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Resumen

El interés en el desarrollo de peliculas para la conservacion de alimentos se encuentra en aumento debido a
la gran disponibilidad de recursos y métodos de sintesis para generarlas. Entre los polisacaridos naturales,
quitosano es un biopolimero con amplio uso producido por la desacetilacion de quitina, el cual presenta una
buena capacidad para formar peliculas adecuadas como envoltorios de alimentos. Por su parte, los
antioxidantes naturales tales como acido galico, presentes en muchos alimentos vegetales, actuan como
inhibidores de la actividad oxidante de radicales libres, los cuales aceleran la descomposicién de alimentos.
Por ese motivo, en este estudio se planted la preparacién de peliculas de quitosano modificadas por adicion
de acido galico, para el posterior analisis de su factibilidad como pelicula envoltorio con actividad
antioxidante en la preservacion de alimentos.

Palabras Claves: Quitosano; Acido Galico; Antioxidantes; Peliculas.

Abstract

The interest in the development of food preservation films is increasing due to the wide availability of
resources and methods of synthesis to generate them. Among natural polysaccharides, chitosan is a widely
available biopolymer obtained from the deacetylation of chitin, which has a good ability to form suitable films
for food packaging. Meanwhile, natural antioxidants such as gallic acid, available in many vegetable foods,
acts as an inhibitors for the oxidant activity of free radicals, which accelerate the decomposition of food. For
this reason, in this study modified chitosan films with gallic acid were obtained. Further feasibility analyses of
packaging films with antioxidant activity for food preservation are being performed.

Keywords: Chitosan; Gallic Acid; Antioxidants; Films
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Resumen

El interés en el desarrollo de peliculas para la conservacion de alimentos se encuentra en
aumento debido a la gran disponibilidad de recursos y métodos de sintesis para generarlas. Entre
los polisacaridos naturales, quitosano es un biopolimero con amplio uso producido por la
desacetilacion de quitina, el cual presenta una buena capacidad para formar peliculas adecuadas
como envoltorios de alimentos. Por su parte, los antioxidantes naturales tales como acido galico,
presentes en muchos alimentos vegetales, actuan como inhibidores de la actividad oxidante de
radicales libres, los cuales aceleran la descomposicion de alimentos. Por ese motivo, en este
estudio se planted la preparacion de peliculas de quitosano modificadas por adicién de acido
galico, para el posterior anadlisis de su factibilidad como pelicula envoltorio con actividad
antioxidante en la preservacion de alimentos
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Abstract

The interest in the development of food preservation films is increasing due to the wide availability
of resources and methods of synthesis to generate them. Among natural polysaccharides, chitosan
is a widely available biopolymer obtained from the deacetylation of chitin, which has a good ability
to form suitable films for food packaging. Meanwhile, natural antioxidants such as gallic acid,
available in many vegetable foods, acts as an inhibitors for the oxidant activity of free radicals,
which accelerate the decomposition of food. For this reason, in this study modified chitosan films
with gallic acid were obtained. Further feasibility analyses of packaging films with antioxidant
activity for food preservation are being performed.
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1. Introducciéon y Objetivos

El creciente interés por el cuidado del medio ambiente hace que actualmente las industrias
alimenticias, entre otros tipos de industrias, se encuentren frente al desafio de reemplazar sus
tradicionales envases por otros que sean de origen natural como los biopolimeros,
biocompuestos, etc. Por otra parte, en la actualidad existe en general una mayor exigencia por
parte de la sociedad respecto de las propiedades del producto de consumo. La generaciéon de
envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de las tecnologias que se
encuentran en constante estudio en diferentes campos de investigacion e industrias.

Dentro de todo el universo de alternativas posibles, la utilizacion de biopolimeros como
precursores de envases y/o peliculas, es la quien lleva la ventaja, debido a que éstos son
naturales y biodegradables. Quitosano (Qs) es un polisacarido lineal, derivado de quitina presente
en el caparazén de insectos y crustaceos, y esta compuesto por cadenas de B-1,4-D-glucosamina
y N-acetil-D-glucosamina aleatoriamente distribuidas (Xie, Hu, Wang, & Zeng, 2014). Es insoluble
en agua y soluble en acidos organicos tales como acético o lactico (Pillai, Paul, & Sharma, 2009;
Rinaudo, 2006).

El &cido galico o acido 3,4,5-trihidroxibenzoico es un metabolito secundario presente en
diversas especies vegetales tales como arandanos, manzanas, lino y té. Se lo conoce por su
natural actividad antioxidante, ademas de su actividad antimicrobiana (Aruoma, Murcia, Butler, &
Halliwell, 1993; Chanwitheesuk, Teerawutgulrag, Kilburn, & Rakariyatham, 2007).

El presente trabajo aborda el estudio de la preparacion de peliculas de quitosano
modificadas por el agregado de acido galico, con el objetivo de evaluar diferentes propiedades
tanto de soluciones formadoras como de peliculas (pH, analisis reométrico, espectrofotometria UV
visible, medicion de la actividad antioxidante), como de las peliculas soélidas (espesor, analisis
FTIR) y el estudio de la factibilidad de éstas ultimas como envoltorio de alimentos.

2. Metodologia

2.1. Materiales

Los reactivos fueron utilizados sin previa purificacion después de su adquisicion. Quitosano
(Qs) con un 92% de desacetilacion (Parafarm, Argentina); acido acético glacial (AA) 99,5%
(Cicarelli, Argentina); acido galico anhidro (GA) (Pureza: 98,0%, Biopack, Argentina); 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) (Aldrich Chemistry, EEUU); acido clorhidrico (HCI) pro-analisis (Pureza:
36,5-38%, Anedra, Argentina); hidroxido de sodio (NaOH) pro-analisis (Pureza: 97%, Cicarelli,
Argentina).



2.2. Preparacion de la mezcla de reaccién y formacion de peliculas

La mezcla de reaccién se preparé disolviendo 0,10 g de Qs en buffer de &acido
acético/acetato 0,10 M a pH 4, a la cual se le incorpord6 GA bajo agitacion hasta alcanzar su
disolucién a 25°C. Las mezclas finales obtenidas presentaron una concentracion final de Qs al 1%
p/p, mientras que las concentraciones de GA fueron variadas en 1; 0,75; 0,50; 0,25 y 0,125 % p/p.

Posteriormente, cada mezcla de reaccion se vertid en una capsula de Petri donde se logro
la formacién de las peliculas a partir de la evaporacion del solvente a 25°C, en un proceso
denominado “casting”.

2.3. Caracterizacion de reactivos y peliculas

Para verificar el grado de desacetilaciéon de Qs (DD%) informado por el proveedor, se
cuantificé el contenido de grupos aminos por unidad de masa de la muestras a partir de una
titulacion potenciométrica. ElI mismo se determindé a partir del método propuesto por (Dima,
Sequeiros, & Zaritzky, 2015), donde Qs (0,5 g) se disolvié en HCI 0,30 M (50 mL) bajo agitacion a
25 °C. Esta solucion fue titulada con NaOH 0,10 M, utilizando un pHmetro Altronix TPX-I.

Por su parte, las peliculas fueron caracterizadas mediante espectroscopia UV-Visible
(Shimadzu UV1800) y de infrarrojo (Nicolet 5-SXC spectrometer). Ademas, se utilizé un redmetro
Rheoplus Physica MCR 301 (Anton Paar, Germany) para analizar las curvas de flujo de las
diferentes mezclas de reaccion.

El espesor de las peliculas se determind mediante un espesimetro (Schwyz, Switzerland)
gue posee una precision de 0,001 mm.

2.4. Analisis de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las mezclas de reaccion se determind empleando una
metodologia similar a la descripta por Apak et al. (2013). Las mezclas de reaccién (0,6 mL) se
adicionaron con etanol (1,4 mL). El reactivo DPPH (0,004% p/p) fue utilizado como estandar de
reaccion, y etanol como blanco. El tiempo de reaccion establecido fue de 30 minutos a 25 °C. La
medicién del cambio de color violeta a amarillo fue realizada a una longitud de onda de 517 nm.

3. Resultados y discusiones

3.1. Caracterizacion de quitosano

La Figura 1 muestra la variacion del pH del sistema con la adicion de solucién de NaOH,
donde el primer punto de inflexién corresponde al consumo de los protones de HCI en exceso,
mientras que el segundo salto se adjudica a los grupos amonios de Qs presentes en la solucion.
Segun se detalld en la seccidon 2.1, el proveedor informa un grado de desacetilacién del 92%,



mientras que los resultados aqui obtenidos indican un valor de 83,72% (obtenido por duplicado).
Esta informacion es de vital importancia a la hora de realizar calculos posteriores, como por
ejemplo, para conocer la cantidad de aminos disponible en Qs y compensarlos mediante el
agregado de AA ala hora de formar las mezclas de reaccion.
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Figura 1. (a) Titulacién potenciométrica de Qs con la adicion de una solucién de NaOH 0,10 M. (b)
Derivada primera de la curva de titulacion mostrada en (a).

3.2. Caracterizacion de las mezclas de reaccion

En la Figura 2 se observa variacion del pH para las diferentes concentraciones de GA en
1%p/p de Qs.
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Figura 2. Variacién del pH en funcién del contenido de GA

Como era de esperar, a medida que el contenido de GA incrementa en la mezcla de
reaccion el pH disminuye, puesto que la concentracion de acido es mayor. Se destaca que con



una concentracion al 1% de GA, el pH permanece aproximadamente igual al pH original del
solvente que corresponde al buffer de acido acético/ acetato.

3.3. Propiedades de las peliculas

Las peliculas obtenidas presentan una buena apariencia, teniendo en cuenta su
homogeneidad, transparencia y brillo, como se puede observar en la Figura 3.

Figura 3. Peliculas de 1% p/p de Qs con diferentes concentraciones
de GA (0,125; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00) % p/p.

Para determinar el espesor promedio de cada pelicula se realizaron 10 mediciones
aleatorias sobre la superficie de cada una de ellas y los resultados se muestran en la Tabla 2.
Esta exhibe que cuando una menor concentracion de GA es usada, se obtiene una pelicula con
un valor del espesor promedio menor. Este comportamiento se debe al hecho de que la masa
seca resultante de la pelicula disminuye en las primeras tres peliculas mencionadas junto a la
masa de GA incorporada. Posteriormente se observa un incremento del espesor en las dos
ultimas, lo cual muy probablemente se debe a la existencia de una conformacién mas expandida
del ovillo de Qs frente a una menor fuerza idnica aportada por GA. Estos resultados permiten
inferir la existencia de peliculas con distintas porosidades, las cuales son de interés a la hora de
analizar la permeabilidad de la pelicula para diferentes gases.



Tabla 2. Espesor de peliculas sintetizadas en base a Qs 1% p/p

Espesores (um)

% p/p GA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Promedio
1,00 32 33 34 335 345 295 345 28 275 34 32,1 £2,7
0,75 325 245 27 235 31 25 325 275 28 29 28,1 + 3,2
0,50 22 23 15 15 16 20 24 22 16 175 19,135
0,25 17 19 185 21 21 2 175 19 20 17 19,2 £1,8
0,125 23 21 24 20 17 20 15 23 21 25 20,9 + 3,1

3.4. Analisis reométrico

Las mezclas de reaccion se caracterizaron mediante ensayos reoldgicos

20°C, utilizando una geometria “CP50” con una separacion de 0,5 mm.
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Figura 4. Curvas de flujo de las mezclas de reaccién acuosas. A Tension de Corte y e Viscosidad.
Las curvas corresponden a solucion de Qs 1% p/p pura (rosa) y las modificadas con GA: 0,125%
p/p (azul), 0,25% p/p (roja), 0,50% p/p (verde), 0,75% p/p (amarillo) y 1% p/p (celeste).

La Figura 4 muestra las curvas de flujo de la solucién de Qs al 1%p/p sin agregado de GA,
y de las diferentes mezclas de reaccion planteadas anteriormente. A partir del ensayo reoldgico de
las mezclas de reaccion precursoras de las peliculas, se observd que éstas presentan un
comportamiento visco-elastico ideal (Fluido Newtoniano) en el rango 1-100 Hz. Por otro lado,

queda demostrado el

cambio de

la conformacion de Qs

inicial

cuando

interacciona



electrostaticamente con GA, lo cual se manifiesta con la reduccién de viscosidad (n) y tensién de
corte (1) frente a la velocidad de corte (°). Aqui claramente la presencia de GA reduce el tamafio
promedio de los ovillos de Qs, lo cual seguramente afecta ala porosidad de la pelicula formada.

3.5. Espectrofometria UV Visible

Se realizé una caracterizacion mediante UV-Visible de la mezcla de reaccion al 1% p/p Qs
- 1% p/p GA, de la pelicula conformada al 1% p/p Qs - 1% p/p GA, y de una solucién 0,50 M de
GA a partir del cual se obtuvieron las respectivas curvas espectrales.La Figura 5 exhibe la
existencia de un hombro en el rango de longitud de onda entre los 330 y 400 nm, el cual viene
dado por la presencia de GA en las muestras, sin encontrar diferencias importantes entre la
mezcla de reaccion y la pelicula formada.
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Figura 5. Curvas espectrales de la mezcla de reaccion Qs 1% p/p — GA 1% p/p (a),
de la pelicula Qs 1% p/p — GA 1% p/p (b) y de la solucién GA 0,50 M (c)



3.6. FTIR

La Figura 6 muestra las curvas espectrales de FTIR correspondientes a las peliculas de
Qs modificadas con diferentes concentraciones de GA (1; 0,75 y 0,50 % p/p). Las mismas
presentan una banda caracteristica ancha e intensa entre 3600 y 2000 cm-' atribuida a la tension
O-H asociada al grupo carboxilo tanto de GA como de AA. Ademas, cercano a 1725 cm-! se
visualiza la banda asignada a la tension C=0 correspondiente a los grupos carboxilos de ambos
acidos, mientras que a 1613 cm-' se observa la sefal de la tension C=C correspondiente al anillo
aromatico de GA. Finalmente a 1530 cm-! se encuentra la banda perteneciente a la tensién N-H
correspondiente al grupo amino de la unidad repetitiva de quitosano.
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Figura 6. Espectros de FTIR correspondientes a las peliculas de Qs-GA con un 1% (rojo),
0,75% (verde) y 0,50% p/p de GA (rosado).

A partir de la comparacion de las sefiales de las curvas espectrales para las respectivas
muestras, se puede observar que tanto la sefial de 1725 y 1613 cm-' incrementan su valor
respecto de aquel observado para 1530 cm-' cuando el contenido de GA incrementa, lo cual
corrobora el hecho de que la intensidad de las dos primeras sefales esta relacionado al contenido
de GA como se habia sefialado ut supra. Estos resultados coinciden con los determinados por
Sun et al. (2014)



3.7 Ensayo de actividad antioxidante de las mezclas de reaccion

El ensayo del grado de inhibicion del radical DPPH realizado sobre las mezclas de
reaccion, permite determinar la composicién optima de la mezcla precursora que dara origen a la
pelicula con el potencial mas alto de actividad protectora antioxidante.

La Figura 7 muestra que todas las mezclas de reaccién presentan un grado de inhibicién
del radical DPPH superior al 90%, alcanzando un valor maximo cuando la mezcla de reaccioén
contiene un 0,5 % p/p. Este comportamiento estaria relacionado a la disminucién del contenido de
GA libre en solucion debido a su adsorcion alas cadenas de Qs cuando su contenido incrementa.

100,00

95,00

90,00

% de Inhibicién

85,00

80,00
0 0,25 0,5 0,75 1

GA % p/p

Figura 7. Ensayo de DPPH para las diferentes concentraciones de GA
en mezclas de reaccion con 1% p/p de Qs.

4. Conclusiones

Los resultados sugieren que una variacién en la concentracion de GA en la mezcla de
reaccion conduce a un cambio en la conformacion de las cadenas de Qs, lo cual tuvo un efecto
directo sobre su actividad antioxidante, siendo la pelicula con un contenido de 1 % p/p Qs y 0,50
p/p de GA el mas activo. En este sentido, el contenido de GA en esta pelicula presenté el menor
espesor, lo cual seguramente conducira a una variacion de la porosidad y propiedades mecanicas
del producto final. Hasta el momento los parametros estudiados han resultados prometedores
para alcanzar peliculas con propiedades deseables para una futura aplicacion como material para
envoltorio de alimentos.
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