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RESUMEN

Actualmente se ha incrementado el interés por la generacion de nuevos materiales, obtenidos de
fuentes naturales como los biopolimeros. Las membranas obtenidas principalmente de estas
estructuras representan un potencial importante para su empleo en la salud humana. Las
industrias farmacéutica, cosmética y médica han aprovechado las matrices poliméricas
(polisacaridos principalmente) para la elaboracion de dispositivos médicos como lentes de
contacto, corneas artificiales, recubrimiento para suturas, catéter y andamiajes de tejidos. En el
presente trabajo, se presenta una nueva membrana obtenida de la combinacion matrices de
pectina citrica (PC) con Aloe-vera o Aloe-gel (AG). La PC es un polisacéarido conformado de acido
galacturénico, que presenta propiedades filmogénicas y ha sido utilizado como encapsulador de
compuestos naturales para tratamientos colénicos-especificos, debido a que es degradada por
la microbiota del colon y no digerida por las enzimas gastricas o intestinales. Por otra parte, el
AG contiene 99% de agua (el resto lo componen glucomananos, aminoacidos, lipidos esteroles
y vitaminas), pero sus remanentes poseen diversos beneficios, en particular actia como un
inductor de la cicatrizacion, es antiséptico, antiinflamatorio, antimicrobiano, ademas, potencializa
la respuesta inmune. Para el presente estudio se elaboraron membranas de las combinaciones
de PC con AG en distintas proporciones, 50PC/50AG, 60PC/40AG, 70PC/30AG, 80PC/20AG,
90PC/10AG (% p/p) y un control de PC (100PC/0AG). Las membranas obtenidas, se
caracterizaron con base en sus propiedades fisicas (transmitancia, grosor, color, opacidad,
solubilidad, permeabilidad al vapor de agua (PVA), caracterizacion de la microestructura (SEM) y
espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Los resultados mostraron que las
membranas fueron transparentes y de coloracion amarilla, con reduccion de la transmisién de luz
ultravioleta. También presentaron elevada PVA (11.1 a 20.2 gsmm/m?+h *kPa) y 100% solubilidad
en agua. En el analisis de la microestructura se observé la aparicion de material insoluble
(remanentes posibles de PC), al aumentar la proporcion del AG la uniformidad de la membrana
aumentd y disminuyeron los remanentes, no se observaron poros ni se percibieron bordes
irregulares de la microestructura. La presente membrana de PC/AG, podria tener potencial como

un biomaterial.
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INTRODUCCION

Actualmente existe un gran interés por buscar nuevos materiales, a partir de elementos
macromoleculares obtenidos de fuentes naturales. El interés por encontrar, disefiar y estudiar
estos materiales ha tenido un amplio alcance y para ello, se han involucrado laboratorios
académicos e industriales. Esto ha abierto un nuevo panorama de investigacion debido al
potencial que estos representan en la ingenieria de tejidos, la medicina regenerativa y la
produccién de nuevos derivados de materias primas naturales (Gandini, 2008).

Dentro de los diversos grupos de materiales que pudieran utilizarse, los polimeros
biodegradables de origen natural han despertado un mayor interés por su uso. En la actualidad,
los polimeros de naturaleza proteica y los carbohidratos, son los que mas se emplean para estos
fines en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (Cunha y Gandini, 2010).

Especificamente, la pectina citrica (PC) es un carbohidrato que se encuentra
principalmente formando parte de las frutas y hortalizas. Su caracteristica quimica establece que
es un polisacarido aniénico, de naturaleza hidrofilica y biodegradable, que estd conformada
principalmente por enlaces a-(1—4)-D-acido galacturénico conectados linealmente (300-1000
unidades). Ademas, puede poseer grupos heterogéneo de éster metilico y grupos carboxilo en
su cadena (Taqi y col., 2014). La PC posee la caracteristica de formar biopeliculas comestibles
que tienen amplias propiedades tanto mecéanicas como de barrera.

Las membranas derivadas de PC suelen mostrar un elevado potencial para posibles
aplicaciones en forma de revestimiento cuando han sido mezcladas con almidén y se plastifican
con glicerol (Taqi y col., 2014). Ademas, este biopolimero puede formar entrecruzamiento con
iones divalentes (calcio y zinc), formando enlaces intermoleculares entre los iones y los grupos
carboxilo cargados negativamente de las moléculas de PC, dicha conformacién es denominada
"caja de huevo", la cual contiene intersticios, en los cuales los iones de calcio pueden empacar
componentes (antibidticos, compuestos bhioactivos, entre otros) formando una estructura
coordinada (Espitia y col., 2014; Fraeye y col., 2010; Liu y col., 2006). Inclusive, esta caracteristica
de la PC ha sido utilizada para acarrear componentes hacia el colon, debido a que es casi
totalmente degradada por su microbiota y no es digerida por las enzimas gastricas o intestinales
(Kumar vy col., 2010).

Ademas, los hidrogeles de PC presentan excelente compatibilidad con tejidos, una facil
manipulaciéon y permeabilidad a soluto, jugando un papel fundamental en el desarrollo de los
sistemas para el suministro de farmacos (Kashyap y col., 2005). Este hidrogel ha sido empleado

para la creacion de dispositivos médicos como lentes de contacto, cérneas artificiales, vendajes
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como revestimiento para suturas, catéteres y sensores de electrodos. Dicha gama de usos
requiere de una gran maleabilidad fisica, siendo esta una propiedad con la que cuentan los
hidrogeles de PC (Gupta y col., 2002; Kabiri y col., 2003).

Por otra parte, el AG que es obtenido de las hojas de planta de Aloe vera, ha adquirido
gran importancia como un aditivo para la formacion de biomateriales. Debido a que en su material
mucilaginoso contienen polisacéridos como la celulosa, pectinas, glucomananos (acetilados y no
acetilados) y acemananos. Los acemananos son los carbohidratos que mas ampliamente han
sido estudiados, por sus propiedades estimuladoras de la respuesta inmune, la capacidad de
blogueo de la radiacién UV e inhibidor del crecimiento tumoral. Ademas, contiene manosa que se
le ha atribuido la capacidad de estimular el proceso de cicatrizacion y modular la respuesta
antiinflamatoria (Choi y Chung, 2003). Entre sus aplicaciones, destaca su uso en la elaboracién
de cremas (filtros solares) para el bloqueo solar, también en la regulacién del pH intestinal y
acelera los movimientos peristalticos del intestino (laxante) y ayuda a reducir la presencia de
algunos microorganismos patogenos fecales e incluso sanar Ulceras gastricas (Kiran y Rao,
2014). En la actualidad no existen membranas creadas Unicamente de AG, debido a que este
posee una muy baja concentracion de solutos (= 1.0 %).

Actualmente la busqueda de nuevos biomateriales se ha incrementado en las industrias
farmacéutica, alimentaria, médica y cosmética, siendo sus objetivos primordiales, el conocer y
brindar una aplicacion a sus componentes. Dichas industrias se han encaminado en encontrar
nuevas matrices poliméricas que sean materias primas econdémicas, no téxicas, biodegradables
y biocompatibles con el ser humano.

En el area de la salud, se busca especialmente mejorar y poner al alcance terapéutico el
desarrollo de membranas hibridas obtenidas a través de polisacaridos formadores de hidrogeles,
consideramos que las matrices de PC combinadas con AG podrian reunir estas condiciones e
incluso potencializar sus propiedades, pero dicha combinaciéon de matrices no ha sido estudiada
aun en el area de la obtencién de biomateriales. Por lo anterior, en el presente trabajo se busca
elaborar y evaluar las propiedades de las membranas obtenidas de la combinaciéon de PC/AG,

para conocer su potencial como probable biomaterial.

12



OBJETIVOS

General
Elaborar y evaluar las propiedades fisicoquimicas de membranas a base de las combinaciones

de pectina citrica (PC) y Aloe-gel (AG).

Particular
* Obtener membranas de la combinacion de matrices de PC/AG en diferentes proporciones.

+ Determinar las propiedades fisicas: grosor, pruebas mecanicas, color, transmitancia,

opacidad, solubilidad y permeabilidad al vapor de agua de las membranas.

» Determinar las probables interacciones quimicas (FTIR) de los componentes de las
membranas de PC y AG.

13



ANTECEDENTES

Pectina citrica (PC)

La PC es el nombre asignado a una familia de polisacaridos cuya composicién es muy compleja
Y que estan presentes en las paredes celulares de las plantas, siendo la cascara de los citricos y
la pulpa de manzana las fuentes de extraccion mas importantes. Dicha extraccién se suele
realizar en condiciones ligeramente 4cidas, con fines de aplicacién en la industria alimentaria
principalmente (Cunha y Gandini, 2010).

Quimicamente, la pectina estd conformada por polisacaridos aniénicos heterogéneos,
conformado por unidades de acido a-(1—4)-D-galactopiranosilurénico (comunmente llamado
acido a-D-galacturénico). Ademas, su estructura puede contener grupos carboxilo que se
encuentran metilados o esterificados (Figura 1) (Villegas y col., 2011).

OH
C=0
e o
"¢ o—|—n
OH
il
(a)
Grupo Carboxilo Grupo Carboxilo
Metilado _ Amidado
Grupos Carboxilo
Crly
g i
C=0 OK l;'."{:l OH
_— A—2 ;1'_ o i Sl —H
oo % T e ) I )
e A A
O =0 oH u.;:_n
& et I

(b)
Figura 1. Estructura quimica del &cido poligalacturonico (a) y estructura quimica representativa

de la pectina que muestra los grupos tipicos que se repiten (b).
(Espitia y col., 2014; White y col., 1999)
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Se sabe que la estructura de la PC puede variar segun la especie, el tipo de tejido vegetal y la
zona geogréfica de localizacion. Otros factores determinantes de la composicion son: la etapa de
desarrollo o periodo metabdlico en el que se encuentra la planta, su estado ambiental y las
condiciones o técnicas para su extraccion. Previamente, se ha documentado que los
polisacéridos de la PC tienen diferentes dominios estructurales con representatividad, ya que
pueden estar compuestos de hasta 17 monosacaridos distintos, que pueden contener grupos

carboxilicos, algunos de ellos esterificados con grupos metilo o acetilo (Cunha y Gandini, 2010).

Aplicaciones de la PC

La asociacion de las cadenas de PC le confiere la capacidad de solubilizarse en agua y formar
hidrogeles con base a redes tridimensionales. Por lo anterior, estos polisacaridos se han utilizado
con éxito durante muchos afios como agentes espesantes, agentes gelificantes y estabilizadores
coloidales en la industria de alimentos y bebidas. Ademas, los materiales que se forman a partir
de la matriz de PC tienen la particularidad de ser biodegradables. Estas propiedades han atraido
la atencién de muchos investigadores de las areas farmacéutica, cosmética y biotecnoldgica.
Debido a que puede utilizarse para la elaboracion de vehiculo cargados con diversos
componentes (farmacos, células, compuestos bioactivos, entre otros), que pudieran tener
diversas aplicaciones. Dentro de las aplicaciones en la salud, se ha utilizado con mayor frecuencia
en propuestas que se basan en disefios de biomateriales nano o microencapsulados con
farmacos para atender afecciones del tracto gastrointestinal (Castillo y col., 2007).

La PC tiene una gran diversidad molecular involucrada generalmente conformadas por
cadenas polimoleculares y polidispersas, con diversos pesos moleculares que podrian
corresponder a un masa molar entre 50,000 y 150,000 Da (Sriamornsak, 2003). Otra
caracteristica importante de su estructura molecular y que esta relacionada con la calidad que se
comercializa de la PC, es el grado de esterificacion (GE). Cuando la estructura del acido
poligalacturénico esta esterificado por arriba del 50% (GE>50), se establece que la PC esta
altamente metilada y la metilacion por debajo del 50% (GE<50) se establece como pectina de
bajo metilo (Andrade y col., 2009; Farris y col., 2009; Sila y col., 2009). ElI GE afecta las
propiedades gelificantes de las pectinas. De esta manera, las pectinas de baja metilacién forman
gel en presencia de iones multivalentes, que actian como un puente entre pares de los grupos
carboxilo de las diferentes cadenas de pectina (Figura 2). Por otra parte, las pectinas de GE>50
forman gel en medios &cidos con la adicion de diferentes azlcares como sacarosa o glucosa
(Videcoqy col., 2011).
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Durante décadas, se ha conocido que la PC es digerida facilmente por la microbiota
presente en el colon, fomenta la excrecion de &cidos biliares y es una fuente generadora de
acidos grasos de cadena corta, que funciona como fuente energética de los colonocitos y su flora
(Lupton, 2000). Estas caracteristicas han permitido que la pectina sea utilizada como liberador
de drogas para tratar el cancer de colon y otras enfermedades col6nicas (Auriemmay col., 2013).
El problema que ha presentado la pectina como liberador colon-especifico es su degradacion
parcial en el estbmago (pH 2 a 5) y el intestino delgado, debido a que es un polimero soluble en
agua y es propensa a la hinchazén y erosion en el medio acuoso. Esto suele provocar una
liberacion prematura de la droga cuando llega al tracto gastrointestinal superior, limitando su
accion efectiva como vehiculo liberador de droga o sustancias bioactivas en la region colénica.
Por ello, actualmente se han buscado nuevas matrices hibridas que potencialicen las propiedades
de la PC (Wong y col., 2011).

Algunas formas en las que se ha utilizado la PC son en perlas, granulos o microparticulas
y se han tratado de crear otros enfoques para la liberacién col6nica en los que se intenta prevenir
la degradacion prematura del farmaco en la parte superior del sistema gastrointestinal. Algunas
alternativas para evitar su liberacién y degradacién prematura se han enfocado en utilizar
coacervacion (Li y col., 2014), mezclas de polimeros viscosos (Saravanan y Rao, 2010) y
entrecruzamiento con cationes di o multivalentes, entre otros (Auriemma y col., 2013).

La presencia de grupos carboxilos en la PC tiene la capacidad de coordinarse con cationes
divalentes como el Ca?*y formar estructuras denominadas “caja de huevos” (Figura 2). Diferentes
interacciones intermoleculares son las involucradas, implican interacciones electrostéaticas entre
los cationes y las cargas negativas de las cavidades formadas por la cadena del polimero, sitio
donde se insertan los cationes, este proceso es similar a la gelificacién de alginatos. Ademas, las
cajas de huevo formadas entre dos cadenas vecinas, se estabilizan mediante interacciones de
Van der Waals y enlaces de hidrégeno, asimismo de las interacciones electrostaticas (Fraeye y
col., 2010). Pero la utilizacién de Zn?* en el entrecruzamiento de pectina se ha visto que puede
generar una mejor estructura, que se muestra en su baja higroscopicidad, con mayor resistencia
que las generadas con calcio y ademas han sido utilizados en la liberacién de farmacos (Das y
col., 2010).
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Figura 2. Representacion del modelo “caja de huevo”. Las cadenas de acido poligalacturénico
estan representadas por las lineas negras, los iones de calcio y los grupos Carboxilo por circulos.
(Fraeye y col., 2010)

La creacion de peliculas desarrolladas con la combinacion de matrices de PC con gelatina
de piel de pescado y otra membrana de proteina de harina de soya con PC mostraron tener un
aumento en larigidez y la fuerza de tension, disminucién en la solubilidad de agua y permeabilidad
al vapor de agua, en comparacion con las peliculas de PC control. Se observé que la inclusion
de la proteina en cada tipo de membrana promovia las interacciones moleculares entre las
matrices produciendo una estructura homogénea y bien organizada molecularmente, segun lo
revelado por el andlisis SEM y FTIR. Ademas presentaron una alta biodegradabilidad y fue
recomendada para sus probables aplicacion en embalaje o materiales de revestimiento para la
industria alimenticia o farmacéutica (Liu y col., 2007).

Por otro lado, estudios previos que evaluaron la actividad antibacteriana de peliculas
compuestas de AG y gelatina sin emplear agentes sintéticos como antibiéticos han evidenciado
que AG puede ejercer una gran variedad de beneficios incluyendo actividad antimicrobiana, uso

terapéutico en curacion de heridas, Ulceras, actividades inmunomoduladores y anticancerigenas.
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En este mismo estudio, revel6 también que estas peliculas tienen potencial para ser empleadas
en el revestimiento comestible, no solo para proteger a los alimentos del deterioro microbiano,

sino también para mejorar la salud del consumidor (Cheny col., 2010).

Aloe vera Linneo

La sabila es una planta originaria de Arabia y del noroeste de Africa, cuyos lazos con la
humanidad datan de hace mucho tiempo. Su nombre comun sébila, procede de la voz &rabe
“sabaira” que significa "amargo" y el género cientifico Aloe que proviene de otra palabra arabe
“Alloeh” que significa "sustancia brillante amargosa” (INE, 2014). Su utilizacibn como planta
medicinal fue muy importante para las antiguas culturas como los griegos, romanos, egipcios,
hebreos, asirios, arabes y por las diversas culturas africanas (Choi y Chung, 2003).

Esta planta ha sido utilizada desde hace mas de 3000 afios debido a sus propiedades curativas.
Se sabe que existen alrededor de 300 especies de esta planta, de las cuales con base a un
estudio previo se ha demostr6 que solo cuatro de ellas tienen las mayores propiedades
medicinales: Aloe barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox y Aloe arborescens. La
primera es la mas utilizada en la medicina curativa y de mayor popularidad en el mundo y también
llamada cominmente Aloe vera segun la clasificacion de Linneo (Tabla 1) (Atherton, 1998;
Martinez y col., 1996).

Algunas de las especies que la comprenden pueden ser encontrados en cualquier otra parte del
mundo, ya sea por dispersion natural, o bien porque fueron introducidos por sus maltiples ventajas

y actualmente son objeto de cultivo para su explotacion comercial (Alvarez y col., 2012).

Clasificacién y Caracteristicas de la Planta

El Aloe vera (A. vera) tiene un amplio rango de adaptabilidad a diferentes condiciones
ambientales. Los climas en los que se desarrolla van de tropicales y subtropicales a desérticos,
puede resistir la sequia y se caracteriza por poseer tejidos bien adaptados para el
almacenamiento de agua y para altas temperaturas.

Se ha observado que la respuesta de la planta bajo estas condiciones suele detener su
crecimiento y las hojas adquieren una coloracion rojiza (INE, 2014). Como se muestra en la Figura
3, el A. vera es una planta de hojas alongadas, carnosas y ricas en agua, que puede alcanzar

una altura de 50 a 70 cm. Las hojas estan agrupadas hacia los extremos de la planta y con tallos
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de 30 a 40 cm de longitud. Ademas, poseen el borde espinoso dentado, con flores tubulares,

colgantes de color amarillo (Castro, 2004).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del A. vera

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidae

Orden Asparagales
Familia Xanthorrhoeaceae
Subfamilia Asphodeloideae
Género Aloe

Especie A. vera

(clasificacion de Linneo)

A. barbadensis

(clasificacion de Miller)
Variedades A vera var. Vulgaris

A vera var. Humilis

A vera var. Mitiformis

(Alvarez y col., 2012; Serna, 2012).
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Figura 3. Planta de Aloe vera.

La estructura de las hojas esta formada por el exocarpio o corteza, la cual esta cubierta
de una cuticula delgada. La corteza representa aproximadamente del 20 al 30% del peso de toda
la planta y dicha estructura es de color verde o verde azulado, lo que depende de diversos
factores tales como: el lugar, clima o nutricion de la planta. La parénquima, conocida comdnmente
cémo pulpa o gel se localiza en la parte central de la hoja y representa del 65 al 80 % del peso
total de la planta (Figura 4).

Como se menciond anteriormente, entre la corteza y la pulpa, ocupando toda la superficie
interna de la hoja, se encuentran los conductos de aloina que son una serie de canales
longitudinales de pocos milimetros de diametro por donde circula la savia de la planta, conocida
como acibar. El acibar se puede obtener dejando fluir el liquido de los conductos de aloina (Choi
y Chung, 2003).
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Xilema

Figura 4. Hoja de la planta de Aloe vera corte transversal y sus capas.
(Ferraro, 2009; Vega G y col., 2005)

Composicion Quimica del Aloe vera (AG)

De la planta de A. vera, lo més utilizado son las hojas, cada una esta compuesta por tres capas:
una interna que es un gel transparente que contiene 99% de agua y el resto esta constituido de
glucomananos, aminoéacidos, lipidos, esteroles y vitaminas. La capa intermedia o latex que es la
savia amarillo-amarga contiene antraquinonas y glucésidos y la capa externa gruesa llamada
corteza, que tiene la funcién de proteccioén y sintesis de carbohidratos y proteinas. Dentro de la
corteza los haces vasculares son responsables del transporte de sustancias como el agua
(xilema) y almidon (floema) como se muestra en la Figura 4.

Se ha informado que la planta de A. vera esta constituida por una mezcla compleja de
compuestos como se muestra en la Tabla 2 y que mas de 20 de estas sustancias poseen
actividades benéficas para la salud.
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Tabla 2. Componentes quimicos de la planta de A. vera.

Composicién

Compuestos

Antraguinonas

Vitaminas

Minerales

Carbohidratos

Enzimas

Lipidos y compuestos

organicos

Aminoacidos

Acido aloético, antranol, acido cindmico, barbaloina, acido crisofanico,
emodina, aloe-emodin, éster de acido cinamico, aloina, isobarbaloina,
antraceno y resistanol.

Acido fdlico, vitamina B, colina, vitamina B;, vitamina C, vitamina Bs,

vitamina E, vitamina Bg y betacaroteno.

Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre, hierro, manganeso, fésforo
y cromo.

Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa, arabinosa, aldopentosa,
glucomanosa, fructosa, acemanano, sustancias pépticas y L-ramnosa.
Amilasa, ciclooxidasa, carboxipeptidasa, lipasa, bradikinasa, catalasa,
oxidasa, fosfatasa alcalina, ciclooxigenasa y superoxido dismutasa.
Esteroides (campestrol, colesterol, B-sitoesterol), acido salicilico, sorbato
de potasio, triglicéridos, lignina, acido urico, saponinas, giberelina y
triterpenos.

Alanina, &cido aspartico, arginina, acido glutamico, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, tirosina, treonina y
valina.

(Almonacid Moscoso, 2012).

Entre los componentes del AG, destacan los acemananos que son los carbohidratos que

mas ampliamente han sido estudiado, por sus propiedades estimuladoras de la respuesta

inmune, donde se ha demostrado que pueden activar células efectoras e inhibir el crecimiento

tumoral, ademés de bloquear la radiacion UV (Choi y Chung, 2003).

Otro carbohidrato al que se le han atribuido propiedades importantes es la manosa, la cual

se ha visto que tienen la capacidad de estimular el proceso de cicatrizacion y modular la respuesta
antiinflamatoria (Choi y Chung, 2003; Vega G y col., 2005)

Los compuestos fendlicos también han sido estudiados como compuestos importantes de

la planta de AG, ya que pueden actuar como antioxidantes y entre estos se encuentran las

antraquinonas y cromonas. Algunas atranquinonas presentes en el AG son aloina, isobarbaloina
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y aloemodina, de las cuales, la primera es el componente principal del acibar, y la cual es
conocida por sus efectos laxantes, antibacterianos y antifingicos.

Por otro lado, las cromonas presentan una amplia gama de efectos biolégicos como
antibiético y antiinflamatorio, siendo las principales responsables las cromonas aloeresina A y
aloeresina B. Adicionalmente, AG contiene en su composicion 20 tipos de aminoacidos, de los
cuales la arginina es la mas abundante, seguida de las glicoproteinas y algunas enzimas como

la catalasa, la amilasa y oxidasa (Serna, 2012; Vega G y col., 2005; Zapata y col., 2013).

Aplicaciones del A. vera (AG)

La cosmetologia y la farmacéutica son las areas industriales en la que el AG ha sido mayormente
explotado en su comercializacion, a través de productos derivados de la planta. Debido a sus
caracteristicas humectantes, hidratantes, antiinflamatorio, desinfectantes, de regeneracion
celular y por su elevado poder penetrante en la piel. Estas propiedades han ayudado a producir
diversos productos como jabones, cremas, tonificantes, lociones para la piel, filtros solares y otros
productos aplicAndose en heridas y quemaduras leves para lograr una recuperacion rapida del
tejido dafiado (Almonacid Moscoso, 2012; INE, 2014).

Biopolimeros Degradables, su Combinacion para Elaborar Membranas y uso potencial

Actualmente existe un auge en la generacidon de nuevos materiales, tal es el caso del
desarrollo de nuevas peliculas o membranas basadas en polisacaridos destinadas a ser utilizadas
como material de envasado de alimentos comestibles. Un estudio previo, donde se elaboraron
membranas de quitosano con la incorporacion de AG en diferentes proporciones, se encontrd
gue la adicion del AG mejoraba su solubilidad en agua y con propiedades mecéanicas adecuadas.
Pero las caracteristicas del color se vieron afectadas por la adicion del AG (Khoshgozaran-Abras
y col., 2012).

Respecto a sus aplicaciones bioldgicas, las membranas de quitosano con AG han
demostrado tener efectos importantes sobre la propagacion, proliferacion, mantenimiento y
viabilidad de los fibroblastos dérmicos humanos, en estudios desarrollados in vitro. Ademas, ha
mostrado ser capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus el cual es un patégeno
persistente en la mayoria de las infecciones de piel, y de tener propiedades mecéanicas y fisicas
adecuadas para ser aplicadas como apoésitos para heridas (Silva y col., 2013).

Park y Nho (2003), elaboraron apésitos para heridas basados en la mezcla de hidrogeles
de Aloe vera (0.4, 08 y 1.2% m) y poli [vinil alcohol (PVA)]/poli [N-vinilpirrolidona (PVP)] (6/4 m/m)
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por congelacion-descongelacion y uso de radiacion con rayos y (°°Co). Estos apésitos fueron
aplicados en heridas de 1 cm que fueron inducidas sobre la piel de ratas y comparados con
heridas sin revestimiento y con membranas comerciales de uretano. Ellos observaron que la
herida con el apésito de hidrogel presentd una mejor razon de cura que la herida sin revestimiento
o la membrana de uretano (hasta 15 dias de observacion). El efecto de cura fue asociado a las
propiedades que tiene el AG de penetrar en el tejido, reducir la inflamacion e incrementar el
suministro de sangre por la inhibicion de la sintesis del constrictor trombohexano A2 (Park y Nho,
2003). Ademas, recientemente se encontré que el AG contenido en peliculas de Poli (vinil
alcohol), puede influir positivamente en la proliferacion de fibroblastos, sin presencia de
citotoxicidad (Hajian y col., 2017).

Otro factor importante que influye en el retraso de sanacion de las heridas y en varias
enfermedades de la piel son los rayos ultravioleta en la regién de 200-280 nm. Dey y col. (2015),
crearon parches a partir de la combinacion de hidrogeles de N-vinilpirrolidona-acrilamida-AG,
basados en el principio de que la acrilamida muestra resistencia contra el desarrollo de
microorganismos y buena respuesta al hinchamiento, lo cual permite una adecuada difusion de
moléculas de agua a través de la red polimérica (Dey y col., 2015; Ng y col., 2014).

La N-vinilpirrolidona suele ser seleccionada por su biocompatibilidad, no toxicidad y baja
inmunogenicidad y buenas propiedades de barrera y la capacidad de coordinarse con otros
polimeros (Li y col., 2005). Los polisacaridos del AG han mostrado capacidad de reparar los
dafios ocasionados en la piel por la radicaciéon. El modelo de parche de N-vinilpirrolidona-
acrilamida-AG consisti6 en una proporcion constante de N-vinilpirrolidona-acrilamida (2:3) y
variando la cantidad de AG (0, 3.3, 6.3, 9.2y 12 %m) (Dey y col., 2015).

La combinacion de estos hidrogeles ha presentado buena integridad mecanica y una
constante liberacion de flavonoides (solucién tapén a un pH 7.0) asociada con una fuerte
absorcion de rayos UV dafiinos. Por lo tanto, se considera que podria ayudar a la proteccion de
las heridas. La desventaja reportada es la hinchazén del N-vinilpirrolidona-acrilamida-AG
disminuye con la incorporacion del AG. Esto fue atribuido a la presencia de nanoporos, donde
probablemente el AG se dispone sobre sus paredes laterales y esto disminuye el acomodo del
agua, representando una desventaja en su uso como parche para heridas.

En contraste la creacion de peliculas a base de alginato y AG en proporciones 95:5, 85:15
y 75:25, v/v. las cuales fueron preparadas con un entrecruzamiento con cloruro de calcio (5% p/v)
(Pereira y col.,, 2013), en pruebas in vitro realizadas a la pelicula mostraron adecuadas

propiedades mecénicas para poder ser aplicadas en la piel y baja solubilidad en agua en 24 h.
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Ademas, se observo que el incremento en la absorcion de agua e hinchazon estaba asociado a
un bajo grado de entrecruzamiento del alginato con AG.

Por lo tanto, se encontr6é que la absorcién de agua de las peliculas es dependiente de la
cantidad de AG y el pH y su degradacion podia ser ajustada con el cambio en el contenido de
AG, caracteristicas que son utiles en sistemas de administracion de farmacos porque permite
controlar la liberaciéon de biomoléculas (Pereira y col., 2013). La sumatoria de caracteristicas de
las peliculas de alginato y AG ha sido propuestas para ser utilizadas como revestimientos de
heridas ya que tienen la capacidad de hidratar/deshidratar las heridas. Este comportamiento con
el ambiente himedo, ayuda a proteger la herida contra infecciones, evitar su degradacién por la
humedad y acelerar la regeneracién del tejido dafiado (Wang y col., 2002).

Se ha intentado utilizar AG en polvo mediante la remocion del exceso de agua, debido a
gue su forma de gel suele ser altamente inestable. Esto obliga a agregarle agentes
estabilizadores a dicha consistencia, pero la obtenciéon de polvo de AG es costosa y tediosa,
siendo un impedimento para la industria, que requiere lo contrario (Kiran y Rao, 2014). Ademas,
el buscar las condiciones de hidratacion para obtener a partir del polvo, un gel similar al natural
ha resultado complicado. Por eso, la gran mayoria de los estudios prefieren utilizar el AG de
manera nativa y con el minimo proceso posible. Recientemente se ha documentado que una
concentracion de 1.6% m/v de AG en polvo calentado a 30 °C tienen una adecuada formacion
del gel basado en pruebas reolégicas (Kiran y col., 2017).

Minjares y col. (2016) estudiaron el efecto de diferentes procedimientos de secado sobre
las propiedades fisicoquimicas del AG, el analisis FTIR indic6 que los diferentes procedimientos
de secado podian promover la desacetilacion de los acemananos, siendo el principal polisacarido
bioactivo presente en el AG. Estas modificaciones deben tenerse en cuenta para evaluar la
calidad general de los ingredientes funcionales del AG antes de incorporarse a una amplia gama
de productos de los campos cosmético, farmacéutico y alimentario (Minjares-Fuentes y col.,
2016).

En otro estudio donde se evalud la influencia de la temperatura empleada durante el
proceso de secado, y se notd que la estabilidad de algunos pardmetros de calidad nutricional y
funcional en el AG rehidratado dependian de la temperatura aplicada. La mayor pérdida de
nutrientes se observé a 80 y 90 °C. Sin embargo, el contenido de fibra cruda, calcio, vitamina C
y la capacidad antioxidante disminuyeron en las muestras rehidratadas en comparacion con el
AG fresco. De acuerdo con los resultados obtenidos, para obtener un producto de calidad
comercial aceptable y con caracteristicas similares a las del AG en fresco se han sugerido

temperaturas de secado del gel entre 60y 70 °C (Miranda y col., 2009).
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Ademés de la combinacion de carbohidratos con el AG, se ha buscado la combinacion de
AG con matrices proteicas. Lopez-Mata y col. (2016), elaboraron peliculas a base de clara de
huevo y AG en diferentes proporciones. Dichas peliculas mostraron una superficie
estructuralmente homogénea, no porosa y con resto de proteinas insolubles sobre la superficie
de la membrana que fueron observadas en las imagenes de microscopia de barrido electronico,
gue fue inducido por el desplazamiento del contenido acuoso del AG, conforme se fue aumentado
su proporcién en la elaboracion de la membrana. En las peliculas también se observo una ligera
coloracion amarilla y capacidad para bloguear la luz UV. Asimismo, las peliculas mostraron
actividad antibacteriana por contacto contra cepas de E. coli O157: H7 (ATCC 43890) y S. aureus
(ATCC 9144) (L6pez-Mata y col., 2016).

Es importante mencionar, que no todas las combinaciones de las matrices inducen
necesariamente una mejora en las propiedades e incluso en ocasiones pueden resultar en
inadecuadas, lo cual puede limitar sus aplicaciones, (Seslijay col., 2018). Es fundamental resaltar
que la busqueda de las peliculas biodegradables basadas en polimeros de origen natural, han
sido ampliamente investigadas para diferentes aplicaciones biomédicas, incluida la ingenieria de
tejidos, la administracién de farmacos y la curacion de heridas. Dicho interés es debido a la
biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades que presentan las membranas que son muy
similares a los tejidos humanos. Los hidrogeles naturales son materiales atractivos para el
tratamiento de diferentes tipos de heridas, debido a las propiedades como suavidad, alto
contenido de agua, elasticidad, maleabilidad y capacidad pudieran proporcionar un ambiente
huamedo para proteger la herida (Valencia-Gémez y col., 2016)
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MATERIALES Y METODOS
Obtencién del Aloe-gel (AG)

El AG utilizado en este estudio se obtuvo de una planta de jardin particular de Ciudad Obregén,
Sonora, con dos afios de haber sido plantada. Para la obtencién del AG, las hojas de la planta
fueron cortadas desde la base con ayuda de un cuchillo. Estas se envolvieron en papel
absorbente y se transportaron al Laboratorio de Biologia de la Universidad de Sonora, del
Departamento de Ciencias de la salud, Campus Cajeme. Una vez en el laboratorio, se lavaron
para eliminar las impurezas y particulas de latex. Después se retirg la corteza a las hojas para
obtener sélo la pulpa del AG. La pulpa fue licuada (Licuadora Marca Oster, modelo 006831-000-
000) de manera convencional para obtener el extracto. El gel fue filtrado en una malla fina de
poliéster para retirar los restos de fibras vegetales. Se centrifugé a 617 g por 5 minutos y el
sobrenadante se recolect6 y nuevamente se filtrd bajo las mismas condiciones ya descritas. Todo
el gel obtenido se pes6 en una balanza (marca Mettler Toledo, Modelo MS3002S/03) y con base
en la masa obtenida del AG se adicion6 acido citrico (0.01 % m/m) y se agit6 moderadamente
por 10 minutos en una placa de agitacién. Una vez terminado este proceso, se fracciond en
alicuotas de 50 mL y se congelaron a -20 °C para su conservacion hasta el momento de su uso
(Figura 5).

— 0

Extraer la pulpa
evitando arrastrar
parte de la corteza.

Cortar las hojas de la planta Quitar los bordes
(penca) con ayuda de un €SpInosos.
cuchillo ' ‘
ﬁ -
Una vez ceytrifuga(_]o Gel obtenido Filtrar el gel a través de  Licuar hasta formar un gel
ana'd{r 0.01 % de Acido centrifugar a 4000 una media fina para homogéneo (sin trozos)
citrico y guardar en rpm / 5 minutos quitar impurezas
congelacion. repetir por triplicado. mayores

Figura 5. Obtencion de AG.
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Preparacion de la Solucion PC

La PC que se utilizo para este trabajo proviene de la casa comercial QUIMICA SUSATES S.A DE
C.V. (Chemical Meyer Reactive, México, DF) con un = 65% de acido D-glucurénico. El grado de
esterificacion de este reactivo se calcul6 con la ecuacion (Ec.1) basada en el valor de area de las
bandas que arroj6 el éster carbonilo (EC) a una longitud de onda de 1746 cm™, segln lo
establecido en el protocolo de Gnanasambandam 2000, (Gnanasambandam y Proctor, 2000). La

PC se prepar6 en una solucién acuosa al 3.0 % m/v, para obtener el hidrogel.
4.0013

— A -1
Ec.1 GE = Area EC a 1746 cm +—0.46472

Elaboracién de Membranas

Se prepararon cinco tipos de membranas con diferentes proporciones de PC y AG, las
combinaciones de las matrices se realizaron como se menciona a continuacion: 50PC/50AG,
60PC/40AG, 70PC/30AG, 80PC/20AG, 90PC/10AG (% p/p) y un control de PC. Una vez
mezcladas, a cada una de las proporciones se les adiciond 2.5 % glicerol (m/m). Estas mezclas
de matrices se agitaron a 8 RPM por 5 minutos. Después se colocaron en la base de cajas Petri
y se colocaron en una incubadora a 40 °C por 48 h, transcurridas estas horas, las membranas
secas fueron retiradas de la base con mucho cuidado, recortando los bordes. Las membranas se
guardaron individualmente en bolsas plasticas con cierre hermético, etiquetadas y con gel de

silice como desecante en su interior a 25 °C para su posterior andlisis (Figura 6).

= Preparacién de solucion

% % PC al 3% (p/v)
Extraccion de AG de planta \ /

Pesar en las siguientes
355& proporciones (% p/p)

-\f 50PC/S0AG
60PC/40AG

g " 70PCI30AG

- ‘ 80PC/20AG

— ] 90PC/M0AG

—
Vaci bre Ia b 100PC/0AG
3‘3‘"' sobre Pa tr?se Agitacion por 5§ minutos
€ la caja Petrl Glicerol al 2.5% (v/p).
Colocar 40 "C x 48 h
-

Figura 6. Preparacion de Membranas.
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Evaluacion Fisica

Grosor

El grosor se calcul6é con un micrémetro (Mitutoyo IP65, Japdn) con precision de 1x10° mm. Las
mediciones se realizaron en diferentes puntos elegidos al azar de cada tipo de membrana,
realizado por triplicado. Estas mediciones se usaron para estimar la transparencia y la

permeabilidad al vapor de agua.

Caracterizacion de la Microestructura

La morfologia de las membranas obtenidas se examind con un microscopio electronico de barrido
(SEM, por sus siglas en inglés) marca JEOL modelo JSM 5410LV, equipado con un sistema
INCA, detector de microanalisis EDS (Energy Dispersive X-Ray por sus siglas en inglés) marca
Oxford Instruments, operado a 20 kV. Para este analisis las muestras se enviaron al
Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora en

Hermosillo, Sonora.

Solubilidad

La solubilidad se determiné segun lo reportado por Casariego y col., (2009). Las membranas se
cortaron en cuadros de 1.0 x 2.5 cm y se colocaron en un horno con vacio (Binder, mod. VD 115)
(35 kPa x 24 h) para obtener el peso de las membranas secas. Posteriormente las membranas
se sumergieron en 20 mL de agua destilada en cajas Petri y mantenidas a 25 °C por 24 horas
con agitacion ocasional. Una vez transcurrido el tiempo, se volvié a secar hasta peso constante
en el horno al vacio, para determinar el peso de materia seca, que no se solubilizé en agua. La

solubilidad se calcul6 con base a la ecuacion 2 (Ec.2):

Mi — Mf
—) 100

Ec.2 % Solubilidad = (

Donde Mi representa la masa inicial y Mf masa final, (Casariego y col., 2009).

Permeabilidad al Vapor de Agua

La permeabilidad vapor de agua (PVA), se determind gravimétricamente basados en el método

ASTM E96-92 (Guillard y col., 2003). Las membranas se colocaron en la parte superior de

29



matraces de 50 mL adheridas con pegamento en barra, los matraces contenian 10 mL de agua
destilada [100 % de humedad relativa (HR); 3.168 kPa de PVA a 25 ° C]. Posteriormente, se
colocaron dentro de un desecador con sulfato de calcio anhidro a 25° C y 0 % de HR (0 kPa de
PVA). Los matraces, se pesaron en intervalos de 3, 6, 9y 12 h, tomando en cuenta el peso inicial
(0 h). El estado ideal y uniformidad de las condiciones de PVA se asumio por la circulacion de
aire constante al exterior del matraz. Para ello, se utiliz6 un ventilador miniatura dentro del
desecador. Con el valor de las diferencias de masa perdida de los matraces se realizd una gréfica
con respecto al tiempo, para estimar la pendiente mediante la ecuacion de la recta. Una vez
obtenida la pendiente se calcul6 la razén de transmision de vapor de agua (RTVA) mediante la
ecuacion 3 (Ec.3):
Pendiente

Ec.3 RTVA=-
Area de la Pelicula

La PVA de las membranas se calcul6 multiplicando la RTVA por el grosor promedio de la pelicula
(9) y se dividi6 por la diferencia de las presiones parciales dentro (PA:) y fuera del matraz (PA>)

como se expresa en la ecuacién 4 (Ec.4):

Ecd PVA=— ¢

Color

A las membranas se les midié el color con un colorimetro (X-rite SP-62), sometiendo seis
membranas de cada concentracion respectivamente y se realizé un promedio de tres mediciones
al azar. El color de las membranas se expresé con base en el modelo CIELAB (L*, a* y b*). Los
parametros seleccionados como L* representan la luminosidad del material estudiado y b*

representd una escala de color de amarillo al azul y a* del verde al rojo.

Opacidad (%)

El porcentaje de Opacidad se determind por medio del software del equipo X-rite SP-62
establecido en la escala de color Hunterlab (sobre blanco y negro). La medicién se realiz6 por

triplicado para cada tipo de membrana (Carneiro-da-Cunha y col., 2009).
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Transmitancia

Primeramente, se realizaron pequefios cortes de las membranas de 1.3 x 4.5 cm; y se colocaron
en una celda de cuarzo y paralelas a una de las caras transparentes de la celda. Las celdas con
las membranas fueron llevadas al espectrofotometro de barrido (espectrofotometro UV-vis Marca
Cintra 10e, Australia). La lectura de cada membrana se realiz6 por triplicado usando las siguientes
longitudes de onda: 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 y 900 nm. De esta manera se abarcaron

tanto el rango ultravioleta como el visible (Han y Floros, 1997).

Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Cada muestra de membrana (5 mg) se mezclé con bromuro de potasio y después por compresion
se obtuvo un disco. Dichos discos fueron escaneados con una resoluciéon de 2 cm™, a una region
de longitudes de onda de 400-4000 cm™, empleando el espectrofotometro FTIR Perkin-Elmer

1600. Todas las mediciones se realizaron por triplicado en modo de transmitancia.

Propiedades mecanicas de la pelicula

Se empled el método estandar ASTM-D882-12, para medir la resistencia a la traccién (RT), el
porcentaje de elongacion (PE) y el médulo de elasticidad (ME). Las membranas se recortaron en
rectangulos (6.0 cm x 1.0 cm) y se acondicionaron a 52 % de humedad relativa (HR) durante 24
h antes de su ensayo con bromuro de sodio. Después las membranas se montaron y se sujetaron
con agarre de Texturometer TAXT-Plus Stable Micro Systems, Surrey, UK). Los resultados se
analizaron con el software Exponent Lite (Versién 4.0). Las condiciones del ensayo fueron las
siguientes: carga de 30 kg, un calibre inicial de 4 cm de longitud y estirado usando una velocidad
de cruce 20 mm min™. El porcentaje RT se expresé en MPa y se calculé dividiendo la carga
maxima por el area inicial de la seccién transversal de la pelicula. El porcentaje PE se calcul6
como la relacion entre la longitud de aumento y la relacion de longitud inicial de la pelicula. EI ME
se evaluo utilizando la pendiente del comportamiento lineal tension-deformacion. Todas las

pruebas se realizaron cinco veces para cada tipo de membrana.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las PVA, transmitancia, color, opacidad, espesor y propiedades mecanicas, fueron utilizados
como variables respuestas (dependientes), asignando como variables independientes las
proporciones de PEC/AG utilizada y la membrana control de solo PC. Para lo anterior, se realizd
un andlisis de varianza para probar las diferencias entre las medias utilizando la prueba de
Duncan con un a = 0.05 para la toma de decisiones y estableciendo un nivel de significancia de
p < 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS,
2000.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades Opticas

Los resultados del andlisis de color de las membranas de PC/AG se muestran en la Tabla 3. A
pesar de que las membranas presentaron alta luminosidad (valores L") (Figura 7), esta disminuy6
significativamente en relacion con el incremento de la proporcién de AG, especificamente a partir
de los intervalos de las proporciones 70/30 y 50/50. Ademas, al incrementar dichas proporciones
la tonalidad de la coloracion amarilla de las membranas (valor b*) aumenté significativamente
(3.93-6.47), asociado con la cantidad de AG adicionado a la membrana (p < 0.05). La proporcién
50/50 fue la que mostro la coloracion amarilla mas intensa, comparada con el control, (hasta 64%

mas).

Tabla 3. Parametros de color en membranas de PC/AG.

Proporciones de membranas L* a* b*
PC/AG (%p/p)
100/0 92.70 + 0.222 -1.18 £ 0.082 3.93+0.25%
90/10 92.63 + 0.01? -1.28 £ 0.01° 4.13 +£0.302
80/20 91.98 + 0.292 -1.29 + 0.02% 4.91 + 0.30°
70/30 91.05 + 0.17° -1.11 + 0.052 5.91 £ 0.18°
60/40 91.03 £ 0.10° -0.74 + 0.05° 5.58 + 0.25°¢
50/50 90.15 + 0.49°¢ -0.52 £ 0.10° 6.47 + 0.40¢

* Las diferentes letras en cada columna indican la diferencia significativa por la prueba de Duncan (p<0.05
Los resultados expresan la media + el error estandar.

El comportamiento de la coloracién amarilla podria atribuirse a las antraquinonas, que
estan normalmente presentes en la corteza de la planta de A. vera, como previamente ha sido
reportado por Khoshgozaran-Abras y col., (2012), estos autores establecen que, durante la
obtencion del AG, las antraquinonas son componentes dificiles de remover, la desventaja es que
estos remanentes son muy susceptibles a la luz, la oxidacion por el ambiente (Yamaguchi y col.,
1993), lo que probablemente pudo haber influido en los cambios de color de nuestras membranas.
Por otra parte, los valores de transmitancia y opacidad se pueden apreciar en la Tabla 4, donde
podemos observar que todas las proporciones de membranas de PC/AG, tienen la capacidad de
transmitir una baja cantidad de luz UV a 200 nm, cuyos valores de transmitancia son 0.002-0.013,
No obstante, a pesar de la propiedad de reducir el paso de la luz UV, la membrana fue menos
eficiente a 300 nm (3.55-27.90) y 400 nm (46.99-66.29). Se observé también una tendencia de
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reduccion de la transmision de luz UV conforme la proporcion AG aumentaba en las membranas.
Estudios previos han evidenciado, que el AG contiene componentes especificos del Aloe como
antraquinonas, polisacaridos y vitaminas (Tabla 2), que podrian ser los responsables de reducir
la transmision de la luz UV (Khoshgozaran-Abras y col., 2012; Lépez-Mata y col., 2016). Otro
factor que pudo haber tenido influencia en la variacion de la transmision de la luz es el grosor de
las membranas (basados en la Ley de Lambert-Beer). Dichos grosores fueron muy diversos,
(Tabla 5), debido a que el método de Casting no homogeniza los grosores de las membranas vy,

ademas, este también depende de la concentracidén de los constituyentes que fueron utilizados.

Figura 7. Imagenes de las membranas de PC/AG, A: 100/0, B: 90/10, C: 80/20, D: 70/30, E:
60/40 y F: 50/50.

La opacidad es una medida que nos indica también que tan trasparente es 0 no una
membrana. Cuando mayor sea el valor de opacidad, menor seré la transparencia y viceversa.
Por lo anterior, podemos considerar que todos los valores obtenidos de las membranas (Tabla 4)
nos indican que fueron trasparentes y que la proporcion de AG adicionado en la formulacion de

la membrana no tuvo efecto significativo en los valores de opacidad (p > 0.05). A diferencia de
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nuestro estudio, informes previos sobre la evaluacion de la opacidad en membranas de AG
combinadas con diferentes matrices (excluyendo la PC) han reportado que la adicion de AG
puede inducir cambios en la transparencia de la membrana, adquiriendo una apariencia mas
obscura con tonalidad de color café intenso, que fue fuertemente asociada con la presencia de
antraquinonas (Gutiérrez y Alvarez, 2016; Khoshgozaran-Abras y col., 2012).

Tabla 4. Transmitancia (%) de la luz y Opacidad (%) de membranas de PC/AG.

Longitud de onda (nm)

Membranas de 900 800 700 600 500 400 300 200 Opacidad*

PC/AG (%p/p)
100/0 88.20 87.06 85.39 82.85 7821 66.29 27.90 0.009 9.91+0.25%
90/10 89.20 87.90 85.92 82.83 77.48 60.62 16.10 0.009 10.43+0.172
80/20 89.02 88.14 86.84 84.77 81.32 67.63 23.68 0.006 9.80+0.10?
70/30 89.06 88.25 86.99 84.76 81.21 63.13 14.80 0.002 10.64 +0.31?
60/40 87.01 85.96 84.38 81.60 77.27 54.60 7.79 0.013 10.10+0.30?
50/50 85.47 84.23 8243 79.23 74.38 46.99 355 0.011 10.58+0.30?

* Los resultados expresan la media + el error estandar y las diferentes letras en la misma columna

indican una diferencia significativa por la prueba de Duncan (p < 0.05).

Solubilidad y Permeabilidad Vapor de Agua (PVA)

Durante la prueba de solubilidad, cuando las membranas de proporciones 100/0, 90/10 y 50/50,
(Figura 8) fueron colocadas en agua (imagenes A, B y F), adquirieron la forma de gel que quedo
depositada en el fondo del tubo. Sin embargo, la membrana 80/20 (imagen C) presenté cambios
estructurales y se observé una capa delgada en forma de laminilla traslucida que fue mas notoria
en la proporcion 70/30 (imagen D), incluida una division que formaba dos laminillas (forma de
angel). Las formas de laminillas se perdieron (imagen E y F) en las membranas cuyas
proporciones de PC fue mas baja (50/50), y tomaron la forma observada en las proporciones
100/0, 90/10 y 50/50. Esto nos podria indicar, que el AG, junto con la PC, podria interaccionar
para formar estas formas de laminillas en presencia de agua.

Ningun tipo de membrana (sobrenadante) fue posible recuperar del agua, debido a que
las membranas fueron degradadas complemente mientras se descartaba el agua. Por lo tanto,
las membranas fueron completamente solubles en agua (100%). La alta solubilidad de las
membranas de PC se ha relacionado estrechamente con el plastificante utilizado. Pasini-Cabello
y Col. (2015) estudiaron el efecto de los plastificantes glicerol y polietilenglicol en la estructura de

la pelicula de PC (Pasini Cabello y col., 2015). Ellos encontraron que las peliculas con glicerol
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(5%) mostraron un incremento en la solubilidad de 9.28 al 100% después de 12 h de inmersion
en agua debido al glicerol. En cambio, el polietilenglicol (5%) agregado a las membranas de PC
redujo la solubilidad en agua (de 24.8% a 22.4%). El glicerol parece actuar como un plastificante
de manera intermolecular, debido a la capacidad de formar fuertes enlaces de hidrégeno, lo que
conlleva a la ruptura intramolecular de la conectividad de las cadenas de PC. Por lo anterior, la
formacion de las laminillas observadas puede estar relacionada con la nueva interaccion de
enlaces de hidrégeno debido a la asociacién molecular de las cadenas PC/AG descrita en el

apartado de analisis de FTIR.

E)60/40  F)5050

[ T — #L

A)100/0  B)90/10 C)80/20 D)70/30

Figura 8. Prueba de solubilidad de membranas de PC/AG en agua.

Por otro lado, la PVA es un parametro usado para evaluar la efectividad de membrana
como barrera ante la humedad entre un espacio interno y externo (Felton, 2007). En la Figura 9
se muestra el comportamiento de la PVA de las membranas. Algunos estudios publicados
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demostraron que el AG al combinarse con otras matrices puede potencializar la capacidad
hidrofilica de la nuevas pelicula hibridas, (Pereiray col., 2013; Silva y col., 2013).

Hasta este punto, nuestras hipétesis eran que todas las membranas PC/AG podrian
mostrar valores mas altos de PVA con respecto al control. Sin embargo, no se observo ninguna
diferencia entre el control y las membranas analizadas (90/10, 70/30, 60/40 y 50/50), con valores
en un rango de 2.68 a 1.48 g mm/m?2h kPa. De acuerdo con esto, las membranas demostraron la
permeabilidad apropiada de vapor de agua. Notablemente, la membrana 80/20 mostré los valores
mas altos de PVA (hasta un 63%), comparado con el control (p<0.05) y las proporciones restantes
de PC/AG, este valor fue incluso menor que el informado en quitosano (Sharmin y col., 2012) y
Aloe-gel/clara de huevo (LOpez-Mata y col.,, 2016) de ahi que estas peliculas pudieran

considerarse apropiadas para mantener un ambiente himedo.

50 -
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PVA (g-mun'm’” -h-kPa)

0.0 - '
100/0 (Contrd) 90/10 80/20 70/30 60/ 40 S50/50

Membranas PCIAG (%)

Figura 9. Permeabilidad vapor de agua (PVA) de las membranas PC/AG.
*Las diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0.05
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El incremento observado en los valores de PVA podria estar asociado a la disposicion de
la estructura que adopté la membrana en la proporcion 80/20 durante su obtencion, lo que
conllevé a la reduccion significativa de su grosor, esto se puede observar en la Tabla 5. Este
cambio pudo haber permitido una mayor impregnacion del vapor de agua a través de la
membrana. Este arreglo de la membrana esta sustentado por el analisis de FTIR. Ademas, se ha
observado previamente que la reduccién del grosor incrementa los valores de PVA en
membranas de PC/alginato (Pereira y col., 2013). Este efecto podria ser atribuido a la perdida de
la compactacion de la estructura macromolecular de la membrana, que pudo haber generado un
espacio libre en la estructura polimérica (Hamman, 2008). Sin embargo, no se observaron
cambios significativos en los valores de PVA a medida que decrecié la proporcién PC de 70/30 a
50/50.

Propiedades mecanicas

La resistencia a la tracciéon (RT), el porcentaje de elongacién (PE) y el modulo elasticidad (ME)
son las caracteristicas mecanicas mas importantes de los materiales ya que esta informacién
ofrece el rumbo de las probables aplicaciones de los materiales. La RT se define como la tensién
de traccibn maxima que la membrana puede tolerar. El PE representa el cambio méaximo en la
longitud de una membrana durante la prueba antes de romperse; y ME es una medida de la
rigidez de la membrana (Srinivasa y col., 2007). En la Tabla 5 podemos observar que todas las
propiedades mecéanicas de PC cambiaron en relacion con la mayor proporcion de AG en las
membranas.

Conforme se incrementé la proporcion de AG, la resistencia de las membranas aumenté
significativamente en las proporciones 80/20 (1,30 veces), 70/30 (1,42 veces), 60/40 (1,52 veces)
y 50/50 (1,63 veces), en comparacion con el control. Se observo también, una tendencia similar
en el PE y el ME, donde las membranas mostraron una mayor extensibilidad y plasticidad, que
pudiera estar asociada al incremento de AG en las membranas 90/10, 80/20 y 70/30, alcanzando
valores maximos en las proporciones 60/40 y 50/50. Esto indicé que los umbrales de flexibilidad
y plasticidad (valores PE y ME) fueron expuestos por la composicion de la membrana PC/AG

hasta la proporcion 60/40.
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Tabla 5. Propiedades mecanicas de las membranas de PC/AG.

Membranas de RT (MPa) PE ME (MPa) Grosor (mm)
PC/AG (% p/p)

100/0 (Control) 4.34 + 0.08% 37.90 +0.80% 113.4 + 1.652 0.113 + 0.0052
90/10 5.04 £ 0.03? 35.40+0.858 119.2+0.89° 0.151 + 0.010°
80/20 5.59 £ 0.14°¢ 36.39+0.48% 122.0+1.71° 0.093 + 0.003*
70/30 6.17 + 0.15¢ 41.20+0.37° 128.1+1.03¢ 0.101 + 0.005%
60/40 6.64 + 0.10° 43.16 £ 1.10° 129.0 + 0.82¢ 0.107 + 0.002
50/50 7.11 £ 0.05 43.43+1.20° 130.6 + 1.49¢ 0.104 + 0.0012

* Media * el error estandar y las diferentes letras en la misma columna indican las diferencias
significativas por la prueba de Duncan (p < 0.05). RT= resistencia a la traccién, PE=
porcentaje de elongacién y ME = médulo de elasticidad

Un comportamiento similar fue observado previamente en peliculas preparadas con
celulosa bacteriana/AG y quitosano/AG (Khoshgozaran-Abras y col.,, 2012; Saibuatong y
Phisalaphong, 2010) el cual fue atribuido a la presencia de AG (entre proporciones 40-50% de
AG). Por el contrario, Gutiérrez y Gonzalez (2017), encontraron que las propiedades mecanicas
de las peliculas de harina de platano/AG mejoraban sus propiedades mecéanicas a medida que
aumentaba el contenido de AG (Gutiérrez y Gonzalez, 2017).

Algunos estudios sobre peliculas basadas en matrices de polisacaridos (celulosa y
almidén) mezclados con AG han mejorado las propiedades mecénicas, y este efecto se ha
atribuido particularmente a acidos organicos (principalmente &cido citrico) y otros compuestos
con potenciales de ser agentes entrecruzantes y que han sido encontrados en el AG (Gutiérrez y
Alvarez, 2016; Saibuatong y Phisalaphong, 2010). Por lo contrario, el alto contenido de humedad
del AG ha sido reportado como un plastificante en la pelicula quitosano/AG que puede influir
negativamente en sus propiedades mecanicas (Khoshgozaran-Abras y col., 2012). Ademas, el
uso del glicerol como plastificante también pudo haber inducido cambios en la flexibilidad,
generando membranas mas débiles y mas deformables que las de PC sin contenido de glicerol.

El aumento de la extensibilidad y la plasticidad de la membrana PC/AG también puede
resultar de la interaccion del glicerol con enlaces de hidrogeno de los polisacéridos de AG y PC.
Esta interaccion podria influir en el debilitamiento de la interaccion intra e intermolecular en
peliculas elaboradas a partir de harina de platano-AG como lo ha informado anteriormente
Gutiérrez y Gonzalez (Gutiérrez y Gonzalez, 2017), por lo tanto, los cambios en las propiedades

mecanicas en nuestras peliculas probablemente fue el resultado de la formacion de union de

39



hidrégeno entre las cadenas de polisacaridos de PC y AG que pudieron haber sido influenciadas
por la presencia del plastificante. Ademas el contenido de humedad, calcio y el zinc en el AG
pueden tener capacidad de entrecruzamiento como Cruz-acoplamiento, principalmente con la PC
(Ahlawat y Khatkar, 2011; Dhalleine y col., 2011).

Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de FTIR se realizé para explorar la interaccion intermolecular entre las cadenas
de PC y el AG en las diversas proporciones de PC/AG. Para ello, se analizaron las bandas
caracteristicas de la absorcion, asi como, la aparicion de nuevos picos o cualquier cambio
méaximo cuando aumenta la relacion AG (Figura 10). Luego, se siguio la intensidad de absorcion
y la forma de tres bandas centrales alrededor de 3284 cm™ (-OH), 1746 cm™ (-C= O) y 1645 cm"
1 (-COO0-). La banda ancha compuesta por mdltiples picos encontrados en 1500-1175 cm™* fue
atribuida a la vibracién de estiramiento de -COO-, -CH vy flexiébn -OH y a las vibraciones de
estiramiento C-O-C (Brugnerotto y col., 2001; Mishra y col., 2008). La amplitud, la forma y la
intensidad de absorcién de estos picos mostraron que las interacciones intermoleculares pueden

tener lugar entre las cadenas de polisacéridos.
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——90/10
80/20
—— 70/30
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Figura 10. Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de membranas de
PC/AG.
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Por lo tanto, se argumenté que la adicibn de AG afecta negativa o positivamente la
formacion de enlace de hidrégeno, basados en el andlisis del area total de la banda de 3284 cm-
! (Tabla 6).

Tabla 6. Area total de la banda localizada en un rango de 3700 a 3000 cm .

Membranas de Area Longitud de onda (cm™)
PC/AG
100/0 (Control) 511.11 3284
90/10 482.78 3284
80/20 459.71 3284
70/30 554.50 3283
60/40 573.39 3279
50/50 461.63 3275

Las areas totales para las relaciones 90/10 y 80/20 disminuyeron en comparacién con la
calculada para el control, esto sugiere un reordenamiento de las cadenas de polisacéaridos por la
interrupcién de los enlaces de hidrégeno entre las cadenas PC/PC y la formacién de nuevas
uniones de hidrégeno debido a la asociacién molecular de las cadenas PC/AG. Este efecto puede
asociarse a los grupos acetil presentes en la estructura de la columna de los polisacaridos de AG.

Notablemente, las areas totales para las relaciones 70/30 y 60/40 fueron mayores que en
la muestra control, sugiriendo un segundo reordenamiento de las macromoléculas de
polisacéaridos que se encargan de la formacién de enlaces entre las cadenas PC y AG alcanzando
la formacién maxima de vinculacién del hidrégeno en la proporcién 60/40.

Se sugiere que las estructuras principales de los polisacaridos PC y AG juegan un papel
importante en el proceso de disposicion de las cadenas de polisacaridos que da como resultado
la formacion mejorada de enlaces de hidrogeno basados en el acido D-galacturénico enlazado
en a (1-4) de la PC (Urias-Orona y col., 2010), con los polisacaridos de AG, compuesto en gran
parte por acetil glucomananos vinculados en B (1-4) (Hamman, 2008). Sin embargo, se debe de
tener en cuenta de que las asociaciones PC/PC y AG/AG son posibles en las proporciones
analizadas, pero la posibilidad de las interacciones PC/PC 0 AG/AG es alta basados en la relacion
de polisacéridos contenidos en las matrices usadas.

En este sentido, la disminucion del enlace total del hidrogeno en la proporcion 50/50
sugiere que las cadenas de la interaccion de PC/AG disminuyeron también, en relacion con la

gran cantidad de AG. Estos resultados fueron apoyados por la modificacién de los picos de
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absorcion C=0 y -COO- localizados en 1746 cm™ y 1645 cm, respectivamente. Los cambios en
la formay la intensidad de la absorcion de estas bandas y la presencia de pequefios hombros en
estos 2 picos de absorcién corresponden a los grupos C=0 (1726 cm™?) y -COO- (1624 cm™) que
resultaron del AG anadido.

La asociacion intermolecular de las cadenas PC-AG puede asociarse al pico C=0
levemente desplazado de 1746 a 1740 cm™ y al hombro C=0 desplazado de 1726 a 1720 cm™.
Ademas, se puede obtener méas informacion intermolecular en funcién de la banda de vibracién
de estiramiento -COO- del espectro PC. Esta banda esta compuesta por un pico localizado a
1646 cm™® y un hombro ancho y pequefio centrado en 1612 cm™. Cuando se agregé AG, la
intensidad de absorcion de este Ultimo hombro se volvié mas fuerte que el pico de 1646 cm™y se

puede observar un pequefio hombro a 1624 cm™ relacionado con la interacciéon PC-AG.

Caracterizacion de la Microestructura (SEM)

Las imagenes SEM de membranas PC/AG se muestran en la Figura 11. Las membranas control
y las proporciones 50/50 mostraron caracteristicas de superficie similares sin separacion de fases
o grietas perceptibles. Ademas, se observaron estructuras regulares y homogéneas, densas y no
porosas. En la superficie aparecieron estructuras de color blanco, que pueden ser azlcares u
otros compuestos de bajo peso molecular que probablemente fueron expulsados durante el
proceso de secado de las membranas. Las membranas 90/10, 80/20 y 70/30 mostraron
irregularidades sobre y dentro de la membrana. En la Figura 11: f, i y | (observada a 2000 X), al
principio se observaron estructuras amorfas de diferentes tamafios en la superficie (proporcion
de 90/10), pero luego se defini6 mas la forma de estas, cuyas dimensiones fueron = 3 a 7.5 um
(proporcion 80/20). Finalmente, las estructuras eran de mayor tamafo (=15 ym) con forma de
ocho (Figura 11: I, membranas 70/30, observada a 2000X). Estas formas fueron menos notables
en 60/40 y luego desaparecieron en las membranas 50/50.

Estos cambios en la superficie se pueden atribuir a la asociacion intermolecular de los
polisacéridos de las cadenas PC-AG sugerida por el andlisis FTIR. Por lo general, se han
reportado formas irregulares en la superficie de las membranas de PC relacionadas con las
interacciones intermoleculares de la estructura de la columna de este polisacarido (Rezvanian y
col., 2017).
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Figura 11. Microscopia de membranas de PC/AG, donde 100/0 (a,b y c), 90/10 (d,e y f), 80/20 (g,h e i), 70/30 (j,k y 1), 60/40 (m,n y 0)
y 50/50 (p, q y 1).
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CONCLUSION

La adicion de AG en las proporciones PC aumentd la tonalidad amarillo claro en todas las
membranas que mantuvieron su transparencia y reducen el paso de la luz UV a 200 nm. Todas
las membranas fueron 100% solubles en agua y se observé que el aumento de AG en la
proporcion de PC no indujo cambios significativos de PVA (excepto en la membrana 80/20),
aungue la mayor concentracion de AG fue acompafiada por una mejor resistencia, mejor
extensibilidad y plasticidad. El andlisis FTIR basado en el area total estimada de 3284 cm™ sugiri6
una reorganizacion de las macromoléculas de los polisacaridos debido a la mayor formacion de
enlaces de hidrégeno entre las cadenas PC y AG. Ademas, algunos cambios observados en la
superficie de la membrana (90/10, 80/20 y 70/30, analizadas a 2000 X) fueron revelados por el
andlisis microestructural. Por lo anteriormente descrito, este estudio sugirié que las membranas
PC-AG producidas tienen potencial como biomaterial que pudiera emplearse para aplicaciones

practicas en la salud humana. Por eso es importante continuar con su estudio.
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=

RECOMENDACION

Evaluar el potencial biolégico en cultivos de distintos linajes celulares.

Evaluar el efecto de las membranas sobre células humanas, por ejemplo, sobre células
de la epidermis y comprobar su efecto en la regeneracion del tejido.

Realizar combinaciones con otras matrices que pudieran mejorar sus propiedades y
aumentar su potencial.

Probar la microencapsulacion de compuestos en esta combinacion de matrices.
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ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas y Siglas

%. Porcentaje

% m. porcentaje masa.

°C. Grado Celsius o Centigrado.
>. Mayor a.

<. Menor que.

100/0. Membrana control 100% de PC.

50/50. Membrana de proporcion 50% PC y 50% AG.

60/40. Membrana de proporcion 60% PC y 30% AG.

70/30. Membrana de proporcion 70% PC y 30% AG.

80/20. Membrana de proporcion 80% PCy 20% AG.

90/10. Membrana de proporcién 90% PC y 10% AG.

a*. Valores rojo — verde en el modelo CIELAB.

AG. Aloe-gel o Aloe vera.

ASTM. Sociedad Americana para Ensayos de Materiales. (American Society for Testing
Materials).

ATCC. Coleccion de Génerons de Cultivos Americanos (American Type Culture Collection).

b*. Valores amarillo — azul en el modelo CIELAB.

CIAD. Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo.

CIELAB. Comision Internacional en lluminacion L*a*b* (Commission internationale de
I'éclairage).

CIIBAA. Centro de Investigacion e Innovacion Biotecnolédgica, Agropecuaria y Ambiental.

cm. Centimetro.

Ec. Ecuacion.

EC. Ester Carbonilo

EDS. (Energy disperse X-ray).

FTIR. Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier.

g. Grosor.

GE. Grado de esterificacion.

h. Hora.

HR. Humedad relativa.
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INE. Instituto Nacional de Ecologia.

kPa. Kilo Pascal.

kV. kilovoltio

L*. Luminosidad del color en el modelo CIELAB.
ME. Modulo de elasticidad.

M¢. Masa final.

Mi. Masa inicial.

m/m. Proporcién masa/masa.

m/v. Proporcion masa volumen

nm. Nanometro.

MPa. Mega Pascal.

PAL. Presion parcial interna.

PA2. Presion parcial externa.

PC. Pectina Citrica.

PE. Porcentaje de elongacion.

pH. Potencial de hidrégeno.

p/v. Proporcién peso/volumen.

PVA. Permeabilidad al vapor de agua.

RT. Resistencia a la traccion.

RTVA. Razdén de transmisién del vapor de agua.
S.A. de C.V. Sociedad Andnima de Capital Variable.
SEM. Microscopio electrénico de barrido (scanning electron microscope).
UV. Ultravioleta.

v/v. Proporcién volumen/volumen.

0Co. is6topo radiactivo sintético del cobalto.

52



