®

Poliéster” 25;0/100 1.08x10°'¢
Cera de abeja® 25.9,0/100 0.0571x10™
Suero de leche:Glicerol (15:1) ° 26.3;0/88 29.2x107%
QTS (disuelto en &c. acético)’ 25; 50 17.7x 107
ad 20; 90 2.70x10™"
CS:Gilicerol (100:10)° 20; 90 8.88x10"

*Khwaldia et al. [25]
"Park et al. [58]
“Khwaldia et al. [26]

En el presente trabajo las pruebas de permeabilidad se realizaron a 22 °C y a
65 %HR donde se observo que de entre las peliculas evaluadas las peliculas
de CS y QTS mostraron las PVA mas bajas (2.50x10'% y 4.73x10""* mol.m.m’
s .Pa’, respectivamente); las PVA del resto de las peliculas se ubicaron en el

intervalo de 5.29 x10'2a26.13 x10"?mol.m.m>.s"'.Pa’
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De lo anterior, se concluye que las peliculas preparadas a base de la mezcla
QTS y CS ofrecen una pobre barrera al vapor de agua.
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Figura 29. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) a través de las diferentes

pellculas preparadas (Condiciones de evaluacion:17-22 °C y 63-65 %HR).”
*Valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p< 0.05)

Se observaron diferencias significativas en las peliculas elaboradas a base de
la mezcla de QTS y CS (Figura 28). Sin embargo, la adicién de GLI en las
peliculas incrementé los valores de PVA puesto que son modificadas las
caracteristicas fisicas de una red polimérica adicionada con plastificantes, esto
es, se presenta una mayor movilidad polimeérica, los coeficientes de friccion son
reducidos y por consecuencia existe un aumento del volumen libre lo que
permite un mayor paso de las moléculas de agua a través de las peliculas [3].
Estas variaciones se confirmaron por la disminucion de la temperatura de
transicion vitrea (Tg) de los materiales.
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La adicién de 0.50% GTA provocd disminuciones, no significativas, en los
valores de PVA. Generalmente un proceso de entrecruzamiento provoca un
mejoramiento en las propiedades de barrera, tal fue el caso de las peliculas
fabricadas a base de glutenina las cuales fueron tratadas con diferentes
agentes entrecruzantes: formaldehido (FA), glutaraldehido (GTA) y glioxal
(GLY) [6].

En ambos casos, ni la mezcla de los biopolimeros de QTS y CS o la adiciéon de
GTA mejoraron las propiedades de barrera al vapor de agua de las peliculas.
Este fenOmeno se atribuyo a la formacion de espacios intersticiales, esto es, se
incremento el volumen libre en |a red polimérica lo que permitié el transporte de
una mayor cantidad de moléculas de agua. Dichos espacios intersticiales
fueron observados en las peliculas mediante la técnica de microscopia
electronica de barrido (SEM). Un comportamiento similar fue citado por
Hermandez-Munoz et al. [6] en peliculas elaboradas a base de proteina de soya
adicionadas de almidén oxidado (un polimero aldehidico).
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5. CONCLUSIONES

« Mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) e
infrarrojo (IR) se sugiere la fuerte interaccion quimica entre el QTS y CS,
esto es, la mezcla de ambos biopolimeros involucré la formacion de
puentes salinos y puentes de hidrégeno. No obstante, no se logré
identificar con exactitud las parejas de grupos funcionales que
Interaccionaron debido a la similitud de los grupos funcionales de ambos

biopolimeros.

« ElI GTA favoreci6 el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas del
QTS y CS, es muy probable la interaccion del los grupos aldehidos
terminales del GTA con los grupos aminos protonados presentes en el
sistema QTS-CS. Esto es, a traves de RMN e IR se observaron
modificaciones localizadas en el C-2 y C-3/C-6 de la unidad estructural
del QTS.

e Con base en la caracterizacion de las peliculas de QTS-CS-GTA se
concluye que la adicion de 0.50% (wiw) de GTA al sistema QTS-CS
provoco un mayor grado de entrecruzamiento entre las cadenas.

e La matriz polimérica de las peliculas estuvo conformada por granulos

porosos de forma irregular de 5-10 um de tamano.

* A través de la técnica de difraccion de R-X, se encontro que el patrén de
difraccién de las peliculas de QTS es un material semi-cristalino, con

una banda intensa en 10.48 °

e« Debido a la interaccion quimica entre el QTS y CS, tanto las peliculas
preparadas a partir de la mezcla QTS-CS como las preparadas con
QTS-CS-GTA fueron amorfas.
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* Con el analisis termogravimetrico se determiné que la temperatura de
descomposicion del QTS y CS fue de 256.14 y 283.28 °C,

respectivamente.

e Las peliculas preparadas a partir de la mezcla QTS-CS no fueron

termicamente mas estables que sus componentes individuales puros
(273.17 °C).

e Lapelicula de QTS-CS-0.50% (w/w) GTA mostré una mayor temperatura
de descomposicion (278.71 °C) por tanto la presencia de GTA mejoro la
estabilidad térmica del sistema QTS-CS.

e Del analisis térmico con DSC modulado, se encontré que la temperatura
de transicion vitrea (Tg) de las peliculas QTS-CS fue de 168 °C.

e La Tg mas alta se observo en las pelicula de QTS-CS-0.50% (wiw) GTA
(179.37 °C) debido al alto grado de entrecruzamiento.

e Las fuertes interacciones quimicas entre el QTS-CS provocaron una alta

fuerza a la puncion (123.30 N/mm). Sin embargo, estas presentaron una
baja fuerza a la tension (2.51 MPa) y una baja capacidad de estiramiento
(33 % Elongacion).

e La incorporacion de GTA no mejoro las propiedades mecanicas de las
peliculas, es decir, ni la fuerza a la tension ni el porcentaje de

elongacion.

« La pemmeabilidad al vapor de agua del QTS y CS fue de 2.50x10™"% y
4.73x10"* mol.m.m™.s".Pa”, respectivamente.

e Al comparar con las peliculas de QTS y CS, las peliculas preparadas de
la mezcla de QTS-CS y QTS-CS-GTA ofrecen una pobre barrera al
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vapor de agua (PVA) desde 5.29 x10™'? hasta 6.13 x10"> mol.m.m?s’
1.PE'1

* La adicién de GLI tanto a la mezcla de QTS-CS como a la mezcla QTS-
CS-GTA tuvo como Unico efecto la disminucion de las interacciones
entre las cadenas poliméricas, es decir, provocé un mayor “desorden”
estructural que se manifesté en los resultados de las propiedades
termicas y mecanicas de las peliculas asi como en las propiedades de
barrera al vapor de agua.
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6. PERSPECTIVAS

Con el conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de los biopolimeros
QTS y CS se logré obtener una pelicula de bajo costo, de origen natural y con
adecuadas propiedades mecanicas y térmicas. Abriéndose asi un campo de

estudio muy amplio en el area de biomateriales en cuanto a posibles
aplicaciones.

Las peliculas de QTS-CS son un candidato adecuado para su uso cComo
parches medicos en heridas cutaneas. Por tanto, es necesario realizar varios
estudios de biocompatibilidad con el tejido cutaneo asi como de

biodegradabilidad del material para comprobar su capacidad como biomaterial.
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