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RESUMEN

Cada afio las actividades antropogénicas generan millones de residuos sélidos los cuales
terminan acumulandose y dafiando los ecosistemas. Para mitigar este tipo de contaminacion,
se buscan alternativas que reemplacen los materiales plasticos y generen un menor impacto
ambiental; entre estas alternativas se encuentran las peliculas biodegradables. Las peliculas
biodegradables se pueden hacer a partir de polisacéridos, como pectina, almidén, quitosano,
alginato de sodio y otros. El alginato de sodio es un polisacarido presente en las algas
marinas, el cual esta conformado por unidades del acido f-D-Manuronico (M) y del acido a-
L-Gulurénico (G), las cuales difieren en su proporcion dependiendo de las condiciones
ambientales de crecimiento y edad de recoleccion del alga. El objetivo de esta investigacion
fue extraer alginato de sodio de las hojas de las algas pardas Macrocystis pyriferay Lessonia
trabeculata para preparar peliculas compuestas de alginato de sodio/kx-carragenano/i-
carragenano cargadas con aminoetoxivinilglicina y estudiar su cinética de liberacién. El
alginato de sodio extraido de Macrocystis pyrifera (NaAlgM) presenté un rendimiento de
extraccion de 15.28%, peso molecular de 65.19 kDa, indice de cristalinidad de 20.19% y
relacion M/G de 1.0; en comparacion con el alginato de sodio extraido de Lessonia
trabeculata (NaAlgL) el cual presentd un rendimiento de extraccion de 22.24%, peso
molecular de 67.91 kDa, indice de cristalinidad de 17.31% y relacion M/G de 0.86. A partir
de los resultados de opacidad, contenido de humedad, TGA, DSC, FTIR y SEM; se
determind que la relacion 9:1 de los plastificantes glicerol y polietilenglicol (PEG 400) era
la més indicada. Las superficies rugosas de las peliculas compuestas de alginato de sodio
disminuyeron su heterogeneidad con el cargado de aminoetoxivinilglicina (AVG). Para
describir las cinéticas de liberacion de aminoetoxivinilglicina, los valores obtenidos se
ajustaron a los modelos cinéticos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas; los cuales describieron

mejor los procesos de liberacion a 10°C y 25°C; respectivamente.

Palabras clave: Alginato de sodio, Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata,

Aminoetoxivinilglicina.
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ABSTRACT

Every year anthropogenic activities generate millions of solid wastes which end up
accumulating and damaging ecosystems. To mitigate this type of pollution, alternatives are
sought to replace plastic materials and generate less environmental impact; among these
alternatives are biodegradable films. Biodegradable films can be made from
polysaccharides, such as pectin, starch, chitosan, sodium alginate, and others. Sodium
alginate is a polysaccharide present in marine algae, which is made up of units of B-D-
Manuronic acid (M) and a-L-Guluronic acid (G), which differ in their proportion depending
on the environmental conditions of growth and age of collection of the algae. The goal of
this research was to extract sodium alginate from the leaves of the brown algae Macrocystis
pyrifera and Lessonia trabeculata to prepare composite films of sodium alginate/k-
carrageenan/1-carrageenan loaded with aminoethoxyvinylglycine and to study their release
kinetics. Sodium alginate extracted from Macrocystis pyrifera (NaAlgM) presented an
extraction yield of 15.28%, a molecular weight of 65.19 kDa, a crystallinity index of 20.19%,
and M/G ratio of 1.0; in comparison with the sodium alginate extracted from Lessonia
trabeculata (NaAlgL) which presented an extraction yield of 22.24%, a molecular weight of
67.91 kDa, crystallinity index of 17.31% and M/G ratio of 0.86. From the results of opacity,
water content, TGA, DSC, FTIR, and SEM, it was determined that the 9:1 ratio of the
plasticizers glycerol and polyethylene glycol (PEG 400) was the most suitable. The rough
surfaces of the films composed of sodium alginate decreased their heterogeneity with the
loaded of aminoethoxyvinylglycine (AVG). To describe the release Kinetics of
aminoethoxyvinylglycine, the values obtained were fitted to the Higuchi and Korsmeyer-
Peppas kinetic models, which best described the release processes at 10°C and 25°C,

respectively.

Keywords: Sodium  Alginate, Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata,

Aminoethoxyvinylglycine.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Planteamiento y formulacién del problema.

Cada afio muchos productos hortofruticolas no logran cumplir las condiciones
Optimas de exportacion debido a la hormona etileno. Esta hormona inicia la maduracion,
provoca el ablandamiento y la degradacion de la clorofila lo que conlleva al deterioro de los
productos frescos. Esto perjudica la calidad del producto, los minerales esenciales y la
viabilidad comercial [1] ocasionando enormes pérdidas econdmicas al sector agroindustrial.
Actualmente, existen diferentes alternativas para prolongar la vida util del alimento; entre
los més empleados se mencionan los inhibidores de etileno (aminoetoxivinilglicina y 1-
metilciclopropeno) [2] y las peliculas y recubrimientos comestibles [3]. Los inhibidores de
etileno pueden ser aplicados durante las etapas de pre y postcosecha para contrarrestar los
efectos ocasionados por esta hormona. Las peliculas comestibles son materiales
biodegradables, no toxicos y pueden almacenar diversos compuestos. Estos materiales estan
elaborados a partir de polisacaridos como pectina, almidén, quitosano, alginato de sodio,
carragenanos, entre otros; y la combinacion de dos o mas polisacaridos. Por lo tanto ¢La
formulacion de peliculas compuestas de alginato de sodio permitira el cargado y la mayor

cantidad de liberacion de un inhibidor de etileno de sus matrices poliméricas?

1.2.  Estado del arte.

El Per estad ubicado en la parte centro occidental de América del Sur entre los
paralelos 0°01'48” y 18°21'03" de latitud sur y con los meridianos 68°3927" y 81°1905” de
latitud oeste. Posee una extension territorial total de 1 285 215.60 Km? y es considerado un
pais megadiverso en flora y fauna debido a sus caracteristicas geomorfolégicas y climaticas.
Estas caracteristicas permiten que exista un total de 39 ecosistemas dentro del territorio
nacional (12 para la regién de selva, 4 para la region de Yunga, 12 para la region andina, 9

para la region costera y 2 para los ecosistemas acuaticos) [4,5].

En el pais, la agricultura es la segunda actividad econdmica con mayor rentabilidad después
de la mineria [6]. La contribucidn de la agricultura al producto bruto interno (PBI) se debe a
que el pais exporta 629 productos agricolas a mas de 142 paises, de los cuales los principales
importadores son China, Estados Unidos, Suiza y Corea del Sur. El Per( es el mayor



exportador de esparragos frescos (41.8 % del mercado global) y el tercer mayor exportador

de paltas a nivel mundial [7].

Actualmente se estima que las pérdidas postcosecha de los productos hortofruticolas
(hortalizas y frutas) sobrepasan el 20% [8] debido a la accion de organismos vivos (mohos,
bacterias, insectos, entre otros), la accion fisicoquimica del entorno (temperatura, humedad
relativa, oxigeno, radiaciones, entre otros) y la actividad bioldgica del propio alimento
(maduracion) [9]. Para evitar pérdidas postcosecha y prolongar la vida util de los alimentos
se emplean conservantes quimicos (benzoatos, nitritos, nitratos, anhidrido sulfuroso (SO>),
entre otros). Sin embargo, producen intoxicaciones, cancer y otras enfermedades

degenerativas [10].

Por tal motivo, las investigaciones actuales se centran en el desarrollo de recubrimientos y
peliculas comestibles [11]. Estos materiales crean una atmosfera modificada proporcionando
una barrera semipermeable a los gases implicados en el proceso respiratorio [12] y permiten
la liberacion de agentes antimicrobianos, conservantes, inhibidores de etileno vy
antioxidantes [13] que retardan la maduracién y evitan el crecimiento microbiano en el

alimento [14].

La formulacidon de peliculas comestibles requiere al menos de un componente polimérico, el
cual puede ser un lipido (cercas, &cidos grasos, acilglicerol), proteina (caseinas, proteina de
suero, zeinas), polisacarido (celulosa, almidon, alginato, carragenano, gomas) o sus mezclas,
ademas se adiciona aditivos (plastificantes y tensioactivos) para modificar los enlaces
intermoleculares entre las matrices poliméricas, e incluso compuestos bioactivos con
capacidad fungicida, herbicida y antioxidante [15,16] con la finalidad de proteger a los
alimentos del dafio producido por microorganismos causantes de una apariencia antiestética
[17].

El alginato es un polisacérido extraido de algas pardas que fue identificado por primera vez
en 1883 por el quimico ingles E.C.C. Stanford. Por su propiedad gelificante se emplea en la
elaboracion de peliculas y recubrimientos comestibles. Las peliculas de alginato de sodio
puro tienen alta transparencia y propiedades mecanicas relativamente buenas, pero una

actividad antimicrobiana relativamente baja lo que limita su aplicacion en el envasado de



alimentos; por tal motivo, se realizan modificaciones y/o adiciones para mejorar sus

propiedades fisicoquimicas [18-20].

Por ejemplo, los recubrimientos a base de alginato de sodio, cargados con extracto de soya
(3%), redujeron la pérdida de humedad en fresas a 4.86 % en un ensayo con clima controlado
(4 £1 °C, 85% humedad relativa) [21]; y al estar cargado con extracto acuoso de Aloe vera
(5 % V V1) y glicerol, mejoraron la calidad de los tomates retardando el proceso de
maduracion y minimizando las pérdidas de peso [22]. Los recubrimientos compuestos de
alginato de sodio (2 % W V1), pectina (2 % W V1) y gelan (0.5 % W V1), cargados con N-
acetilcisteina (0.75 % W V1) y glutatién (0.75 % W V1), aumentaron la resistencia al vapor
de agua y redujeron la produccion de etileno en peras recién cortadas, evitando que se
oscurecieran sin afectar la firmeza de los gajos de fruta en un ensayo de 14 diasy a 4 °C
[23].

Por otro lado, las peliculas de alginato de sodio cargadas con extracto de canela (0.3 y 0.9 %
V V1) inhibieron el crecimiento de Aspergillus carbonarius y la produccion de ocratoxina
A en rodajas de manzanas y peras a condiciones aerébicas con temperaturas de 15, 20y 25
°C [24]. Cuando las peliculas de alginato fueron cargadas con citral (1.5 g L) y eugenol
(1.0 g LY mejoraron los atributos sensoriales y nutricionales en fresas [25], pero al ser
cargadas con carvacrol fueron efectivas contra la Escherichia coli y Botrytis cinérea [26], y
al estar cargadas con extracto hidroalcohélico de Macrocystis pyrifera (3y 6 % W V1) y
plastificadas con glicerol y polietilenglicol en relacion 9:1 (W W-1) redujeron el

pardeamiento en mitades de palta Hass a 8 °C con una humedad relativa entre 50-60 % [27].

Todo lo indicado corrobora el enfoque actual en la presente investigacion, la cual se centra
en la extraccion de alginato de sodio para el desarrollo de peliculas compuestas debido que

pueden ser empleadas en la administracion y liberacion de farmacos.

1.3.  Justificacion.

El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI) ha proyectado que las
exportaciones agrarias peruanas podrian superar los US$ 12,000 millones para el afio 2025.
Esto se debe a que las agroexportaciones han experimentado un crecimiento promedio anual

del 12.5 %, lo que permitié que al cierre del afio 2022 las exportaciones sumen ventas récord



por US$ 10,421 millones cuyo monto no solo incluyd los productos agricolas, sino también
productos pecuarios, maderables y derivados [28].

Los productos de mayor demanda en el mundo son los ardndanos rojos, uvas, paltas, mangos,
fresas, citricos y platanos; siendo los paises de Estados Unidos, Paises Bajos, China,
Inglaterra, Espafia, Hong Kong, Canada, Corea del Sur, México y Chile los que concentran

el 89.7 % del total del valor exportado de frutas peruanas [29].

Una limitante al crecimiento de la agro-exportacion de productos hortofruticolas se debe al
tiempo de vida util, el cual esta relacionado al tiempo de maduracién generado por la
presencia de etileno. Esta hormona produce senescencia en los tejidos malogrando la calidad
del alimento, por lo que muchos agricultores optan por aplicar inhibidores de etileno durante
las etapas de precosecha para reducir la caida de los frutos y controlar su madurez, y

postcosecha para prolongar la vida atil del alimento [30].

Por otro lado, las preocupaciones ambientales generadas por el vertimiento y acumulacion
de residuos sélidos han promovido el desarrollo de alternativas para reemplazar el uso de
plasticos empleados como materiales de envasado; estos materiales son las peliculas y
recubrimientos comestibles. Estos nuevos materiales son biodegradables y sostenibles; sin
embargo, para mejorar sus propiedades (flexibilidad, barrera contra gases) pueden contener
aditivos (plastificantes) y compuestos bioactivos (antioxidantes y agentes antimicrobianos)

en su formulacién que les permitan mejorar su aplicacion sobre los alimentos [31].

Por lo tanto, esta investigacion esta centrada en la extraccion de alginato de sodio para
elaborar peliculas compuestas de alginato de sodio/k-carragenano/i-carragenano,
plastificadas con una mezcla de glicerol/PEG-400 y cargadas con un inhibidor de etileno
(aminoetoxivinilglicina), aportando en la investigacion de nuevos materiales a base de

polisacéridos.

1.4. Hipdtesis.
“Las peliculas compuestas elaboradas a partir de alginato de sodio extraido de las especies
Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata seran cargadas con aminoetoxivinilglicina en

sus matrices poliméricas”.



1.5. Objetivos.
1.5.1. Objetivo general.
Extraer alginato de sodio de algas pardas recolectadas de la costa peruana y preparar

peliculas compuestas cargadas con un inhibidor de etileno.

1.5.2. Objetivos especificos.
. Extraer alginato de sodio de las algas pardas Macrocystis pyrifera y Lessonia
trabeculata recolectadas de la Playa Caballerizas, Distrito de Marcona, Provincia de Nazca

- Departamento de Ica.

. Caracterizar las muestras de alginato de sodio mediante Viscosimetria capilar, SEC-
MALS, TGA, FTIR, DRX, 'H-RMN y 3C-RMN.
. Determinar la relacion éptima de glicerol y polietilenglicol (PEG 400) empleados

como plastificantes para la elaboracion de peliculas de alginato de sodio.

. Evaluar los cambios quimicos producidos por la adicion de k-carragenano y i-
carragenano en la elaboracion de peliculas compuestas a base de alginato de sodio.

" Preparar y caracterizar las peliculas compuestas de alginato de sodio/k-
carragenano/i-carragenano, plastificadas con glicerol/PEG 400 y cargadas con
aminoetoxivinilglicina mediante TGA, DSC, DRX, FTIR y SEM.

. Estudiar la cinética de liberacion del aminoetoxivinilglicina a 10°C y 25°C.



2. MARCO TEORICO

2.1. Algas marinas.

Las algas marinas son organismos simples capaces de aprovechar la luz solar para
convertir el diéxido de carbono en azUcares y oxigeno durante el proceso de fotosintesis.
Estas especies colonizan los hébitats acuaticos y son utilizadas normalmente en medicina,
dietas humanas, alimentos para animales y como fertilizantes para mejorar el suelo agricola
[32]. Las algas marinas se clasifican segun su color en algas rojas (filo Rhodophyta), algas
verdes (filo Chlorophyta) y algas pardas (filo Ochrophyta). Ademas, son una fuente rica de
polisacaridos (alginato, fucoidano, agar, carragenano y agarosa) y compuestos polifenolicos
(florotaninos, bromofenoles, flavonoides, terpenoides fendlicos y aminoacidos similares a

las micosporinas) [33-35].

En el Peru se encuentra un total de 260 especies de algas, de los cuales el filo Rhodophyta
posee 185 especies, el filo Chlorophyta 41 especies y el filo Ochrophyta 34 especies [36];
Sin embargo, a pesar de ser una prioridad de investigacion, en el pais no se han realizado
estimaciones de almacenamiento de carbono en comunidades de macroalgas y solo se ha
enfocado en su recoleccion. Por ejemplo, en San Juan de Marcona, la actividad de
recoleccion de algas representa el segundo ingreso mas importante para la comunidad de
pescadores de Marcona; esta actividad se centra en la recoleccién de las especies
Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata, las cuales son empleadas en las industrias

cosmeéticas, alimentaria y farmacéutica [37].

2.1.1. Macrocystis pyrifera.

Alga parda perteneciente al género Macrocystis conocida como “sargazo”, “bolitas”
y “macro” [38] que contiene alrededor de 60 % de carbohidratos, 10 % de proteinas y 1,50
% de contenido de lipidos [39]. Esta macroalga se localiza a lo largo de las costas de
Sudéfrica, Australia, Nueva Zelanda, México, EE.UU. (incluyendo Alaska), Perd, Chile,
Argentina y las islas subantarticas [40]. Alcanza los 30 m de largo [41] y crea bosques los
cuales son un hébitat clave para las especies marinas; sin embargo, su cosecha es
aprovechada para la extraccion de alginato, alimento de abulon (molusco gasteropodo),

aditivo para la produccion de fertilizantes liquidos, entre otros [42].



2.1.2. Lessonia trabeculata.

Alga parda perteneciente al género Lessonia que habita desde Ica - Peru hasta Puerto
Montt — Chile. Es conocida por los pescadores como “palo” y “aracanto palo” y forma
bosques submareales sobre sustratos rocosos en areas expuestas y semi-expuestas al oleaje
distribuyéndose desde 0 hasta 25 m de profundidad. Son algas grandes erguidas en forma de
arbusto de hasta 2.5 m de largo que se adhieren al sustrato a través de un disco macizo

formado por hapterios unidos que alcanzan hasta 20 cm de alto [38].

2.2. Recubrimientos y peliculas comestibles.

Los materiales de envasado de alimentos convencionales generan grandes cantidades
de residuos sélidos impactando al medioambiente. Por tal motivo, se desarrollan materiales
de empaque biodegradables a partir de fuentes vegetales y animales, como proteinas,

polisacéridos y derivados [43].

Las funciones de los biopolimeros empleados en los tratamientos de postcosecha, que
incluyen peliculas (material preformado obtenido por moldeo) y recubrimientos (material
que se forma sobre la superficie del alimento) [44], son aislar los productos alimenticios del
ambiente circundante disminuyendo o inhibiendo el contacto con los factores de deterioro
(microorganismos, oxigeno, temperatura y/o humedad) y reemplazar el uso de materiales de

envasado convencionales no biodegradables [45,46].

Las peliculas pueden ser preparadas empleando un polimero natural (polisacarido) con
rellenos multidisciplinarios como plastificantes, nanoparticulas, aceites esenciales, extractos
de plantas, nutrientes, antioxidantes y compuestos antimicrobianos, con la finalidad de
mejorar sus propiedades mecanicas, térmicas, Opticas, de barrera y antimicrobianas [47].
Estos materiales son clasificados como hidrofobicos cuando son empleados para el
revestimiento de frutas con alta tasa de transpiracion e hidrofilicos cuando mantienen un

aspecto hidratado y una superficie brillante por mas tiempo [48].

2.2.1. Plastificantes.
Los plastificantes son moléculas o cadenas de bajo peso molecular que disminuyen
las interacciones moleculares (enlaces de hidrogeno) y la estructura cristalina de los

polimeros, actuando como espaciadores; lo que facilita la movilidad de las matrices



poliméricas, minimizando la temperatura de transicion vitrea y mejorando la flexibilidad y

rigidez de los materiales [49-51].

En la ciencia de los polimeros, los plastificantes se definen como interno y externo. Un
plastificante externo es una sustancia de baja volatilidad que interactia con la matriz
polimérica sin formar enlaces covalentes; por lo tanto, se puede eliminar mediante
evaporacion, migracion o extraccion. Por otro lado, los plastificantes internos son estructuras
que copolimerizan con el polimero reduciendo la temperatura de transicion vitrea (Tg) [52].
Los plastificantes internos son menos empleados debido a que ofrecen menor libertad en
comparacion con los plastificantes externos, los cuales ofrecen mayor flexibilidad en el

material, dado que se agrega después del proceso de polimerizacion [53].

La compatibilidad entre un polimero y un plastificante se caracteriza por presentar una alta
miscibilidad lo que genera un recubrimiento estable y homogéneo mientras que la
incompatibilidad influye no solo en las propiedades mecanicas sino también en la liberacién

del fa&rmaco cargado en la matriz polimérica [54].

Cuando se afiade un plastificante a una dispersion acuosa de polimero primero se disuelve
y/o dispersa dentro de la fase acuosa exterior (dependiendo de su solubilidad en agua y la
cantidad afadida) y posteriormente se difunde entre las matrices polimérica. Sin embargo,
cuando se presenta una mezcla de polimeros y el plastificante tiene diferentes afinidades a
estas macromoléculas, su distribucion dentro de las dispersiones de recubrimiento y las

peliculas puede no ser homogénea [55].

Los compuestos hidrofilicos como los polioles (glicerol, sorbitol y polietilenglicol) se usan
comunmente como plastificantes en la formacidn de peliculas hidrofilicas. El polietilenglicol
— PEG 400 (Fig. 1a), presenta mayor efecto sobre la permeabilidad al oxigeno y permite
obtener peliculas mas elasticas y fuertes a comparacion de las peliculas con glicerol (Fig.
1b), el cual mejora la extensibilidad de la pelicula, pero reduce la elasticidad y las
propiedades de barrera contra el vapor de agua [56,57].
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Figura 1. Estructuras de los plastificantes A) polietilenglicol - PEG400 y B) glicerol. (Realizado con el
software ChemBioDraw 12.0).

A pesar de que los plastificantes se usan desde el siglo XIX, las teorias acerca del proceso
de plastificacion no se desarrollaron hasta alrededor de 1940. Sin embargo, las primeras
teorias no lograban explicar adecuadamente dicho proceso, pero si otorgaban una vision
interesante del mismo. Las teorias que explican el mecanismo de plastificacion de los
polimeros son: la teoria de la lubricacion, teoria de gel, teoria mecénica, y la teoria del

volumen libre [58].

2.2.1.1. Teoria de la lubricacion.

La teoria de la lubricacién (propuesta por Kirkpatrick, Clark y Houwink) considera
la accion de solvatacion y lubricacion del plastificante. Segun esta teoria, una parte de la
molécula del plastificante interactia quimicamente de manera mas o menos intensa con el
polimero actuando como solvente y otra parte se posiciona entre las cadenas poliméricas
actuando como lubricante, lo cual reduce la friccion intermolecular y permite el

deslizamiento de una sobre otra [59].

2.2.1.2. Teoria de gel.

La teoria de gel (propuesta por Doolittle, Manfred-Orbis y Busse) asume que los
polimeros poseen una estructura interna en forma de red tridimensional la cual se mantiene
gracias a una serie de interacciones temporales que se establecen en distintos puntos del
polimero. Por ejemplo, si estas interacciones se producen en puntos muy cercanos entre si,
se tratard de un polimero rigido; mientras que si estas interacciones son muy distantes se
tratard de un polimero flexible. Por lo tanto, la accién de un plastificante consiste en romper
los puntos de unién de los polimeros rigidos solvatando al polimero selectivamente en dichos
puntos [60].



2.2.1.3. Teoria mecanica.

Esta teoria presume que los plastificantes quedan atraidos por las cadenas poliméricas
mediante fuerzas de diferente magnitud, pero no se enlazan permanentemente, por lo cual
una molécula de plastificante solo puede ser sustituida por otra molécula de plastificante
[58].

2.2.1.4. Teoria del volumen libre.

La Teoria del volumen libre de Sears y Darby propone que entre las moléculas de un
polimero existe un volumen libre el cual permite la libertad de movimiento. A mayor
volumen libre, mayor movimiento de las moléculas y por ende mayor flexibilidad y menor
Tg. El incremento del volumen libre se consigue con el aumento de los grupos terminales,

ramificaciones, incremento de la temperatura y/o adicion de un plastificante (Fig. 2) [61].

Figura 2. Efecto sobre el volumen libre en relacion al aumento de grupos terminales (color naranja),
ramificaciones (color verde) y adicion de plastificantes (color rojo). (Realizado con el software ChemBioDraw
12.0).

2.2.1.5. Modelo de Moorshead.

El modelo de Moorshead considera que la funcién del plastificante es penetrar en el
interior de la masa del polimero para separar las cadenas poliméricas y asi reducir las fuerzas
de atraccion. Por lo que, la fuerza cohesiva que atrae las moléculas disueltas debe poseer el
mismo orden de la que atrae las moléculas del polimero, generando asi una mezcla adecuada

entre el polimero y el plastificante [62].
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2.3. Polisacéridos.

Los polisacaridos estdn conformados por monosacaridos unidos por enlaces
glicosidicos [63]. Son los compuestos organicos mas abundantes y constituyen
aproximadamente la mitad del carbono organico en la tierra. Dependiendo de su
composicion, pueden ser homopolisacaridos (un solo tipo de monosacérido) o
heteropolisacaridos (contiene dos 0 mas tipos de monosacéaridos) [64]. En ambos tipos de
polisacaridos, el monosacarido se puede enlazar de manera lineal o se puede ramificar en

formaciones complejas [65].

2.3.1. Alginato.

El alginato representa el 40 % del peso seco aproximado de las algas marinas y es el
componente estructural de la pared celular cuya funcion es dar rigidez, elasticidad,
flexibilidad y capacidad de enlazar agua [66]. En su estado natural contiene una mezcla de
sales de cationes (Ca*?, Mg*? y Na*?!) los cuales, durante el proceso de extraccion con
tratamiento &cido, convierte la sal de alginato en acido alginico (ver paso 1); luego mediante
un tratamiento alcalino con una solucion de Na;COs3 permite extraer alginato de sodio (ver
paso 2), y después de procesos de intercambio idnico y neutralizacion acido-base (ver paso

3) permite su purificacion [67], segun las siguientes reacciones:

Ca(Alg), + 2H* - 2HAlg + Ca*?.............paso 1
Ca(Alg), + 2Na* — 2NaAlg+ Ca*?............paso 2
HAlg + Na* - NaAlg+ H* ......... ... ... .........paso 3

El alginato es un polisacarido conformado por unidades del acido -D-Manuroénico y el &cido
a-L-Guluronico (Fig. 3), los cuales estdn unidos mediante enlaces glucosidicos (1-4) y
pueden estar agrupados en tres tipos de segmentos: D-Manurénico (M), L-Guluroénico (G) y
un tercer segmento que contiene ambos acidos alternados (MM, GG, MG). Sin embargo,
estudios de resonancia magnética nuclear demuestran un cuarto segmento (GGG, MGG,
MGM) [68].
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Figura 3. Monomeros constituyentes del alginato. (Realizado con el software ChemBioDraw 12.0).

El porcentaje de estos blogues depende del origen del alginato y la edad del tejido del alga.
En algas jovenes del género Macrocystis se obtienen alginatos ricos en segmento D-
Manuroénico y en algas senescentes este acido se transforma en su epimero, el acido
gulurénico, debido a la enzima C5-epimerasa. En algas del género Laminaria se obtienen
alginatos con estructuras secundarias que varian segun la cantidad de blogues de guluronato

presentes [69,70].

2.3.1.1. Propiedades fisicoquimicas.

2.3.1.1.1. Viscosidad.

La viscosidad de las soluciones de alginato depende de la longitud de la cadena
polimérica (a mayor longitud de la cadena, mayor viscosidad) y la hidratacion del &cido
alginico a pH bajo (formacion de geles de alta viscosidad) [66]. Una baja concentracion de
Ca*2 aumenta la viscosidad; sin embargo, en presencia de agitacion este valor disminuye
debido que son sensibles al cizallamiento a diferencia de las soluciones que no contienen
Ca*? [71].

2.3.1.1.2. Gelificacion.

Los alginatos tienen afinidad por los cationes multivalentes, debido al efecto quelato

de los bloques gulurdnicos del polimero, formando geles (entrecruzamiento iénico) los
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cuales son resistentes a la temperatura (no se descomponen ni pierden su forma). Otros
métodos de gelificacion son mediante el entrecruzamiento quimico, la reduccion del pH para

formar geles de acido alginico y la interaccion electrostatica con polielectrolitos [67].

La distribucion de los mondmeros en la cadena polimérica, la carga y el volumen de los
grupos carboxilicos, confieren caracteristicas de flexibilidad o rigidez dependiendo del
contenido de gulurdnico al gel formado. Asi mismo, un mayor niimero de bloques “G”
producen un gel duro y fragil mientras que una mayor proporcion de bloques “M” generan

un gel suave y elastico [66].

2.3.1.2. Aplicaciones.

El alginato se utiliza para dar consistencia y un aspecto adecuado a productos lacteos
y productos enlatados asegurando la textura suave y el descongelamiento uniforme. Permite
estabilizar la espuma de la cervezay es espesante de la tinta utilizada en impresiones textiles.
En el campo de la medicina se utiliza en la elaboracién de vendas para heridas, para
tratamiento de Ulceras gastricas y en la elaboracion de material dental; Asi mismo, se emplea
en la elaboracion de peliculas y empaques sostenibles [68,72].

2.3.2. Carragenano.

Las algas rojas contienen polisacaridos complejos denominados ficocoloides
(carragenanos) cuyas propiedades dependen en gran medida de los cationes a los que se
asocian [73]. Los carragenanos estan formados por un esqueleto lineal de unidades repetidas
de D-galactosa y 3,6-anhidro-D-galactosa (3,6-AG) unidas a través de enlaces glucosidicos
alternados de a-(1-3) y B-(1-4) [74,75]. Son solubles en agua e insolubles en solventes

organicos y contienen 20% o mas de éster sulfato [76,77].

El nimero y posicion de los grupos éster sulfato y el contenido de 3,6-AG permiten clasificar
al carragenano en A (lambda), k (kappa), 1 (iota), v (nu), p (mu), 0 (theta) y & (xi) (Fig. 4). El
kappa carragenano (k-carragenano) presenta un éster sulfato en el O-4 del B-D-
galactopiranosa, contiene de 25-30% de éster sulfato y de 28-35% de 3,6-AG; mientras que
el iota carragenano (1-carragenano) presenta un residuo adicional de grupo éster sulfato en
el O-2 del a-D-galactopiranosa y contiene de 28-35% de éster sulfato y de 25-30% de 3,6-
AG [78-80].
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Figura 4. Estructura del k-carragenano y 1-carragenano. (Realizado con el software ChemBioDraw 12.0).

La caracteristica comercial mas importante del carragenano es su capacidad para formar
geles; el k-carragenano y el 1-carragenano forman geles térmicamente reversibles al calentar
y enfriar las soluciones acuosas [81]. Sin embargo, el ordenamiento de sus redes poliméricas

presenta diferencias significativas.

El k-carragenano forma geles fuertes y rigidos en presencia de sales de potasio, pero produce
geles débiles cuando se usan sales de calcio en el proceso de gelificacion, a comparacién del
1-carragenano el cual forma geles elésticos [82]. En el 1-carragenano, los iones Ca*? forman
puentes intramoleculares entre los grupos éster sulfato del anhidro-D-galactosa y residuos
de D-galactosa adyacentes. Sin embargo, en el k-carragenano los iones K* forman enlaces
ionicos con el grupo éster sulfato del D-galactosa y el oxigeno del puente anhidro del residuo
de galactosa; lo que reduce su eficacia para controlar la flexibilidad de las unidades
disacéridas del carragenano [83].

2.4. Vida util de los alimentos.

Anualmente, se desperdician 1300 millones de toneladas de alimentos aumentando
la emision de gases de efecto invernadero y el desperdicio de agua empleado durante su
cultivo. A nivel mundial se estima que los porcentajes de pérdida de alimentos en las etapas

de produccion, postcosecha y consumo son de 24 y 35 % respectivamente [84].

La calidad de los alimentos se define como la combinacion de varios atributos fisicos y
quimicos (aspecto, textura, sabor y valor nutricional) que tienen un impacto crucial en la
determinacion del grado de aceptabilidad del consumidor [85]. Por otro lado, la vida dtil de
un alimento se define como el tiempo dptimo de consumo antes de presentar pérdidas en sus

propiedades sensoriales y fisicoquimicas [86].
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2.4.1. Biosintesis del etileno.

El etileno es la hormona vegetal responsable de regular los procesos de maduracion
y senescencia de los productos agricolas a nivel molecular, bioquimico y fisiologico;
generando con ello la pérdida del valor nutricional y comercial de dichos productos. El
etileno se sintetiza a partir del aminoacido metionina en el ciclo de Yang (Fig. 5); durante
este proceso, la metionina catalizada por la enzima SAM sintetasa se convierte a S-adenosil-
L-metionina (SAM), el SAM permite la obtencién del acido-1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) utilizando la enzima ACC sintasa (ACS) y por ultimo se obtiene etileno
a partir del ACC catalizado por la ACC oxidasa (ACO) [87].

Metionina
ATP
SAM sintasa

PPi + Pi

Ciclo de Yang

S-adenosil-L-metionina
(SAM)

ACC sintasa

5'-metiltioadenosina

acido 1- aminociclopropano-1-carboxilico
(ACO)
1/2 O,
ACC oxidasa
HCN + H,0 + CO»

Etileno

Figura 5. Biosintesis de etileno. (Realizado con el software ChemBioDraw 12.0).

2.4.2. Retardadores de etileno.

En la actualidad existen inhibidores que contrarrestan los efectos del etileno durante
la postcosecha de frutas, estos se clasifican en inhibidores de la sintesis (&cido
aminooxiacético (AOA) y aminoetoxi-vinil-glicina (AVG)); inhibidores de la accion (1-
metil-ciclopropeno (1-MCP) y sales de plata (nitrato y tiosulfato de plata)) y oxidantes
(permanganato de potasio) [87-90].
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2.4.2.1. Aminoetoxivinilglicina — AVG.

La aminoetoxivinilglicina - AVG (clorhidrato de &cido (S)-trans-2-amino-4-(2-
aminoetoxi)-3-butenoico) (Fig. 6) es un compuesto que inhibe la biosintesis de etileno
debido a que bloguea la accion de la enzima ACC sintasa [87,91]. Comercialmente esta
disponible como ReTain, y se utiliza durante las etapas de pre- y postcosecha en los Estados
Unidos (EE. UU); sin embargo, no esta registrado en la Union Europea (UE) debido a
problemas de toxicidad [92,93].

H, H

N
Z

> OH . HCl
\/\O \

O

Figura 6. Estructura de la aminoetoxivinilglicina. (Realizado con el software ChemBioDraw 12.0).

NH,

La AVG se ha utilizado para estudiar la participacion de la sintesis de etileno en la brotacion,
particion de materia seca en arroz, maduracion de frutos, patogénesis fungica, nodulacién en
leguminosas y respuestas al estrés por frio. Sin embargo, las concentraciones efectivas de
AVG en tejido son dificiles de determinar debido a que los métodos de aplicacion incluyen
pulverizaciones foliares (124 g ha'), empapamiento del suelo (5 - 20 pumol L1) y

pulverizaciones o inmersiones de tejido extirpado (1 g L) [94].
2.5. Técnicas de caracterizacion.

2.5.1. Peso molecular.

El grado de polimerizacion de un polimero se define como el nimero de unidades
repetitivas que conforman su cadena molecular. Un criterio para determinar el tamario de la
cadena molecular es mediante el valor del peso molecular. Existen diferentes técnicas para
medir el peso molecular de los polimeros, estas técnicas pueden ser sensibles al nimero
(M,), al peso (M,,), al promedio (M,) o a la viscosidad de las moléculas en solucién (M,)
[95].
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El peso molecular en niimero (M,,) se define como el nimero de moléculas de polimero con
un peso molecular especifico presentes en una solucién muestra. Es determinado por
métodos experimentales que miden las propiedades coligativas de la muestra. Para
determinar el peso molecular promedio en peso (M,,) se utiliza la técnica de dispersion de
luz. El peso molecular promedio (M,) se obtiene mediante experimentos de sedimentacion
o ultracentrifugacion y el peso molecular viscosimétrico (M,) mediante mediciones de
viscosidad [96], la tabla 1 detalla las férmulas empleadas para determinar los diferentes

valores de peso molecular.

Tabla 1. Férmulas para determinar los valores de peso molecular.

M, M,, M, M,
M. = L. NiM; M. = LMW YR, NP YR NMP nNjM; e Ve
= _ _ _ 2L
iz Ni v =1 Wi iz1 Ni M; fOT N M My noON;M;

N; = nimero de moles de la especie i.
M; = peso molecular de la especie i.
W; = peso de las especies i.

a = constante de Mark-Houwink.

El indice de polidispersidad (M,, / M,) es la medida de amplitud de la distribucion del peso
molecular de un polimero; por lo tanto, a mayor indice de polidispersidad — mayor amplitud
en la distribucién del peso molecular. Sin embargo, si este polimero posee todas las

longitudes de las cadenas iguales, el indice de polidispersidad es 1 [97].

2.5.1.1. Viscosidad intrinseca.

La viscosidad de un sistema depende de la estructura quimica del polimero, de sus
interacciones con el solvente y del peso molecular. Un polimero disperso en un solvente
adquiere un volumen hidrodindmico por lo cual su viscosidad aumenta. Por otro lado, las
caracteristicas reologicas de un polielectrolito no solo dependen del peso molecular sino
también de la distribucion de la carga ionica en la cadena polimérica [98]. El valor de

viscosidad de una solucion polimérica se puede expresar de las siguientes maneras:

. Viscosidad relativa [M]RreL = . 1)
Mo o

. Viscosidad especifica Mlsp = Mger — 1 (2)
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["]SP (3)

. Viscosidad reducida (M reD = C
. Viscosidad inherente  [n],yu = w 4
. Viscosidad intrinseca M = lim[n]rep (5)

La viscosidad intrinseca () es una medida del volumen hidrodinamico que ocupan los
polimeros en solucion; y por tanto, un reflejo de su tamafio. El valor de [n] se obtiene al
extrapolar [n]gep @ concentracion C cero mediante diferentes aproximaciones: Huggins,
Kraemer, Martin, Schulz — Blaschke y Solomon — Ciuta [99]. El peso molecular de los
polimeros esta relacionado con la viscosidad intrinseca o indice de viscosidad limite a traves

de la ecuacion Mark-Houwink [100].

[7] = K Mw* (6)

Donde:[n]: viscosidad intrinseca
M.w: Peso molecular

Ky a: constantes

2.5.1.2. Técnicas cromatograficas.

La cromatografia es una técnica de separacion de mezclas de multiples componentes
en componentes individuales obtenidos de sus diferentes velocidades de migracion
(empleando una fase movil) a lo largo de la fase estacionaria [101]. La fase estacionaria se
compone de una fase “sélida” o “una capa de un liquido absorbida sobre la superficie de un
soporte liquido” mientras que la fase modvil estd compuesta por un “liquido” o un

“componente gaseoso”, su interaccion permite la separacion de moléculas entre si [102].

La separacion basada en la diferencia de tamafio se conoce como cromatografia de exclusion
por tamarfio (SEC) o cromatografia de permeacion en gel (GPC). EI mecanismo funcional de
esta técnica se remonta a 1955 cuando Lindqvist y Storgards la emplearon para separar
péptidos de aminoéacidos. En este tipo de cromatografia, se utiliza un biofluido de partida
como fase movil y un polimero de filtracion de gel poroso (dextranos reticulados
(Sephadex), agarosa (Sepharose), poliacrilamida (Biogel P) o alildextrano (Sephacryl))
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como fase estacionaria, el cual permite la elucion diferencial; por lo que se evidencia un
mayor tiempo de retencion en los analitos de menor tamafio en comparacion con las
particulas mas grandes, las cuales eluyen primero. Generalmente esta técnica se usa para
separar compuestos con grandes masas moleculares entre 2000 y 20000000 Da como

proteinas, carbohidratos, tensioactivos y polimeros [103,104].

Una vez que las moléculas se separan, se pueden emplear varios métodos de deteccion para
caracterizar la muestra; detectores de dispersion de luz de angulo bajo (LALS), de dispersién
de luz en angulo recto (RALS), de dispersion de luz de multiples angulos (MALS), del indice
de refraccion (dRI), de longitud de onda variable (UVD), o de dispersion de luz evaporativa
(ELSD) [105].

Un detector dRI determina la concentracion en funcion del cambio en el indice de refraccion
de la solucion debido a la presencia del analito, en cambio un detector MALS mide la
proporcién de luz dispersada por un analito en multiples angulos en relacién con el rayo laser
incidente. La deteccion MALS se introdujo a mediados de la década de 1980, esta
instrumentacion conocida colectivamente como SEC-MALS, determina el My
independientemente del tiempo de elucién, ya que el My se puede calcular directamente a

partir de la siguiente ecuacién [106,107]:

R(0)
Kc(%)z

(7)

Doénde: M: peso molecular del analito.
R(0): relacion de Rayleigh reducida.
c: concentracion en peso determinado por el detector UV o dRI.
dn/dc: incremento del indice de refraccion del analito.

K: constante dptica.

2.5.2. Analisis termogravimétrico.

El analisis termogravimétrico registra la pérdida de peso de una muestra a partir del
incremento de temperatura bajo condiciones controladas de velocidad de calentamiento y
con una atmosfera de reaccion [108]. Las técnicas termoanaliticas mas empleadas para el
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andlisis de polimeros son el anlisis termogravimétrico (TGA), el analisis térmico diferencial
(DTA) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC) [109].

El termograma TGA es una representacion grafica del cambio de masa de la muestra frente
a la temperatura o el tiempo, representa la estabilidad térmica y oxidativa del material, la
composicion de multiples componentes, la vida util del producto, la cinética de
descomposicion y el contenido de humedad. La pérdida de masa en el termograma TGA por
debajo de 150 °C representa el agua fisionada, compuestos volatiles de bajo peso molecular,
disolventes y gases atrapados; entre 150 — 250 °C al agua quimisorbida y a compuestos de
bajo peso molecular como aditivos y productos de descomposicion volatiles, por encima de
250 °C los compuestos comienzan a descomponerse entre la temperatura de inicio y final, y
por encima de la temperatura final el material restante incluye cenizas y metales inorganicos
no volatiles, los cuales en ambiente oxidante aumentan el estado de oxidacion y pueden

ganar masa [110].

Generalmente se utilizan tres modos de TGA: el TGA isotérmico en el cual la masa de la
muestra se representa en funcion del tiempo a temperatura constante, el TGA cuasi
isotérmico en el cual la muestra se calienta a una velocidad lineal mientras no se genere un
cambio de masa; y el TGA dindmico o convencional donde la muestra se calienta o se enfria
en un ambiente cuya temperatura varia de manera predeterminada, preferiblemente a la

velocidad de calentamiento o enfriamiento lineal [111].

Otro tipo de representacion de los resultados es la termogravimetria derivada (DTG), que es
la primera derivada de la curva TGA. ElI DTG se utiliza para detectar efectos mas sutiles o
cuando se deben investigar los pardmetros cinéticos. Dado que la sefial de TGA se informa

en mg 0 %, el DTG se representa como mg min™ o % min [112].

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica experimental dindmica que
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia cuando es
mantenida a una temperatura constante durante un tiempo determinado, o cuando es
calentada - enfriada a velocidad constante en un intervalo de tiempo [113]. Durante el
analisis DSC, la muestra se calienta utilizando un gradiente de temperatura controlado con

una tasa de calentamiento definida. De ese modo, la diferencia de flujo de calor se mide
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comparando la muestra con una referencia [114], obteniendo los datos en forma de entradas
diferenciales de calor (dH/dt) en funcion de la temperatura [115].

El andlisis DSC proporciona informacion cuantitativa y cualitativa sobre los cambios
fisicoquimicos en los materiales. Por ejemplo, permite calcular la diferencia en el flujo de
calor entre una muestra y una sustancia de referencia inerte cuando se varia la temperatura,
mide la actividad endotérmica y exotérmica de la muestra, estudia la temperatura de
transicion vitrea, el grado de cristalinidad, reacciones de entrecruzamiento,
transformacion/estabilidad polimorfica, desnaturalizacion de proteinas, comportamiento de

descomposicion, puntos de ebullicion y pureza de la muestra [116].

2.5.3. Difraccion de rayos X — DRX.

La difraccién de rayos X (DRX) es una técnica empleada para el estudio de estructuras
cristalinas y espaciado atdmico presente en los materiales [117], y para medir sus
propiedades estructurales tales como: tension, tamafio de grano, orientacion preferencial,

entre otros [118].

Esta técnica permite determinar la cantidad de materia cristalina presente en una sustancia
polimérica a partir del enfoque clasico el cual considera a los polimeros como una mezcla

de estructuras cristalinas incrustadas en una matriz amorfa [119].

La mayoria de las mediciones en peliculas delgadas organicas se han centrado en la
identificacion quimica, el grado de cristalinidad, la macro-deformacion y la textura del
material [120]. El grado de cristalinidad de las peliculas depende de la habilidad de la cadena
para formar cristales como también de la movilidad de las cadenas durante el proceso de
cristalinizacion, por lo que las peliculas de mayor espesor requieren mayor tiempo de secado

y con ello mayor grado de cristalinidad [121].

2.5.4. Espectroscopia en la region de infrarrojo — FTIR.

La espectroscopia infrarroja es una técnica de andlisis para obtener informacion
acerca de los procesos de absorcion y emision de las moléculas que se encuentran en la
materia [122], sin importar su estado (sélido, liquido o gaseoso). En esta técnica el haz de

luz infrarroja incide sobre la materia y provoca vibraciones en los atomos de la molécula,
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las cuales son especificas a determinadas frecuencias de los enlaces quimicos y dependen de
la forma de la superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las

masas atdmicas y el acoplamiento vibracional [123].

En el espectrofotometro de infrarrojo la muestra es iluminada con radiacion infrarroja de
intensidad lo; y mediante un detector, se mide la intensidad de radiacion transmitida por la
muestra | en funcién de la frecuencia de dicha radiacion. El registro obtenido se denomina
espectro de infrarrojo y consiste en la representacion de la transmitancia T =1/I, o

absorbancia A = logl,/I = —logT en funcioén de la frecuencia (cm?) [124].

El espectro infrarrojo consta de tres regiones; entre 12500 — 4000 cm'! se ubica el infrarrojo
cercano (NIR), de 4000 — 400 cm™ el infrarrojo medio (MIR) y de 400 — 10 cm-* el infrarrojo
lejano (FIR). La absorcién molecular en la zona del espectro MIR produce la excitacion de
los modos vibracionales fundamentales y cambios en la energia rotacional; ademas, las
intensidades de las bandas en el espectro IR son proporcionales a la concentracion lo que

permite ser empleado en los anélisis cuantitativos [125].

2.5.5. Resonancia magnética nuclear - RMN.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) constituye una técnica
con amplio y reconocido espectro de aplicaciones en el campo del analisis estructural. Tuvo
sus inicios a principios de la década de 1950 tras el descubrimiento en 1945 de la resonancia
[126]; el cual es el cambio generado en el espin nuclear de un ndcleo con un numero atémico
0 un nimero de masa impar (*H, °C, *N, 1°F y 3!P) al estar sometido a un campo magnético
[127].

Cuando una muestra es irradiada por un impulso intenso de radiacién, los nucleos en el
estado de espin a (estado de minima energia) son promovidos al estado de espin 3 (estado
de mayor energia); al retornar a su estado inicial, emiten sefiales cuya frecuencia depende de
la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin o y B. El espectrémetro de RMN
detecta estas sefiales y las registra en una grafica de frecuencias vs Intensidad, llamado
espectro de RMN [128].

Para la determinacion de la posicion de la sefial en el espectro se define el desplazamiento
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quimico (9), el cual es una magnitud adimensional caracteristica del nucleo considerado y
su entorno; y es independiente de la frecuencia de medida y de la intensidad de campo
magnético. Los desplazamientos quimicos muestran la posicidn de los nacleos en el espectro
y proporcionan informacidn sobre el entorno quimico de la muestra. Adicionalmente, el area
que comprende cada sefial (integral) es proporcional a la abundancia relativa de los ndcleos
que la producen, aportando informacién acerca de la concentracion [129].

El uso del RMN en polimeros comenz6 en la década de 1960 con el RMN de protones (*H-
RMN), una década después (1970) el interés aumento con la aplicacion del RMN de carbono
(3C-RMN) el cual permite detectar la tacticidad en homopolimeros, la regioregularidad y
las secuencias en copolimero y terpolimeros y el calculo de las relaciones de reactividad, asi

como la determinacion de los mecanismos de reaccion [111].

Aunque la mayoria de los ensayos de RMN son realizados sobre muestras en disolucion
(CDCl3, DMSO-dg, D20, CD3CN, etc.); el RMN en estado sélido (RMNes) es una de las
técnicas mas poderosas para el estudio molecular y la dindmica en solidos. En estado solido
el desplazamiento magnético que experimenta un espin nuclear varia con la orientacion de
la misma respecto al campo magnético externo aplicado, resultando una sefial muy ancha
producto de la distribucién estadistica de todas las posibles orientaciones en los cristales.
Mientras que, en disolucion, el rapido movimiento molecular promedia la dependencia de la

orientacion a un valor isotropico obteniéndose espectros de alta resolucion [130,131].

2.5.6. Microscopia electronica de barrido — SEM.

La microscopia electronica supera la barrera de resolucion impuesta por la luz visible.
El primer prototipo de microscopio electronico fue construido por Ernst Ruska y Max Knoll
en 1931. Hoy en dia, existen diversas técnicas de microscopia electronica para el estudio de
la estructura fina y la morfologia del material, entre ellas se menciona: microscopia
electronica de transmision (TEM), de barrido (SEM) y transmision con barrido (STEM)
[116].

La microscopia electronica de barrido SEM es una técnica de analisis topografico,

estructural, y composicional, la cual se usa extensamente en el estudio de semiconductores,

nanoparticulas, modificacion de productos comerciales, catalisis heterogénea, peliculas,
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entre otros [132].

Para obtener una imagen por SEM se enfoca un haz de electrones sobre la superficie de la
muestra sélida el cual realiza un barrido en el eje x, vuelve a la posicion inicial y se desplaza
sobre el eje y; el proceso se repite hasta que el area deseada de la superficie ha sido barrida.
En el caso del barrido analdgico o en sistemas digitales, se recibe una sefial por encima de

la superficie (eje z) y se almacena en una computadora convirtiéndose en imagen [133].

2.6. Estudio de cinética de liberacion.

La liberacion de farmacos se refiere al proceso en el que los solutos de farmacos
migran desde su posicion inicial hacia la superficie del sistema polimérico y luego al medio
de liberacion. Este proceso se ve afectado por multiples factores como las propiedades
fisicoquimicas de los solutos (solubilidad, estabilidad, tipo de carga e interaccion con la
matriz polimérica), las caracteristicas estructurales del material (composicion, estructura,
hinchamiento y degradacion), el entorno de liberacion (pH, temperatura y fuerza ionica) y

la posible interaccion entre estos factores [134].

La matriz polimérica juega un papel importante en los procesos de liberacion del farmaco al
cual contienen. En los primeros estadios de la liberacion, debido a que el hinchamiento limita
el coeficiente de difusion del farmaco, la liberacion es lenta y predominantemente desde la
capa superficial del sistema; cuando el hinchamiento aumenta, el coeficiente de difusion del

farmaco puede aumentar [135].

Los mecanismos de liberacién son la difusién y la erosion; la difusion se rige por la entrega
del medio acuoso al interior del sistema donde se disuelve el compuesto y difunde a través
del material polimérico, mientras que en la erosion se pone de manifiesto un mecanismo de
liberacion por relajacion de las macromoléculas, lo cual esta determinado por la
biodegradabilidad intrinseca del polimero y las caracteristicas del medio de disolucién en

que se encuentra [136].
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Recoleccidn de las especies de algas pardas.
La recoleccion de las especies Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata se realiz6

segun la metodologia descrita por De Lucio et al. [137].

El lugar de recoleccion de algas pardas se localizo frente a la playa “Caballerizas” (Fig. 7),
aproximadamente a 3 km al oeste del muelle de San Juan de Marcona (75°11'11.62" L.W. y
15°21'18.39" L.S.) a una profundidad aproximada de 7 a 8 metros.

Figura 7. a) Muelle de San Juan de Marcona, b) Lecho rocoso donde se adhieren las algas pardas.

El método de recoleccion fue realizado a través de buceo con compresora y asistido por una
embarcacion desde la superficie. Las algas pardas fueron removidas de manera manual
empleando una barreta y se colocaron en coolers que contenian paquetes de gel congelador
reutilizable (gel packs) con la finalidad de evitar la descomposicion del material vegetal.
Estas muestras fueron enviadas al Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y
Metalofarmacos - LIBIPMET perteneciente a la Facultad de Ciencias, donde fueron

almacenadas en una congeladora a una temperatura de 8 — 10 °C.
3.2. Tratamiento preliminar de las muestras.
Las algas pardas recolectadas fueron almacenadas en contenedores frios, por lo que

antes de realizar su limpieza fue necesario dejarlas descongelar durante 24 horas.

Las algas fueron limpiadas manualmente retirando las especies marinas adheridas a su
superficie y se lavaron con agua destilada; las hojas se separaron y fueron secadas a 50 °C
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en estufa durante 36 h. Finalmente, las muestras secas fueron molidas y almacenadas en

frascos &mbar a temperatura ambiente.

3.3. Extraccion de alginato de sodio (NaAlg).

La extraccion de alginato de sodio (NaAlg) fue adaptada de los procedimientos de
McHugh [138], Hernandez et al. [139], Rioux et al. [140], Gomez et al. [141], Ayarza [142],
Latifi et al. [143] y Fertah et al. [144]; y consto de 3 etapas:

o La primera etapa comprendié el desengrasado y la decoloracion de las muestras con
n-hexano y una solucion de formaldehido respectivamente, de esta manera se elimino los
compuestos polifenolicos presentes en el alga parda.

o En la segunda etapa se realizd la extraccion solido-liquido de la muestra con una
solucion de Na,COz durante 2 horas a 80°C y a pH 10.

o En la tercera etapa se produjo un intercambio iénico en la matriz polimérica
empleando CaCl,, seguido de un tratamiento &cido/base (HCI — NaOH). Las reacciones que

producidas durante esta etapa son las siguientes:

Ca(Alg)2 + 2H* = 2HAIg + Ca*?
HAIg + NaOH = NaAlg + H.0

El intercambio i6nico transformo el alginato de calcio (Ca(Alg)2) en acido alginico (HAIQ)
mediante el tratamiento &cido y luego fue convertido a alginato de sodio (NaAlg) a través de

un tratamiento basico.

3.3.1. Desengrasado y despigmentado de la muestra.

En un frasco ambar de 1 L se adicioné 50 g de alga seca molida y 600 mL de n-
hexano, se dejé en agitacion constante durante 2 horas a temperatura ambiente y luego en
maceracion durante 24 h. El sélido fue filtrado y expuesto en la campana extractora durante
30 min con la finalidad de eliminar las trazas de n-hexano, luego se adicion6 600 mL de una
solucion de formaldehido al 0.1 % (W V1) y se dejo agitando durante 24 h a temperatura
ambiente. Finalmente, el solido fue filtrado y secado en estufa a 50 °C durante 24 h para

luego ser almacenado en un frasco ambar a temperatura ambiente.
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3.3.2. Extraccion solido-liquido.

En un vaso precipitado se mezclé el sélido obtenido en el numeral 3.3.1. con una
solucion de NaxCOs al 3% (W V1) en bafio maria a 80 °C, con agitacion constante durante
2 h hasta alcanzar un pH final de la solucién cercano a 10. El residuo s6lido y la fase liquida
fueron separados mediante centrifugacion (10000 RPM durante 20 min), la fase liquida se
afiadié lentamente en un vaso precipitado que contenia 1 L de etanol 96° formandose un

precipitado el cual se filtro y seco en estufa a 45 °C.

3.3.3. Purificacion.

El sélido obtenido fue tratado con 200 mL de una solucién de CaCl,0.05 mol Lt en
agitacion constante durante 24 h a temperatura ambiente. Luego fue centrifugado a 10000
RPM durante 20 min y se le realiz6 un tratamiento acido con una solucion de HCI 0.1 #Eq-
g L (pH ~ 2) en agitacién constante durante 60 min a temperatura ambiente para formar el
acido alginico. Este ultimo (HAIg) se separd mediante centrifugacion (10000 RPM durante
20 min) y se le realizé un tratamiento basico con una solucién de NaOH 0.1 #Eq-g L (pH
~ 8) para neutralizar y obtener el alginato de sodio (NaAlg); el cual se precipitd con etanol
96° en relacion 1:1, se filtro y liofilizo.

3.4. Preparacion de peliculas de alginato de sodio (NaAlg).
La preparacion de peliculas de alginato de sodio (NaAlg) se realizd a partir de las
metodologias desarrolladas por Cha et al. [145] y Paula et al. [146]; y consté de 4 etapas:

o En la primera etapa se determin0 la relacion 6ptima entre glicerol y polietilenglicol-
400, empleados como plastificantes para la preparacion de peliculas de alginato de sodio
comercial.

o En la segunda etapa se estudio de la adicion de k-carragenano y/o -carragenano en
la elaboracion de peliculas compuestas a base de alginato de sodio comercial plastificadas
con glicerol y polietilenglicol-400 en la proporcion determinada durante la etapa anterior.

o En la tercera etapa se prepar6 peliculas compuestas a base de alginato de sodio
comercial y se compararon con las peliculas compuestas de alginato de sodio extraidos de
las algas pardas Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata.

o En la cuarta etapa se realiz6 el cargado de aminoetoxivinilglicina en las peliculas

compuestas a base de alginato de sodio.
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3.4.1. Estudio de la proporcién de los plastificantes.

Se mezclé 30 mL de alginato de sodio comercial (NaAlgC) al 1.5 % W V! con
glicerol (G) y polietilenglicol - PEG 400 (P) en diferentes proporciones, ver tabla 2. Estas
soluciones se mantuvieron en agitacion constante por 30 minutos a 50 °C y posteriormente

se moldearon en placas Petri acrilicas en estufa a 50 °C durante 24 h.

Tabla 2. Valores empleados en la preparacion de peliculas de alginato de sodio comercial (NaAlgC).

Pelicula [NaAlg] Glicerol PEG-400
(mL) (9) (9)
NaAlgCG9P1 30.0 0.9 0.1
NaAlgCG7P3 30.0 0.7 0.3
NaAlgCG5P5 30.0 0.5 0.5

3.4.2. Estudio de la adicion de derivados de carragenano.

Se mezcl6 30 mL de alginato de sodio comercial (NaAlgC) al 1.5 % W V-1 con 5 mL
de x-carragenano (k) al 1.0 % W V! y/o 5 mL de -carragenano (i) al 1.0 % W V-1, Estas
mezclas se mantuvieron en agitacion constante durante 60 min a 70 °C; y se les adicioné
glicerol y PEG-400 en relacion 9:1, tal como se detalla en la tabla 3. Estas soluciones se
agitaron por 30 minutos a 50 °C y se moldearon en placas Petri acrilicas en estufa a 50 °C
durante 24 h.

Tabla 3. Valores empleados en la preparacion de peliculas compuestas de NaAlgC/k- y 1-carragenano.
[NaAlg] [¢-carrag.] [i-carrag.] Glicerol PEG-400

Pelicula

(mL) (mL) (mL) (9) ()
NaAlgCG9P1k 30.0 5.0 - 0.9 0.1
NaAlgCGOP1i 30.0 - 5.0 0.9 0.1
NaAlgCGOP1Ki 30.0 5.0 5.0 0.9 0.1

3.4.3. Preparacion de peliculas compuestas a base de NaAlgC, NaAlgM y NaAlgL.

La preparacion de la solucién formadora se realizé mezclando 30 mL de alginato de
sodio (comercial - NaAlgC, extraido de Macrocystis pyrifera — NaAlgM o extraido de
Lessonia trabeculata - NaAlgL) al 1.5 % W V- con 5 mL de k-carragenano (k) al 1.0 % W
V-1y 5 mL de -carragenano (i) al 1.0 % W V-1, Estas mezclas se mantuvieron en agitacion
constante durante 60 min a 70 °C; y se les adiciond glicerol y PEG-400 en relacion 9:1, tal
como se detalla en la tabla 4. Posteriormente, se agitaron por 30 minutos a 50 °C y se

moldearon en placas Petri acrilicas en estufa a 50 °C durante 24 h.
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Tabla 4. Valores empleados en la preparacion de peliculas compuestas a base de alginato de sodio comercial
(NaAlgC), extraido de Macrocystis (NaAlgM) y extraido de Lessonia (NaAlgL).

[NaAlg] [¢-carrag.] [i-carrag.] Glicerol PEG-400

Pelicula (mL) (mL) (mL) @ )
NaAlgCG9P1Ki 30.0 5.0 5.0 0.9 0.1
NaAlgMG9P1ki 30.0 5.0 5.0 0.9 0.1
NaAlgLG9P1ki 30.0 5.0 5.0 0.9 0.1

3.4.4. Estudio del cargado de aminoetoxivinilglicina — AVG.

El cargado de las peliculas de NaAlg se realiz6 afiadiendo 10 mL de una solucién
etandlica (etanol 70°) de 20 mg Lt de aminoetoxivinilglicina (AVG) en cada una de las
soluciones formadoras obtenidas en el numeral 3.4.3., tal como se detalla en la tabla 5. Estas
soluciones se agitaron por 30 minutos a 50 °C y se moldearon en placas Petri acrilicas en
estufa a 50 °C durante 24 h.

Tabla 5. Valores empleados en la preparacién de peliculas compuestas a base de alginato de sodio (NaAlg)
cargadas con aminoetoxivinilglicina (AVG).

[NaAlg] [w-carrag.] [i-carrag.] AVG Glicerol PEG-400

Pelicula ML)  (mL) mL) (ML) () (@)
NaAlgCG9P1kiA 30.0 5.0 5.0 10 0.9 0.1
NaAlgMG9P1kiA 30.0 5.0 5.0 10 0.9 0.1
NaAlgLGI9P1kiA 30.0 5.0 5.0 10 0.9 0.1

3.5. Caracterizacion fisicoquimica.

Las técnicas de caracterizacion empleadas en la investigacion fueron viscosimetria
capilar, cromatografia de exclusion por tamafio con deteccién de dispersion de luz
multiangulo, analisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de barrido, espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier, difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear
de proton en estado liquido, resonancia magnética nuclear de carbono en estado solido,

microscopia electrénica de barrido, opacidad y el contenido de agua.

3.5.1. Peso molecular — My.

El peso molecular (Mw) de los alginatos NaAlgC, NaAlgM y NaAlgL se determino
mediante viscosimetria capilar y cromatografia de exclusion por tamafio con deteccion de
dispersion de luz multiangulo (SEC-MALS); las especificaciones de cada ensayo se

describen a continuacion:
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3.5.1.1. Viscosimetria capilar.
Los ensayos de viscosidad intrinseca se realizaron segun lo descrito por Ayarza

[142], utilizando un viscosimetro de Ostwald a 25 °C.

La solucién de alginato de sodio al 0.15 % W V! se prepar6é con NaCl al 0.1 mol Ly se
filtr6 en membrana de 0.45 um. A partir de esta soluciéon se prepararon las siguientes
disoluciones: 3, 5, 6, 8, 10, 13y 19 x 10* g mL™,

Cada dilucién fue vertida en el viscosimetro de Ostwald (Fig. 8) y a partir del tiempo (t) que
demora la solucion en llegar desde la marca superior (A) hasta la marca inferior (B) del
viscosimetro se obtuvo el valor de viscosidad relativa (Ec. 1), especifica (Ec. 2), reducida

(Ec. 3) e intrinseca (Ec. 5), y el peso molecular empleando la ecuacion de Mark-Houwink

(Ec. 6).
A A A ]

Figura 8. Viscosimetro de Ostwald en el cual se observa cémo el liquido succionado fluye desde la marca
superior (A) hacia la marca inferior (B). (Realizado con el software ChemBioDraw 12.0).

3.5.1.2. Cromatografia de exclusion por tamafio con deteccion de dispersion de luz
multiangulo (SEC-MALS).

Los ensayos de SEC-MALS fueron realizados en un cromatografo marca Waters
modelo e2695 con detectores marca Wyatt modelos miniDawn y Optilab, columnas LB-803

y LB-806 marca Shodex y a una temperatura de 35 °C.
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Estos andlisis se realizaron segln la norma ASTM F2605-16 [147], empleando una fase
movil de Na;SO4 (0.05 mol L) / EDTA (0.01 mol L) a pH 6.0, soluciones estandar de

pululano* y 200 pL de muestra a una concentracion de 5 mg mL™,

Los datos obtenidos fueron procesados con el software Astra v. 7.3.0.15 utilizando el valor
del incremento de indice de refraccion especifico de la solucién (dn/dc) de 0.150 mL g

3.5.2. Analisis termogravimétrico — TGA.

Las curvas termogravimétricas fueron obtenidas en un equipo marca TA Instruments
modelo SDT Q600 administrado por el programa Thermal Advantage for Q Series (v.
5.5.24). Las mediciones fueron realizadas en atmdsfera inerte (N2) a un caudal de 50 mL
min-t empleando 5.0 + 0.2 mg de muestra, las cuales fueron pesadas con una precision de +

0.1 mg.

El rango de temperatura fue de 25 a 800 °C con una razén de calentamiento de 10 °C min-!

y se emplearon soportes de muestra de a-alimina.

3.5.3. Calorimetria diferencial de barrido — DSC.

Las curvas calorimétricas fueron obtenidas en un equipo marca TA Instruments
modelo Q10 administrado por el programa Thermal Advantage for Q Series (v. 5.5.24). La
masa de muestra fue de 5.0 £ 0.2 mg, las cuales fueron pesadas con una precisién de + 0.1
mg en un soporte cerrado de aluminio que presenta una abertura central en la tapa de 0.7
mm; los andlisis se realizaron en atmoésfera inerte (N2) a un caudal de 50 mL min= y una

razén de calentamiento de 10 °C mint,
Las mediciones se realizaron en los rangos de temperatura de 25 a Trinat °C (Ciclo 1),
Ttina °C @ -50 °C (Ciclo 2) y -50 °C a Tsina °C (Ciclo 3) en modos de calentamiento —

enfriamiento - recalentamiento, respectivamente.

La Trina proviene de la primera fase obtenida en el termograma TGA.

* El pululano es un a-D-glucano lineal constituido de subunidades de maltotriosa unidas con enlaces a-1,6;

estas unidades estan conformadas por unidades de glucosa conectadas por enlaces a-1,4-glucosidicos [148]
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3.5.4. Espectroscopia en la regién de infrarrojo — FTIR.
Los espectros FTIR fueron obtenidos mediante Reflectancia Total Atenuada — ATR
utilizando un infrarrojo marca Shimadzu modelo IRPrestige 21, en el rango de 600 a 4000

cmlL

3.5.5. Difraccion de rayos X — DRX.

Los difractogramas DRX fueron obtenidos en un rango de 5° a 100° en un equipo
marca Bruker modelo D8 Advance equipado con una fuente de Cu (K, = 1.5418 A) operando
a un voltaje de 40 KV y 40 mA (1600 W) y un detector tipo PSD modelo LynxEye. Las
mediciones se realizaron en modo acoplado Theta/2Theta con barrido continuo y un
incremento de 0.02° y un tiempo de acumulacién de 0.5 s por paso. Se utiliz6 un filtro de Ni
para eliminar la sefial asociada a la radiacion Kg_El porcentaje de cristalinidad se determind

utilizando la siguiente ecuacion [149]:

% Cristalinidad = (Area cristalina / Area total) * 100 (8)

3.5.6. Resonancia magnética nuclear de protén en estado liquido — *H-RMN.

Los espectros *H-RMN fueron obtenidos con un espectrometro marca Bruker modelo
Avance Il HD, acoplado con un iman superconductor Ascend 11.75 T operando a una
frecuencia de 500 MHz y equipado con una criosonda marca Bruker modelo CP TCI 500S1
H-C/N-D-05-Z. Las mediciones se realizaron segun la norma ASTM F2259-10 [150] a 70
°Cy pulso 90°.

12 mg de alginato de sodio fue disuelto en 1 mL de D20, luego fue liofilizado.
Posteriormente, la muestra se disolvié 1.2 mL de una solucién de D>O y 3 mM de &cido

trimetilsililpropanoico (TSP).

En el espectro *H-RMN, la sefial () correspondiente al estandar de referencia interna (TSP)
se encuentra a 0.00 ppm y la sefial residual del solvente (D.O) se observa a 4.32 ppm.

3.5.7. Resonancia magnética nuclear de carbono en estado sélido — 1*C-RMN.

Los espectros 13C-RMN fueron obtenidos empleando 60 mg de muestra en forma de

polvo envasadas en rotores de zirconia con un diametro externo de 4 mm.
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Se utilizé un espectréometro marca Bruker modelo Avance 111-400, operando a un campo
magnético de 9.4 T (399.94 MHz para 'H y 100.56 MHz para '3C) con una secuencia de
pulsos CPTOSS (Polarizacion cruzada con supresion total de banda lateral) y sonda MAS-
BB-4mm. En los espectros 3C-RMN obtenidos, la sefial (§) correspondiente al estandar de

calibracion de desplazamiento quimico (adamantano) se observa a 38.5 ppm.

3.5.8. Microscopia electrénica de barrido — SEM.

Las iméagenes SEM se obtuvieron con un microscopio marca LEO modelo 440
(Cambridge, Inglaterra) con un detector OXFORD modelo 7060, operando con un haz de
electrones de Sonda | de 5 kV, 2.42 A de corriente y 200pA. Las muestras previamente
fueron secadas en estufa a 60 °C durante 24 h. y puestas en un desecador a vacio durante 12
h. Posteriormente fueron recubiertas con oro en un sistema de alto vacio marca BAL-TEC

modelo MED 020 y se mantuvieron en un desecador hasta su analisis.

3.5.9. Opacidad.

La opacidad se determin6 colocando un pedazo rectangular de la pelicula en una
cubeta de cuarzo para medir su transmitancia en un espectrofotdmetro UV-Vis marca Varian
modelo Cary® 50 en un rango de 300 — 1000 nm. La opacidad se calculé mediante la

siguiente ecuacion [151]:

Opacidad = (log (1/T))/d €)]

Donde T es la transmision de luz de la pelicula a 600 nm, y d es el espesor de la muestra.

El espesor de la pelicula se obtuvo empleando un microscopio de barrido laser marca Zeiss

modelo LSM780, con un lente objetivo de 40x.

3.5.10. Contenido de agua.
El contenido de agua en las peliculas se determind mediante gravimetria. Por ello se
peso piezas rectangulares de las peliculas antes y después de ser secadas a 105 °C durante

24 h en estufa. EI contenido de agua se calculé mediante la siguiente ecuacion [152]:
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Mi_Mf

Contenido de agua =
Mg

(10)

Donde M; es el peso inicial de la pelicula (g) y M, es el peso final de la pelicula (g). El

contenido de agua se expresé como g (H20) g* (material seco — M.S.)

3.6. Cinética de liberacion del AVG.

El estudio de cinética de liberacion del inhibidor de etileno (aminoetoxivinilglicina
— AVG) se realizd a 10 y 25 °C. Para controlar la temperatura de liberacion se utilizd un
bafio criotermostatico de recirculacion (chiller) marca DAIHAN Scientific modelo MaXircu
CR-8 acoplado a un agitador orbital digital marca WiseShake ® modelo SHO-2D el cual

contiene vasos de vidrio borosilicato de doble capa de 50 mL.

El valor de absorbancia de las soluciones de AVG se obtuvo con un espectrofotémetro UV-
Vis marca Shimadzu modelo UV-1800 a una longitud de onda () de 197.5 nm. Luego se
realizé una curva de calibracion de las soluciones empleando las siguientes concentraciones
5,10, 15,20y 25 mg L (Anexo 1). La cinética de liberacion se realizé afiadiendo 25 mL
de etanol 70° a cada vaso de doble capa y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos hasta
obtener la temperatura deseada; luego se cortd las peliculas cargadas con el AVG en
dimensiones de 20 x 20 mm y se colocaron en la solucién etandlica de cada vaso. Para
obtener el valor de absorbancia de la solucion, en un intervalo de tiempo, se tomd una
alicuota de 2 mL y se colocé en celda de cuarzo, posterior a la lectura se devolvio al

recipiente y se mantuvo en agitacion hasta la siguiente lectura.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Recoleccion de las especies de algas pardas.

Las especies de algas pardas recolectadas fueron identificadas como Macrocystis
pyrifera (Linnaeus) C.Agardh 1820 (Fig. 9a) y Lessonia trabeculata Villouta & Santelices
1986 (Fig. 9b).

Figura 9. Algas pardas recolectadas en la Playa Caballerizas — Marcona a) Macrocystis pyrifera y b)
Lessonia trabeculata.

4.2.  Rendimiento de extraccién de alginato de sodio.
El porcentaje de rendimiento de extraccion de alginato de sodio (Tabla 6) de las hojas
de Macrocystis pyrifera (NaAlgM) y Lessonia trabeculata (NaAlgL) se obtuvo empleando

la siguiente ecuacion:

Masa de NaAlg (g)
Masa de alga seca (g)

% Rendimiento = x 100 (11)

Tabla 6. Rendimiento del alginato extraido de las algas pardas recolectadas de la costa peruana.

Alginato de sodio Especie de alaa Masa de alga Masa de Rendimiento
(NaAlg) P | seca(g)  NaAlg () (%)
NaAlgM Macrocystis pyrifera 50.06 7.65 15.28
NaAlgL Lessonia trabeculata 50.32 11.19 22.24

El mayor rendimiento de extraccion de alginato de sodio se obtuvo de la especie Lessonia
trabeculata (22.24 %) y el menor contenido de extraccion se obtuvo de la especie

Macrocystis pyrifera (15.28 %). Estos resultados son conformes a la literatura debido que
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Kaidi [153] reportd un rendimiento de extraccion de alginato de sodio de L. trabeculata entre
13-29 % y Rioux [140] un rendimiento de extraccion de alginato de sodio en M. pyrifera
entre 1-21 %. Por otro lado, la diferencia en el porcentaje de rendimiento de extraccion de
alginato de sodio se puede deber a los siguientes factores: edad del alga, las condiciones
ambientales de crecimiento (intensidad de la luz, temperatura del agua y estado nutricional)

y las técnicas de extraccion [154].

4.3.  Caracterizacion del alginato de sodio extraido.
Se utiliz6 alginato de sodio comercial Sigma Aldrich (NaAlgC), como patron de
referencia, en la caracterizacion de las muestras de alginato de sodio extraido de hojas de

Macrocystis pyrifera (NaAlgM) y Lessonia trabeculata (NaAlgL).

4.3.1. Peso molecular — M.

El peso molecular (Mw) se determin6 mediante viscosimetria capilar y SEC-MALS.

43.1.1. Viscosimetria capilar.
Los resultados del ensayo de viscosidad intrinseca [5] se detallan en el Anexo 2. Asi
mismo, la gréfica de los valores de viscosidad reducida con respecto a su concentracion se

muestra en la figura 10.

2000

+ NaAlgC
« NaAlgM .
A
1500 -
o
o
[=n
1000
Equation y=a+b'x
NaAlgC NaAlgM NaAlgL
Intercept 829.66866 +42.01977 809.8222 + 52.00577 749.05166 + 54.10589
Slope 510867.09265 + 40221.29 460689.77636 + 49779.8 491391.93291 + 51790.
Pearson's r 0.98485 0.97203 0.97334
Adj. R-Squ 0.96393 0.93381 0.93686
500 T T | T
0.0 5.0x10* 1.0x107 1.5x107 2.0x10°

Concentracién (g mL™)

Figura 10. Gréaficas de concentracion vs viscosidad reducida de las muestras de alginato comercial (NaAlgC),
de Macrocystis (NaAlgM) y de Lessonia (NaAlgL).
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Los pardmetros macromoleculares de alginato de sodio disuelto en NaCl 0.1 mol Lt a 25 °C
para algas pardas se detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Pardmetros de la ecuacién Mark-Houwink.

Parédmetro
Alga parda K (cm® ) z Fuente
Macrocystis pyrifera 0.0073 0.92 [155]
Lessonia trabeculata 0.059 0.78 [156]

A partir del valor de viscosidad intrinseca (Fig. 10) y los parametros macromoleculares
descritos en la tabla 7, se obtuvo el valor del peso molecular (My) de los alginatos de sodio

empleando la ecuacion de Mark-Houwink (Ec. 6) estos valores se detallan en la tabla 8.

Tabla 8. Valores obtenidos del anlisis de viscosidad capilar del alginato de sodio, en NaCl 0.1 mol L.
Viscosidad intrinseca [5] Peso molecular (Mw)

Muestra mL g! g mol? Daltons
NaAlgC 829.67 3.13x10° 313 x 10°
NaAlgM 809.82 3.05x 10° 305 x 10°
NaAlgL 749.05 1.82 x 10° 182 x 103

Tal como se observa en la tabla 8, los valores de peso molecular de las muestras de alginato
de sodio estan en un rango de 1.82 — 3.13 x 10° g mol. Segln Liu et al. [157], el valor del
peso molecular del alginato de sodio oscila entre 3.2 — 40 x 10* g mol, por lo que se asume

que los valores obtenidos estan conformes a la literatura.

4.3.1.2. SEC-MALS.
Los cromatogramas SEC-MALS de las muestras de alginato de sodio se muestran en la

figura 11y los valores de peso molecular obtenidos se muestran en la tabla 09.

Tabla 9. Valores obtenidos de peso molecular (SEC-MALS) de las muestras de alginato de sodio (NaAlg).

(Daltons) NaAlgC NaAlgM NaAlgL
(Mp) 123.2 x 10® 45,97 x 10° 44.44 x 10°
(Mp) 135.7 x 103 43.91x 10° 40.01 x 10°
(Mw) 127.2 x 103 65.19 x 10° 67.91 x 10°
(My) 137.9x 10° 13.82 x 10° 23.29 x 10°

Mw/Mn 1.033 1.418 1.528

La cromatografia SEC-MALS emplea EDTA, el cual, al ser un agente quelante, puede
incrementar la viscosidad de la solucion al entrecruzar las cadenas poliméricas del alginato

de sodio [142]. Ademas, emplea pululano como estandar de calibracién; sin embargo, este

37



polimero no es representativo de polisacéridos rigidos como los alginatos debido a su
estructura altamente flexible [158]. Por tal motivo, se esperaba que los valores de peso
molecular (Mw) mediante SEC-MALS sean mayores a los obtenidos mediante viscosimetria
capilar; pero la cromatografia SEC-MALS requiere de procedimientos de purificacion

(filtracion a 0.45 pum) previos al anélisis, lo que permite eliminar las impurezas presentes en
la solucion del polisacarido [159,147].

El indice de polidispersidad (Mw/Ms) de los alginatos extraidos es mayor a 1 (Tabla 9), en
comparacion con el alginato comercial, por lo que se presume que estas muestras presentan
menor uniformidad entre sus cadenas polimericas.

——NaAlgC (M,)
—1LSs
RI

10°

Peso molecular (g mol-') @

30 32 34 36
Tiempo (min)
b. 1 —— NaAlgL (M
A ——NaAigM (M,)| C. 10°4 aAlgL (M,,)
P— - —_—LS
- RI bl -RI
g 107+ g 10
= 2
g 2 107+
9 10°+ o
(0] =
° 5]
£ € 1054
(] o
%] 173
O 10°%4 &
o 1054
104 +— . : e . ——— 104+ > . i r b = ;
2 24 26 28 30 32 34 36 2 24 26 28 30 32 34 36 38
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 11. Cromatogramas SEC-MALS de los alginatos a) comercial (NaAlgC), b) de Macrocystis
(NaAlgM) y ¢) de Lessonia (NaAlgL).
4.3.2. Termogravimetria— TGA.

Los eventos térmicos del alginato de sodio (Fig. 12) son deshidratacion,
fragmentacion, descomposicion y carbonizacion, segun indican Soares et al. [160]. Después
del proceso de carbonizacion se obtiene un residuo carbonizado el cual resulta de la

transformacion térmica de los compuestos inorganicos presentes en el polisacarido [161].
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En la tabla 10 se evidencia el porcentaje de pérdida de masa de las muestras de alginato de
sodio en cada uno de sus eventos térmicos. Mayor pérdida de masa durante el evento de
deshidratacion se evidencié en la muestra NaAlgL. Por otro lado, la muestra NaAlgC
presentd mayor pérdida de masa durante el evento de fragmentacién de las cadenas
poliméricas y la muestra NaAlgM durante la descomposicion. Sin embargo, la muestra
NaAlgL evidencio mayor porcentaje de residuo carbonizado.

100

80 ~

20

0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 12. Termogramas TGA de las muestras de alginato comercial (NaAlgC), de Macrocystis (NaAlgM) y
de Lessonia (NaAlgL) en atmosfera inerte (N2) con una tasa de calentamiento de 10 °C min™.

Tabla 10. Valores obtenidos de los termogramas TGA de las muestras de alginato de sodio en atmosfera inerte.

Masa I o Pérdida de Residuo

Muestra (mg) Evento térmico AT/ °C masa (%) (%)
Deshidratacion 21.6-187.1 14.0
Fragmentacion 187.1-512.5 46.3
NaAlgC  5.057 Descomposicion 512.5-833.9 21.0
Carbonizacion 833.9-991.7 11.2

Residuo carbonizado 991.7 7.5
Deshidratacion 21.7-182.3 20.4
Fragmentacion 182.3 -542.0 29.1
NaAlgM  5.308 Descomposicién 542.0 -907.1 38.0
Carbonizacion 907.1 —991.3 1.3

Residuo carbonizado 991.3 11.2
Deshidratacion 21.5-180.9 23.5
Fragmentacion 180.9 - 574.3 27.4
NaAlgL  5.114 Descomposicion 574.3 - 853.3 26.0
Carbonizacion 853.3 -991.8 10.2

Residuo carbonizado 991.8 12.9
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4.3.3. Espectroscopia en la region de infrarrojo — FTIR.

Los espectros FTIR de los alginatos (NaAlgC, NaAlgM y NaAlgL) (Fig. 13) mostraron
bandas comunes a 3270 cm (estiramiento —~OH), a 2929 cm* (vibracién —CH), a 1595 cm-
! (estiramiento asimétrico -COO") y a 1024 cm'! (estiramiento C-C, vibracién de unién O-H

fuerte o union fuerte entre iones Ca*? y los acidos gulurénicos del alginato de sodio) [162].

Sin embargo, en los alginatos extraidos (NaAlgM y NaAlgL) se evidenciaron bandas
adicionales a 1728 cm-! (estiramiento C=0 del grupo éster en acido alginico) [163] y a 1352
cmt (estiramiento S=0) [164]. Pero, desaparicion de la banda a 1409 cm™ (estiramiento
simétrico del -COO") [162].

Por otro lado, las bandas a 835 cm™ (grupos sulfato de fucoidano) y a 665 cm (deformacién
simétrica y asimétrica O=S=0) [165] hacen presumir la presencia de fucoidanos en los
alginatos extraidos, debido que estos alginatos presentaron mayor coloracién en

comparacion con el alginato comercial.
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Figura 13. Espectros FTIR de las muestras de alginato de sodio comercial (NaAlgC), de Macrocystis
(NaAlgM) y de Lessonia (NaAlgL).
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4.3.4. Difraccion de rayos X — DRX.

Los difractogramas DRX de las muestras de alginato de sodio (NaAlgC, NaAlgM y

NaAlgL) se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Difractogramas DRX de las muestras de alginato de sodio comercial (NaAlgC), de Macrocystis

(NaAlgM) y de Lessonia (NaAlgL).

Tal como se evidencia en la figura 14, el patron de difraccion DRX de la muestra NaAlgC

presenta dos picos correspondientes a las unidades guluronato (13.55°) y manuronato

(21.31°). Sin embargo, las muestras de alginato extraido (NaAlgM y NaAlgL) presentaron
picos adicionales a 29.5°, 34°, 39°, 44° y 48° correspondientes al CaCO3 [166].

Segun Jiang et al. [167], los cationes Ca*? pueden solvatarse con etanol y agua debido a su

pequefio radio y su gran densidad de carga, mientras que los aniones CO3? son dificiles de

solvatar con etanol. Por lo que, debido a que el grado de sobresaturacion de los aniones CO3?

es mucho mayor que el de los cationes Ca*?, se facilitaria la formacion de CaCOsen forma

de vaterita.

Tabla 11. Picos de difraccién e indice de cristalinidad de las muestras de alginato de sodio.

Muestra Unidad Guluronato  Unidad Manuronato Cristalinidad
G) (M) (%)
NaAlgC 13.55° 21.31° 32.95
NaAlgM 13.35° 23.35° 20.19
NaAlgL 13.29° 22.31° 17.31
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En la tabla 11 se observa los picos de difraccion de los alginatos, los cuales son cercanos a
14.08° y 22.08° [168] y corresponden a la reflexion (110) de la unidad guluronato (G) y

(200) de la unidad manuronato (M), respectivamente [169].

Los porcentajes cristalinidad obtenidos a partir de la ecuacion 8, muestran que el alginato
comercial presenta mayor porcentaje de cristalinidad en comparacion con los alginatos
extraidos. Estos resultados son acordes a la literatura debido que en muestras de alginato
comercial el porcentaje de cristalinidad es cercano a 35.62 %, mientras que en muestras de
alginatos extraidos el porcentaje de cristalinidad es cercano a 29.29 % [170] debido que estos

Gltimos poseen una estructura semi-cristalina [168].

4.3.5. Resonancia magnética nuclear - RMN

4.35.1. RMN de protén en estado liquido — 'H-RMN.
Esta técnica permite determinar las frecuencias de las sefiales Fm (fraccion de unidades
manuronato), Fg (fraccion de unidades guluronato), dlos, triadas, relacion M/G y la longitud

promedio en nimero de los bloques-G (Ng>1) [142].

G = 0.5*(A +C +0.5*(B1 + B> + B3))
. M = B4+ 0.5*%(B1 + B2 + By)
Monadas Fo - G/(M + G)
Fwm = M/(M + G)
GG = 0.5*(A +C-0.5%(B1 + B2 + B3))
MG = GM =0.5*(B1 + B2 + B3)
Ddos MM - B
Fee = GG/(M + G)
FMM = MM/(M + G)
Fom = Fme = MG/(M + G)
GGM = MGG = (B1)*0.5*%(B1 + B2 + B3)/(B1 + B2)
MGM = (B2)*0.5*%(B1 + B2 + B3)/(B1 + B2)
Triadas GGG = GG -GGM
FGQG = GGG/(M + G)
Fymem = MGM/(M + G)
elelY = Fmes = GGM/(M + G)
Ng = FelFam
Relacion Ng>1 = (Fec — Fmem)/Feom
Nwm = Fm/Fme
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Donde: sefial A = G (protdn 1), sefial B1 = GGM (proton 5), sefial B, = MGM (proton 5),
sefial Bz = MG (protdn 1), sefial B4 = MM (prot6n 1) y sefial C = GG (protdn 5) [150], ver
figura 15. Los espectros H-RMN de las muestras de NaAlg se muestran en la figura 16 y

los resultados obtenidos de las sefiales entre 5.3 — 4.3 ppm se detallan en la tabla 12.
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Figura 15. Sefales *H-RMN correspondientes a los protones del alginato de sodio. (Realizado con el software
ChemBioDraw 12.0).
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Figura 16. Espectros *H-RMN de las muestras de alginato de sodio comercial (NaAlgC), de Macrocystis
(NaAlgM) y de Lessonia (NaAlgL).
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Tabla 12. Sefiales correspondientes a los espectros *H-RMN de las muestras de NaAlg.
Area (u.a)

4 (ppm) NaAlgC NaAlgM NaAlgL
5.06 Sefial A 22988.220 28861.065 38511.880
477 Sefial By 13866.370 4595.003 3567.332
473 Sefial B, 17966.212 11324.471 15432.602
4.70 Sefial Bs 17746.358 16230.781 20998.252
4.67 Sefial By 30333.001 14448145 16315.213
4.46 Sefial C 13364.270 16299.586 26248531

Segun Salomonsen et al. [171] para obtener la relacion M/G (Tabla 13), los limites de las
sefiales A, B y C se establecen en 5.18 — 4.96 ppm, 4.82 - 4.57 ppm y 4.55 — 4.38 ppm;

respectivamente.

Tabla 13. Frecuencias de las sefiales Fu, Fg v la relacién M/G de las muestras de NaAlg.

NaAlgC NaAlgM NaAlgL
Fe 0.36 0.50 0.54
Fwm 0.64 0.50 0.46
Relacion M/G 1.80 1.00 0.86

De acuerdo con McKee et al. [172] la relacion M/G de hojas jovenes y viejas son de 1.83 y
1.45, respectivamente. Estos valores difieren significativamente segun la edad de las hojas
y las condiciones ambientales en las que habitan las algas. Sin embargo, al presentar valores
M/G muy por debajo de la literatura, se presume que el tiempo y condiciones de
almacenamiento empleado en las hojas secas molidas antes de la extraccion del alginato de
sodio pudieron haber influenciado en los resultados. Por otro lado, se observa que las
muestras provenientes de Macrocystis pyrifera son ricas en porcentaje de residuos

manuronato, lo cual es acorde a la literatura [173].

4.35.2. RMN de carbono en estado sélido — 13C-RMN.

Tal como menciona Ayarza [142], en el espectro *C-RMN de alginato de sodio el
carbono 6 (Cs) (6 ~ 178 ppm) corresponde al carbono del carboxilato, el carbono 4 (Cs) (6 ~
80 ppm) al estar enlazado a un solo oxigeno (enlace glicosidico) no se encuentra desplazado
hacia campo bajo, en comparacion con el carbono 1 (C1) (8 ~ 104 ppm) el cual se enlaza con
dos oxigenos, y la region entre 70 — 80 ppm corresponde a los carbonos de los anillos

pirandsicos (carbonos 2, 3y 5 — Cz, Cs3 'y Cs, respectivamente) ver figura 17.
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Figura 17. Sefales 3C-RMN correspondientes a los protones del alginato de sodio. (Realizado con el software
ChemBioDraw 12.0).

En la figura 18, el espectro del alginato de sodio comercial presenta ensanchamiento en la
sefial correspondiente a los carbonos M-4 y M-5. Esto probablemente se deba a la formacion
de complejos estables entre los cationes polivalentes y los bloques conformaciones MG, MM
y GG [174]. Por otro lado, las muestras de alginato extraido presentan dos picos adicionales
cercanos a la sefial del carbono Cs lo que evidencia presencia de grupos carboxilo protonados

[175]. Las sefiales obtenidas de los espectros **C-RMN se detallan en la tabla 14.
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Figura 18. Espectros **C-RMN de las muestras de alginato de sodio comercial (NaAlgC), de Macrocystis
(NaAlgM) y de Lessonia (NaAlgL).
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Tabla 14. Sefiales correspondientes a los espectros 3C-RMN de las muestras de NaAlg.

- d (ppm)
Tipo de carbono NaAlgC NaAlgM NaAlgL
Anomérico Ca M-1 . 99.69 .
G-1 101.20 102.40 102.34
C, M-2 71.68 71.37 71.45
G-2 - 65.20 65.31
c M-3 71.68 71.37 71.45
Piranésico 3 G-3 68.72 68.08 68.21
Cs M-4 75.35 75.99 75.75
G-4 81.05 82.68 82.79
Ce M-5 75.35 75.99 75.75
G-5 68.72 68.08 68.21
Carboxilato Cs I\él_g 176.21 176.25 176.40

4.4. Caracterizacion las peliculas obtenidas.
4.4.1. Opacidad.

44.1.1. Peliculas de alginato de sodio.

De la variaciéon en la proporcion de glicerol y el PEG-400 en la mezcla de los
plastificantes, se obtuvo 3 peliculas las cuales evidencian una tonalidad mas translucida a
mayor cantidad de glicerol (Fig. 19a) en comparacion con las peliculas que contienen mayor

cantidad de PEG-400 las cuales presentaron un color mas blanquesino (Fig. 19c).

Figura 19. Peliculas obtenidas variando la proporciéon de los plastificantes a) NaAlgCG9P1, b) NaAlgCG7P3
y ¢) NaAlgCG5P5.

Para determinar la opacidad de las peliculas se midi6 el espesor (Fig. 20) y el porcentaje de
transmitancia (Fig. 21) de cada una de ellas.
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Figura 20. Espesor de las pellculas obtenldas varlando Ia propormonde Io plastlflcantes a) NaAIgCGQPl b)
NaAlgCG7P3 y c) NaAlgCG5P5.
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Figura 21. Espectros de transmitancia UV-Vis de las peliculas NaAIgCG9P1, NaAlgCG7P3 y NaAlgCG5P5.

El valor de opacidad de las peliculas se determin6 empleando la ecuacién 9 (numeral 3.5.9.).
Por otro lado, el contenido de humedad en las peliculas se determin6 empleando la ecuacion

10 (numeral 3.5.10.). Ambos resultados se detallan en la tabla 15.

Tabla 15. Valores de espesor (um), transmitancia a 600 nm (T%), opacidad (nm mm™) y contenido de
humedad (g g?) de las peliculas obtenidas segtn la proporcién de plastificantes
Visible . Cont. Humedad

Espesor Opacidad 1
Muestra (X - um) (60(T)02;n - (A—nm mm-) (g (H20) g* (M.S))
NaAlgCG9P1 173.43 90.1798 0.2588 0.8975
NaAlgCG7P3 102.92 64.9262 1.8225 0.7654
NaAlgCG5P5 164.57 19.3279 4.3374 0.3145

Tal como se evidencia en la tabla 15, el aumento de PEG 400 incrementa la opacidad de las
peliculas. Esto se debe a que el PEG 400 se dispersa de manera heterogénea en la matriz
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polimérica del alginato ocasionando que la luz se disperse més y aumente la opacidad [176].
Por otro lado, el glicerol al ser una molécula de menor tamafio y presentar mayor cantidad
de grupos polares (-OH) es mas compatible con la matriz polimérica, lo que le permite
desarrollar enlaces puente hidrogeno con los grupos hidroxilos del polimero [177]. Sin
embargo, el aumento de grupos polares genera un incremento en el contenido de humedad

de las peliculas.

4.4.1.2. Peliculas compuestas a base de alginato de sodio.
Segun especificaciones del proveedor, el alginato comercial proviene de la especie
Macrocystis pyrifera. Por tal motivo, las peliculas NaAlgCG9P1ki (Fig. 22a) y

NaAlgMG9P1ki (Fig. 22b) visualmente no presentaron mucha diferencia en la tonalidad.

Figura 22. Peliculas compuestas a base de alginato de sodio a) NaAlgCG9P1ki, b) NaAlgMG9P1ki y c)
NaAlgLGOP1ki.
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Figura 23. Espesor de las peliculas compuestas a base de alginato de sodio a) NaAlgCG9P1ki, b)
NaAlgMG9P1ki y c) NaAlgLGIP1ki.
Sin embargo, la pelicula compuesta a base de alginato de sodio extraido de Lessonia

(NaAlgLG9P1ki) mostré mayor tonalidad en comparacién con las otras peliculas (Fig. 22c).
Por tal motivo, se calcul6 la opacidad de las peliculas compuestas reemplazando los valores

del promedio del espesor (Fig. 23) y el porcentaje de transmitancia (Fig. 24) en la ecuacion

9 (numeral 3.5.9.). Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 16.
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Tabla 16. Valores de espesor (1um), transmitancia a 600 nm (T%) y opacidad de las peliculas NaAlgCG9P1ki,
NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1Kki.

# Muestra Espesor Visible Opacidad
(X - um) (600 nm — T%) (AU — nm mm)
NaAlgCGIP1ki 192.28 77.2858 0.5819
NaAlgMG9P1ki 227.61 34.4352 2.0341
NaAlgLG9P1ki 250.50 22.4689 2.5885
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Figura 24. Espectros de transmitancia UV-Vis de las peliculas NaAlgCG9P1ki, NaAlgMG9P1ki y
NaAlgLG9P1ki.

Tal como se observa en la tabla 16, la pelicula compuesta NaAlgMG9P1ki presenta mayor
opacidad que la pelicula NaAlgCG9P1ki. Lo cual es acorde con el porcentaje de cristalinidad
de las muestras de alginato de sodio, siendo el alginato comercial el que presenta mayor
pureza en comparacién con el alginato extraido de Macrocystis. Segun Costa [178], la
presencia de sales de calcio conduciria a la formacién de enlaces mas fuertes en la matriz
polimérica generando menor espacio entre las cadenas del polimero y, por lo tanto, reduciria

la luz que pasa a través de las peliculas aumentando el valor de opacidad.

4.4.2. Termogravimetria DSC.

Durante el proceso de recalentamiento (Ciclo 3) del ensayo por DSC (Fig. 25d), las
peliculas de alginato plastificadas con diferentes proporciones de glicerol y PEG-400
mostraron un pico exotérmico y un pico endotérmico. El pico endotérmico esta relacionado

a la temperatura de fusion del agua [179], y el pico exotérmico corresponde al proceso de
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cristalizacion de un material polimérico que presenta nucleos crecidos durante el paso de
enfriamiento anterior (Ciclo 2) y es calentado por encima de la temperatura de transicion
vitrea (Tg) (Ciclo 3) [180]. Este proceso se denomina “Cristalizacion en frio” (Tcc) [181] y
ocurre entre la Tq y la temperatura de fusion (Tm) [182] y es atribuido a la retencion de agua

por el polimero [183].
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Figura 25. Termogramas DSC de las peliculas de alginato a) NaAlgCG9P1, b) NaAlgCG7P3 y c)
NaAlgCG5P5. Proceso de recalentamiento d) ciclo 3.

En la figura 25, cuando la proporcion entre glicerol y PEG-400 es 9:1 el pico exotérmico de
la pelicula se ubica a -57 °C, cuando la relacion es 7:3 se desplaza a -38 °C y cuando la
proporcion es 5:5 el pico es cercano -50 °C. Segun la literatura, la temperatura de
cristalizacion en frio se desplaza hacia el lado de baja temperatura con el aumento del
contenido de agua en la pelicula [183], lo cual concuerda con el resultado de contenido de
agua en la tabla 15. Por otro lado, el incremento de PEG-400 facilita el proceso de

cristalizacion en frio, disminuyendo el valor de T significativamente [184].
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Segun Talik et al. [185], el pico endotérmico relacionado al punto de fusion de agua
incrementa segun el aumento del contenido de agua en la pelicula. Sin embargo, no es acorde

a los resultados reportados en la tabla 15 debido a que la pelicula NaAlgCG5P5 tiene menor
contenido de agua.

4.4.3. Termogravimetria TGA.

Los eventos térmicos que ocurren en el analisis termogravimétrico TGA de las
peliculas de alginato son: deshidratacion (pérdida de agua en las peliculas), degradacion del
material (pérdida de plastificantes y ruptura de enlaces), degradacion de la matriz polimérica

(degradacion de la estructura organica del o los polimeros) y carbonizacion [186,187].

Los valores de pérdida de masa de los termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1,
NaAlgCG7P3 y NaAlgCG5P5 (Fig. 26) se detallan en la tabla 17.
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Figura 26. Termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1, NaAlgCG7P3 y NaAlgCG5P5 en atmdsfera
inerte (N2) con una tasa de calentamiento de 10 °C min™,

En latabla 17 se observa que, a mayor cantidad de glicerol en la mezcla de los plastificantes,
mayor pérdida de masa durante el evento de “deshidratacion”. Sin embargo, la variacion en
la relacion de los plastificantes no influye en la pérdida de masa durante el evento térmico

de “degradacion del material” debido que los resultados obtenidos durante este evento son

muy cercanos.
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Tabla 17. Valores obtenidos de los termogramas TGA de las peliculas NaAlgCG9P1, NaAlgCG7P3 y

NaAlgCG5P5.
Muestra '}An?;? Evento térmico AT/ °C I?;g;dgg)e Re(sol/(()j)uo
Deshidratacién 22.0-120.3 22.8
Degrad. material 120.3-321.3 61.1
NaAlgCG9IP1 5.176 Degrad. Matriz Pol. 321.3-615.0 5.1
Carbonizacion 615.0 — 989.5 5.41
Residuo carbonizado 989.5 5.59
Deshidratacion 21.0-108.2 20.3
Degrad. Pelicula 108.2 - 377.8 61.0
NaAlgCG7P3 5.051 Degrad. Matriz Pol. 377.8—-615.8 3.76
Carbonizacion 615.8 —991.5 12.92
Residuo carbonizado 991.5 2.02
Deshidratacién 22.1-105.0 17.0
Degrad. Pelicula 105.0-379.4 62.0
NaAlgCG5P5 5.470 Degrad. Matriz Pol. 379.4 — 630.3 3.79
Carbonizacion 630.3 —990.1 11.58
Residuo carbonizado 990.1 5.63

Los valores de pérdida de masa de los termogramas TGA de las peliculas compuestas
NaAlgCG9P1k, NaAlgCG9P1i y NaAlgCG9P1ki (Fig. 27) se detallan en la tabla 18.
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Figura 27. Termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1k, NaAlgCG9P1i y NaAlgCG9P1ki en
atmosfera inerte (N2) con una tasa de calentamiento de 10 °C min™.

En la tabla 18 se observa que la adicion de 1-carragenano en la preparacion de peliculas
compuestas a base de alginato de sodio (NaAIgCG9P1i) incrementd la pérdida de masa

durante el evento térmico de “deshidratacion” en comparacion con la pelicula compuesta a
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base de alginato que contiene k-carragenano (NaAlgCG9P1k). Por otro lado, la pelicula
compuesta a base de alginato de sodio que contiene ambos carragenanos (NaAlgCG9P1ki)

presentd mayor porcentaje de residuo carbonizado.

El -carragenano incrementa el caracter hidrofilico en las peliculas, el cual es representado
por mayor pérdida de masa durante el proceso de deshidratacion. Esto se debe a que posee
mayor cantidad de grupos éster sulfato los cuales son altamente polares, en comparacion con
el x-carragenano. Por otro lado, la presencia de carragenanos en las peliculas incrementa la
cantidad de residuos carbonosos debido que los pesos residuales del k- y 1-carragenano puros
son del 16 %y el 21 %, respectivamente [188-190].

Tabla 18. Valores obtenidos de los termogramas TGA de las peliculas NaAlgCG9P1k, NaAIgCG9P1i y
NaAlgCG9P1Kki en atmdsfera inerte.

Muestra lz/ln?s? Evento térmico AT/ °C I;;a;csj;dgg)e Re(s;%d)uo

Deshidratacion 21.1-113.9 16.4
Degrad. material 113.9-581.9 72.1
NaAlgCG9P1k 5.131  Degrad. Matriz Pol. 581.9 — 909.5 9.32
Carbonizacion 909.5-991.3 1.21

Residuo carbonizado 991.3 0.97
Deshidratacion 22.2 -109.0 20.2
Degrad. material 109.0 - 594.8 67.5
NaAlgCG9P1li 4.740  Degrad. Matriz Pol. 594.8 -901.5 9.71
Carbonizacion 901.5-992.2 1.28

Residuo carbonizado 992.2 1.31
Deshidratacion 20.9-115.4 21.1
Degrad. material 111.4 —599.6 58.0
NaAlgCG9P1ki 5.187  Degrad. Matriz Pol. 599.6 — 936.9 10.01
Carbonizacion 936.9 - 992.3 0.13

Residuo carbonizado 992.3 9.76

Los valores de pérdida de masa de los termogramas TGA de las peliculas compuestas a base
de alginato de sodio extraido de algas pardas/k-carragenano/i-carragenano, plastificadas con

glicerol y PEG-400 en proporcion 9:1 (Fig. 28) se detallan en la tabla 19.

En la tabla 19 se observa que las peliculas compuestas elaboradas con alginato de sodio
extraido de algas pardas presentan valores muy cercanos en los eventos térmicos de
“deshidratacion” y “degradacion del material”, en comparacion con la pelicula elaborada

con alginato de sodio comercial (NaAlgCG9P1ki) (Tabla 18). Adicionalmente se observa
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que estas peliculas presentan mayor porcentaje de residuo, lo cual es conforme a los

resultados obtenidos de los termogramas TGA de los alginatos (Tabla 10).
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Figura 28. Termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1ki, NaAlgMGOP1ki y NaAIgLG9P1Kki en
atmosfera inerte (N2) con una tasa de calentamiento de 10 °C min™.

Tabla 19. Valores obtenidos de los termogramas TGA de las peliculas NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki en
atmosfera inerte.

Muestra 'E/In?;? Evento térmico AT/ °C F:ﬁ;g;df})ﬁ)e Re(sol/sl)uo

Deshidratacién 21.8-109.8 22.5
Degrad. material 109.8 — 598.0 61.2
NaAlgMG9P1ki 5.142  Degrad. Matriz Pol. 598.0 —947.4 3.7
Carbonizacion 947.4 —991.0 0.1

Residuo carbonizado 991.0 12.5
Deshidratacién 21.0-118.7 23.0
Degrad. material 118.7 - 602.0 59.1
NaAlgLGO9P1ki  4.863  Degrad. Matriz Pol. 602.0 —918.4 4.2
Carbonizacion 918.4 — 989.9 0.2

Residuo carbonizado 989.9 13.5

Los valores de pérdida de masa de los termogramas TGA de las peliculas compuestas a base
de alginato de sodio cargadas con aminoetoxivinilglicina (AVG) (Fig. 29), se detallan en la
tabla 20.

En la tabla 20 se observa que las peliculas cargadas con AVG no presentaron diferencias en
los porcentajes de pérdida de masa durante los dos primeros eventos térmicos. Esto se debe

a que los polisacaridos no son solubles en etanol, por lo tanto, disminuyé el grado de
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hinchamiento de las peliculas y con ello el porcentaje de pérdida de masa durante los
procesos de deshidratacion y degradacion del material [191].
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Figura 29. Termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1kiA, NaAlgMG9P1kiA y NaAIgLG9P1kiA en
atmosfera inerte (N2) con una tasa de calentamiento de 10 °C min.

Tabla 20. Valores obtenidos de los termogramas TGA de las peliculas NaAIgCG9P1kiA, NaAlgMG9P1kiA
y NaAlgLG9P1kiA en atmdsfera inerte.

Muestra '{:ﬁ;? Evento térmico AT/ °C Pnf::;dgﬁ)e Re(sol/;i)uo

Deshidratacion 18.9-117.3 25.6
Degrad. material 117.3 -318.2 58.8
NaAlgCG9P1kiA 6.474  Degrad. Matriz Pol. 318.2 - 566.0 4.87
Carbonizacion 566.0 — 992.3 9.59

Residuo carbonizado 990.4 1.14
Deshidratacién 20.0-110.0 25.3
Degrad. material 110.0 -313.8 57.2
NaAlgMG9P1kiA 6.053  Degrad. Matriz Pol. 313.8-551.3 4.1
Carbonizacion 551.3-991.8 11.0

Residuo carbonizado 991.8 2.40
Deshidratacion 19.7 - 105.6 22.1
Degrad. material 105.6 — 316.7 60.3
NaAlgLGI9P1kiA 6.229  Degrad. Matriz Pol. 316.7 - 617.3 5.2
Carbonizacion 617.3 -990.1 8.0

Residuo carbonizado 990.1 4.40

444, FTIR

Los espectros FTIR de las peliculas de alginato plastificadas con la mezcla de glicerol

y PEG 400 en diferentes proporciones se muestran en la figura 30.
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Los espectros FTIR de las peliculas NaAlgCG9P1, NaAlgCG7P3 y NaAlgCG5P5,
presentaron bandas a 3292 cm-! (estiramiento —~OH), 2931 cm™ y 2879 cm™! (estiramiento C-
H) [192], 1605 cm™ y 1409 cm™ (estiramiento asimétrico y simétrico del grupo carboxilato,
respectivamente) [169], 1296 cm™* (presencia de polioles) [93], 1244 cm™ (estiramiento C-
OH), 1090 cm™ (estiramiento C-O-C) [194], 1029 cm (estiramiento del enlace C-OH) y
923 cm enlace C-H [195].
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Figura 30. Espectros FTIR de las peliculas NaAIgCG9P1, NaAlgCG7P3 y NaAlgCG5P5.
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NaAlgCG5P5

Los espectros FTIR de las peliculas compuestas NaAlgCG9P1k, NaAlgCG9P1li y
NaAlgCG9P1ki se muestran en la figura 31. Estos espectros FTIR no presentaron variacion
en las bandas correspondientes al espectro FTIR de la pelicula NaAlgCG9P1 (Fig. 30), la

cual se utiliz6 como patron de referencia en la preparacion de peliculas compuestas.

Por otro lado, las bandas a 1029 cm™* (vibracién S=0) [196] y 923 cm! (estiramiento C-O-
C del 3,6-anhidro-D-galactosa) [197,198], se relacionan a los derivados de carragenano. Por
lo que se presume una interaccion entre las matrices poliméricas de los carragenanos y el
alginato de sodio.
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Los espectros FTIR de las peliculas compuestas NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki (Fig. 32)
mostraron una banda a 1350 cm correspondiente al estiramiento alifatico C-H [199], por lo

que se asume una interaccion con los plastificantes, en comparacion con la pelicula
NaAlgCG9P1ki.
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Figura 32. Espectros FTIR de las peliculas NaAlgCG9P1ki, NaAlgMGOP1ki y NaAlgLG9P1ki.
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Los espectros FTIR de las peliculas compuestas cargadas con aminoetoxivinilglicina
NaAlgCG9P1kiA, NaAlgMGI9P1kiA y NaAIgLGOP1kiA se muestran en la figura 33.
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Figura 33. Espectros FTIR de las peliculas cargadas con AVG (NaAlgCG9P1kiA, NaAlgMGOP1kiA vy
NaAlgLGOP1kiA).

Los espectros FTIR de las peliculas compuestas cargadas con AVG (Fig. 33), no presentaron
bandas adicionales con respecto a las peliculas compuestas sin AVG (Fig. 32), por lo que se

presume que la adicion de AVG no afectd las matrices poliméricas de las peliculas.

Los espectros FTIR de las peliculas compuestas cargadas con AVG despues del proceso de
liberacion en una solucion etandlica (etanol 70°) (NaAlgCG9P1kiA, NaAlgMGIP1kiA y
NaAlgLG9P1kiA) se muestran en la figura 34. En estos espectros se evidencia la
desaparicion de las bandas a 2879 cm (la cual apareci6 con la adicién de los plastificantes
en la preparacion de peliculas de alginato), 1350 cm™?, 1244 cmt, 1096 cm?, 923 cm™! y 665
cm. Sin embargo, se observa la aparicion de las bandas a 1240 cm™, 931 cm™, 848 cm™ y
700 cm! correspondientes al estiramiento O=S=0 [200], estiramiento C-O del grupo anhidro
en el a-D-galactopiranosa, estiramiento C-O-SOsz™ en ¢l C4 de la unidad B-D-

galactopiranosa) [201] y estiramiento C-S [180], respectivamente.

Por otro lado, solo las peliculas NaAlgMG9P1kiAL y NaAlgLG9P1kiAL mostraron bandas
cercanas a 1160 cm™® (estiramiento C-O-C) [200], 1124 cm! (estiramiento C-O y C-C del
anillo piranosa del 4cido B-D-manurénico) y 1067 cm™ (estiramiento C-O del 3,6-
anhidrogalactosa) [203]. Y la pelicula NaAlgLG9P1kiAL mostro una banda adicional a 1319

cm? correspondiente a la flexion del C-H en el anillo piranésico [204].
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Figura 34. Espectros FTIR de las peliculas cargadas con AVG después del proceso de liberacion en una
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La aparicion de bandas correspondientes a grupos polares, después del proceso de liberacion
de AVG, permite asumir la posible formacion de nuevos enlaces puente hidrogeno. Esto se
debe a que la interaccion entre el agua y las matrices poliméricas podria ser reemplazada por

la interaccién alcohol — matriz polimérica, debido a la fuerte afinidad entre el agua y el
alcohol [205].

445. DRX

El difractograma DRX de la pelicula NaAIgCG9P1 (Fig. 35) presenta un pico cercano
a 20.73° el cual corresponde a la unidad manuronato y un porcentaje de cristalinidad de
23.75 % (Tabla 21). Segun Gao et al. [205], la presencia de glicerol disminuye el pico de
13° e intensifica el pico cercano a 21°, lo que indica que la microestructura de la pelicula es

homogénea y existe una interaccion entre los plastificantes y la matriz polimérica.

Tabla 21. Picos de difraccién e indice de cristalinidad de la pelicula de alginato de sodio.

Muestra Unidad Manuronato Cristalinidad
(M) (%)
NaAlgCG9P1 20.73° 23.75
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Figura 35. Difractograma DRX de la pelicula NaAlgCG9P1.

Los difractogramas DRX las peliculas NaAlgCG9P1ki, NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki

(Fig. 36) muestran un pico correspondiente a la unidad manuronato cercano a 21° y un halo

amorfo cercano a 39° [206]. Sin embargo, el porcentaje de cristalinidad disminuye en las
peliculas preparadas con alginato de sodio extraido (NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki)

(Tabla 22), lo cual concuerda con los valores de cristalinidad de las muestras de alginato de

sodio (Tabla 11). Por lo tanto, se asume que la pelicula NaAlgCG9P1ki presenta una

microestructura mas homogenea que las peliculas NaAIlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki.
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Figura 36. Difractogramas DRX de las peliculas NaAlgCG9P1ki, NaAlgMG9P1ki y NaAlgLG9P1ki.



Tabla 22. Picos de difraccién e indice de cristalinidad de las peliculas compuestas a base de alginato de sodio.

Muestra Unidad Manuronato Cristalinidad
(M) (%)
NaAlgCG9P1ki 21.10° 27.04
NaAlgMG9P1ki 21.71° 25.97
NaAlgLGIP1Ki 21.47° 23.48

Los difractogramas DRX las peliculas compuestas cargadas con aminoetoxivinilgicina —
AVG (Fig. 37) muestran un pico correspondiente a la unidad manuronato cercano a 21°.
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Figura 37. Difractogramas DRX de las peliculas cargadas con AVG (NaAlgCG9P1kiA, NaAlgMG9P1kiA y
NaAlgLGOP1kiA).

Tal como se observa en la tabla 23, el cargado de AVG en solucién etanolica incrementd la
cristalinidad de las peliculas lo que sugiere la formacién de microagregados cristalinos
debido a la interaccidon entre los grupos amino del AVG y los grupos carboxilos del alginato
[207].

Tabla 23. Picos de difraccidn e indice de cristalinidad de las peliculas compuestas a base de alginato de sodio
cargadas con AVG.

Muestra Unidad Manuronato Cristalinidad
(M) (%)
NaAlgCG9P1kiA 21.08° 45,73
NaAlgMG9P1kiA 21.16° 36.17
NaAlgLG9P1kiA 21.06° 28.40
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4.4.6. SEM

Las peliculas de alginato presentan una superficie ligeramente homogénea cuando se
emplea mayor proporcion de glicerol (Fig. 38a) en la mezcla de los plastificantes, pero
incrementa su rugosidad superficial con el aumento de PEG-400 (Fig. 38c). Esto se debe al
contenido relativamente bajo de grupos hidroxilo presentes en el PEG-400, lo que provoca
una separacion de fases (exclusion fisica) e incompatibilidad con la matriz polimérica [208]

haciendo que el plastificante migre a la superficie de la pelicula [209].

Figura 38. Imagenes SEM con un aumento de 1.00 KX (10 um) y 5.00 KX (1 um) en la superficie de las
peliculas de alginato a) NaAlgCG9P1, b) NaAlgCG7P3y ¢) NaAlgCG5P5.

Por otro lado, las peliculas compuestas NaAlgCG9P1k y NaAlgCG9P1li presentan

diferencias en la superficie en relacién al tipo de carragenano empleado. En la figura 39 se
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observa que la pelicula NaAlgCG9P1k (Fig. 39a) presenta una superficie menos rugosa
(escala de 1 um) en comparacion con la pelicula NaAlgCG9P1i (Fig. 39b). Esto se debe a la
rapida gelificacion del 1-carragenano debido a la presencia de sales y/o temperatura [146], y
el uso de plastificantes los cuales reducen las interacciones polimero-polimero. Por tal
motivo se incrementa la movilidad de las cadenas poliméricas generando mayor migracion

del 1-carragenano a la superficie de la pelicula [210].

710 pm |

Figura 39. Iméenes SEM con un aumento de 1.00 KX (10 pm) y .00 KX (1 um) en la superficie de las
peliculas compuestas a) NaAlgCG9P1k y b) NaAlgCG9P1i.

La pelicula NaAlgCG9P1ki (Fig. 40a) presentd una superficie mas homogénea en
comparacion con las peliculas NaAlgMG9P1ki (Fig. 40b) y NaAlgLG9P1ki (Fig. 40c). Tal
como indican Hay et al. [211], la presencia mayoritaria de grupos guluronatos en los
alginatos afectan en la rigidez, hinchazon y porosidad de los geles. Esto es acorde a los
resultados obtenidos en la tabla 13, la cual evidencia mayor presencia de grupos guluronato

en los alginatos extraidos.

Después del cargado de AVG, empleando una solucion etanolica (ETOH 70°) como
solvente, las peliculas NaAIgCG9P1kiA, NaAlgMG9P1kiA y NaAlgLGI9P1kiA presentaron
una superficie mas lisa (Fig. 40d-f). Segun Li et al. [212], la adicion de etanol genera un
impacto positivo en lahomogeneidad y la apariencia visual de las peliculas debido que forma
un empaquetamiento en las matrices poliméricas y con ello menor contraccion durante el

proceso de moldeo.
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10 pm 10’ pm ;. 10 pm

Figura 40. Imagenes SEM con un aumento de 1.00 KX (10 um) y 5.00 KX (1 pm) n la superficie de las
peliculas sin AVG a) NaAlgCG9P1ki, b) NaAlgMG9P1ki y c) NaAlgLG9P1ki, y cargadas con AVG d)
NaAIlgCGIP1kiA, e) NaAlgMGIP1kiA y f) NaAIgLGIP1kiA.

Finalmente, después del proceso de liberacion de AVG en una solucion etandlica a 10°C se
evidencio mejoras en la superficie. La figura 41 muestra que las superficies de las peliculas

son mas homogéneas en comparacion con las peliculas sin y con AVG (Fig. 40).

10 pm 10'pm | . % 4 .10 pm
Figura 41. Imagenes SEM con un aumento de 1.00 KX (10 um) y 5.00 KX (1 um) en la superficie de las
peliculas después del proceso de liberacion de AVG a) NaAIgCG9P1kiAL, b) NaAlgMGOP1kiAL y c)
NaAlgLGOP1kiAL.
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45. Liberacion de AVG.
Las gréficas de los valores de concentracion de las soluciones de AVG liberadas en
intervalos de tiempo (horas) a 10 °C y 25 °C se observan en las figuras 42 y 43,

respectivamente. Y los valores de concentracion obtenidos se muestran en el Anexo 03.

100 ~
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—— NaAlgMG9P1kiA-10°C

—e— NaAlgLG9P 1kiA-10°C
80 -+

60
40

20 -

Porcentaje de liberacion (%)

0 -

1.15 2.00 3.30 6.00

Tiempo (hr.)
Figura 42. Perfil de liberacion de aminoetoxivinilglicina (AVG) a 10 °C.
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Figura 43. Perfil de liberacion de aminoetoxivinilglicina (AVG) a 25 °C.

0.50 1.15 6.00

A 10°C se liber6 mayor cantidad de AVG (tabla 24) debido que la temperatura afecta las
propiedades de las peliculas; por ejemplo, bajas temperaturas conducen a una densidad de
entrecruzamiento mas baja y con ello el incremento del tamafio de los poros en la red de la

pelicula, y viceversa [213].
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Tabla 24. VValores maximos de liberacion de AVG en 7 horas.
Concentracion maxima de liberacion

Peliculas (mg L™)
10°C 25°C
NaAlgCGIPIKIA (gjig?%,) (43?'1%4%)
NaAlgMGOP1KIA (gé%g?%) (51%3?%)
NaAlgLGIP1KIA (7%51%) (ssla%i?%)

Generalmente la difusion de solutos cargados en peliculas que estan en un proceso de
hinchamiento puede regirse o no bajo la Ley de Fick. Por lo tanto, para describir el proceso

de liberacion se emplearon las ecuaciones de Higuchi y Korsmeyer & Peppas [214].

El modelo de Higuchi describe el proceso de liberacion a partir de una de las caras de la
pelicula y el modelo de Korsmeyer & Peppas describe la liberacion a partir de erosion o
disolucion de la matriz polimérica [215]. Las ecuaciones de los modelos se muestran en la
tabla 25.

Tabla 25. Modelos cinéticos empleadas para describir el proceso de liberacién del AVG.

Modelo de Higuchi Ecuacion de Korsmeyer & Peppas
Q = Ky.t%° M g
H- Mw .

Dénde:

Q =es la fraccion de AVG liberado

M, = es la fraccién de AVG que se ha liberado a un tiempo t.

M,, = es la fraccién de AVG que se ha liberado en un tiempo infinitoco.
K = constante de difusion de Higuchi.

K = constante del sistema.

n = exponente de difusion.

Los valores del coeficiente de correlacion - R? (Tabla 26) demuestran que el modelo de
Korsmeyer & Peppas describe mejor el proceso de liberacién de AVG a 10 °C que el modelo
de Higuchi. Sin embargo, este modelo (Higuchi) describe mejor el proceso de liberacion de

AVG a 25 °C en las peliculas de alginato de sodio extraido.

Tabla 26. Valores obtenidos de las ecuaciones de Higuchi y Korsmeyer & Peppas.

Peliculas Higg;]zchi ] Korsmeyer & PeppasRz
NaAlgCGIP1kiA — 10°C 0.8211 0.9513 0.9367
NaAIgMG9P1kiA — 10°C 0.8034 0.1721 0.9504
NaAIgLG9P1kiA — 10°C 0.8858 0.2415 0.9538
NaAlIgCGIP1kiA — 25°C 0.9322 0.6585 0.9628
NaAIgMGOP1kiA — 25°C 0.9419 0.4016 0.9038
NaAlgLGIP1kiA —25°C 0.9512 0.3627 0.8613
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Aragon et al. [214] indican que cuando el valor de n es menor a 0.50 el sistema de liberacion
se debe a la combinacién de los mecanismos de difusion e hinchamiento, y cuando el valor
de n es mayor a 0.5 y menor a 1, se denomina una difusion anémala o no Fickiana. Por lo
que se presume que la superficie heterogénea en las peliculas compuestas de alginato de
sodio extraido haya influenciado en el proceso de liberacion; en comparacion con la pelicula
compuesta a base de alginato de sodio comercial cuya liberacion de AVG esta relacionado

al proceso de relajacion de las cadenas poliméricas.

Los perfiles de liberacion de AVG ajustados a los modelos de Higuchi y Korsmeyer &

Peppas, se observan en el Anexo 3.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos mediante TGA, FTIR, DRX, *H-RMN y BC-RMN, se
concluyd que las muestras obtenidas de las hojas de Macrocystis pyrifera y Lessonia
trabeculata son alginato de sodio, las cuales presentaron un rendimiento de extraccion del
15.28 % y 22.24 %, y porcentajes de cristalinidad de 20.19 % y 17.31%; respectivamente.
Estos alginatos estan compuestos de mayor cantidad de unidades de grupos guluronato en
comparacion con el alginato de sodio comercial; sin embargo, este Ultimo present6 un indice
de polidispersidad cercano a 1 lo que evidencié mayor uniformidad en sus cadenas

poliméricas en comparacion con los alginatos extraidos.

Debido que el incremento de PEG-400 en la mezcla de los plastificantes aument6 la opacidad
de las peliculas, redujo el contenido de humedad, disminuyd la pérdida de masa durante el
proceso de deshidratacion y afectd la superficie de las peliculas. Se opto por elegir la

proporcién 9 : 1 entre el glicerol : PEG 400 en la mezcla de los plastificantes.

La adicion de carragenanos incremento el caracter hidrofilico de las peliculas y la cantidad
de residuos carbonizados en los pesos residuales. Ademaés, afectd la superficie de las
peliculas incrementando su rugosidad, debido a la migracién de estos polisacaridos hacia la

superficie de la pelicula.

El cargado de una solucion etandlica de aminoetoxivinilglicina (AVG) generd un impacto
positivo en la superficie de las peliculas disminuyendo su heterogeneidad. Esto se debe a
que se produjo un empaquetamiento en las matrices poliméricas y con ello una menor

contraccion durante el proceso de moldeo de las peliculas.

La liberacion de AVG en las peliculas de compuestas a base de alginato comercial presento6
una difusion no fickiana debido al proceso de relajacidn de sus cadenas poliméricas; mientras
que en las peliculas compuestas a base de alginato extraido la liberacién se realiz6 mediante
los mecanismos de difusion e hinchamiento. Asi mismo, la temperatura influyé en la
cantidad de AVG liberado, presentando mayor cantidad de AV G en las pruebas de liberacion

realizadas a 10 °C.

68



HAlg
NaAlg

NaAlgC

NaAlgM
NaAlgL

PEG 400
AVG

Mw

PDI

SEC-MALS

TGA

DSC

DRX

FTIR

IH-RMN
L3C-RMN

SEM
NaAlgCGOP1
NaAlgCG7P3
NaAlgCG5P5
NaAlgCG9P1k
NaAlgCGOP1i
NaAlgCGOP1ki
NaAlgMGOP1Ki
NaAlgLGOP1ki

NaAlgCGIP1kiA
NaAlgMGOP1KiA
NaAlgLGOP1kiA
NaAlgCGOP1kiAL
NaAlgMGOP1kiAL

NaAlgLGOP1KiAL

GLOSARIO
Acido alginico
Alginato de sodio
Alginato de sodio comercial
Alginato de sodio extraido de Macrocystis pyrifera
Alginato de sodio extraido de Lessonia trabeculata
Polietilenglicol 400
Aminoetoxivinilglicina
Peso molecular promedio en peso

indice de polidispersidad

Cromatografia de exclusidn de tamafio con deteccion de dispersion de luz
multidngulo

Anélisis termogravimétrico

Calorimetria diferencial de barrido

Difraccidn de rayos X

Espectroscopia en la region de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear de protén

Resonancia magnética nuclear de carbono

Microscopia electronica de barrido

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)

Pelicula NaAlgC/Glicerol(7)/PEG 400(3)

Pelicula NaAlgC/Glicerol(5)/PEG 400(5)

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)/i-carragenano

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano
Pelicula NaAlgM/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenanol/i-carragenano

Pelicula NaAlgL/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG.

Pelicula NaAlgM/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG.

Pelicula NaAlgL/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG.

Pelicula NaAlgC/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG/Después de liberacion de AVG.

Pelicula NaAlgM/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG/Después de liberacion de AVG.

Pelicula NaAlgL/Glicerol(9)/PEG 400(1)/k-carragenano/i-carragenano/
AVG/Después de liberacion de AVG.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el ensayo de traccion a las peliculas, antes y después del
proceso de liberacion, con la finalidad de estudiar los efectos que genera la solucién etandlica

como medio de liberacion en peliculas de alginato.

Se propone modificar la proporcion entre el k-carragenano y t-carragenano para

obtener nuevas peliculas compuestas a base de alginato de sodio.
Se recomienda reticular las peliculas cargadas con aminoetoxivinilglicina y

posteriormente realizar el estudio de cinética de liberacion de aminoetoxivinilglicina en estas

peliculas.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion de AVG
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Figura 44. Espectro UV-Vis de la solucion hidroalcohdlica de aminoetoxivinilglicina— AVG.
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Figura 45. Curva de calibracion de las soluciones de aminoetoxivinilglicina - AVG a una longitud de onda
(A) de 197.5 nm.
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Anexo 2. Viscosimetria capilar.

Tabla 27. Resultados de viscosidad de la muestra de alginato de sodio (NaAlgC).

Concentracion Promedio  Solvente Viscosidad Viscosidad  Viscosidad

1 Relativa Especifica Reducida
(gmL7) © ©) () (Msp) (Mrea)
0.0003 187.18 141.26 1.33 0.33 1020.62
0.0005 216.02 141.26 1.53 0.53 1107.64
0.0006 244.38 141.26 1.73 0.73 1145.93
0.0008 277.97 141.26 1.97 0.97 1215.35
0.0010 317.37 141.26 2.25 1.25 1304.69
0.0013 396.02 141.26 2.80 1.80 1415.55
0.0019 645.39 141.26 457 3.57 1867.45

Tabla 28. Resultados de viscosidad de la muestra de alginato de sodio (NaAlgM).

Viscosidad Viscosidad  Viscosidad

Corzge:qtﬁ;lon Prog)e dio Solgnte Relativa Especifica Reducida
() (Msp) (Nrea)
0.0003 194.27 146.27 1.33 0.33 1030.31
0.0005 220.09 146.27 1.50 0.50 1056.30
0.0006 245.58 146.27 1.68 0.68 1065.80
0.0008 278.82 146.27 1.91 0.91 1138.03
0.0010 317.40 146.27 2.17 1.17 1224.42
0.0013 395.81 146.27 2.71 1.71 1339.04
0.0019 639.16 146.27 4.37 3.37 1763.27

Tabla 29. Resultados de viscosidad de la muestra de alginato de sodio (NaAlgL).

Viscosidad Viscosidad  Viscosidad

Corzger?]t[falt):lon Pro?;)e dio SOIE/;nte Relativa Especifica Reducida

() (Msp) (Mrea)

0.0003 184.40 142.21 1.30 0.30 931.30

0.0005 208.47 142.21 1.47 0.47 975.19
0.0006 242.70 142.21 1.71 0.71 1109.25
0.0008 258.42 142.21 1.82 0.82 1026.22
0.0010 307.20 142.21 2.16 1.16 1214.17
0.0013 405.10 142.21 2.85 1.85 1450.97
0.0019 599.10 142.21 4.21 3.21 1681.17
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Anexo 3. Liberacién de AVG

Tabla 30. Valores de concentracion obtenidos del proceso de liberacién de AVG.

Tiempo NaAIgCGIP1kiA NaAlgMGIP1kiA NaAlgLGI9P1kiA
(hr.) 10 °C 25°C 10 °C 25°C 10 °C 25°C
0.00 hr 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.25 hr 0.5547 0.6463 9.0545 3.1984 5.6928 3.9978
0.50 hr 0.9741 1.0787 10.3499 3.3078 6.2122 4.5208
0.75 hr 1.2948 1.3623 10.9544 3.5635 6.6082 4.8946
1.00 hr 1.9487 1.5945 11.0901 4.0780 7.9837 49181
1.15 hr 2.0597 1.7582 12.3607 4.2791 8.0010 5.2721
1.30 hr 2.4792 2.1383 13.2736 5.1155 9.9761 5.7434
1.45 hr 2.5902 2.2791 13.4217 6.2171 10.2277 5.9889
2.00 hr 3.1330 2.6864 14.0632 6.8845 10.3166 6.5650
2.30 hr 4.3173 3.4229 14.3346 7.9924 10.5670 7.3694
3.00 hr 5.8594 3.8621 14.3469 9.7552 10.7989 9.7466
3.30 hr 6.6736 4.5233 14.7293 9.9070 10.9223 10.4066
4.00 hr 11.8673 4.9341 14.8280 9.9218 11.0555 11.8278
5.00 hr 16.6045 6.3775 16.8636 10.7915 12.3940 12.8986
6.00 hr 18.4426 7.7469 16.8512 10.8581 13.4759 13.6264
7.00 hr 18.8991 8.6363 18.6030 10.9692 14.2112 13.8078
100 e I

Sample NaAlgCGOP1kiA-10°C  NaAlgMGOP1kiA-10°C  NaAlgLGOP1kiA-10°C

Intercept -23.13324 + 7.60052 29.73537 +5.1578 16.79847 + 3.22323

EI:::OH'S : 39 32((5)1‘59102;1490611 25 181;3;5926;5432934 21 .6840391411 12,808058

80 A R-Square (COD) 0.82109 0.80342 0.88583

60 -

Q%

40 4

20 A

—— NaAlgCG9P1kiA-10°C
—— NaAlgMG9P1kiA-10°C
NaAlgLGOP1kiA-10°C

0.0

0.5 1.0 1.9 2.0 2.5
t0.5

3.0

Figura 46. Perfil de liberacion de AVG a 10°C ajustado al modelo de Higuchi.
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100

Equation y=a+b'x

Sample NaAlgCGOP1kiA-25°C  NaAlgMG8P1KkiA-25°C = NaAlgLGOP1kiA-25°C
Intercept -5.5256 + 1.8087 3.2792 £ 2.26815 2.81076 £ 2.41694
Slope 16.19746 + 1.16751 22.06393 £ 1.46408 25.78389 + 1.56013
Pearson's r 0.9655 0.97053 097532
R-Square (COD) 0.93219 0.94193 0.95124

80

60 -

Q%

40 -

20

0

NaAlgCG9P1kiA-25°C
NaAlgMG9P1kiA-25°C
NaAlgLGOP1kiA-25°C

0.0

0.5 1.0 1.5

t0‘5

2.0 2.5 3.0

Figura 47. Perfil de liberacion de AVG a 25°C ajustado al modelo de Higuchi.

Log(M/M..)
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-1.6 1

-1.8

—— NaAlgCGOP1kiA-10°C
—— NaAlgMG9P 1kiA-10°C
—— NaAlgLG9P1kiA-10°C

Equation
Sample

Weight

Intercept

Slope

Pearson's r
R-Square (COD)

y=a+b*%
NaAlgCGOP1kiA-10°C  NaAlgMGOP1kiA-10°C  NaAlgLGOP1kiA-10°C
No Weighting
-0.91782 £ 0.03544 -0.20985 + 0.00563 -0.37223 £ 0.00762
0.95133 + 0.08861 0.17211 £0.0109 0.24152 + 0.01474
0.96782 0.97489 0.97663
0.93667 0.85041 0.95381

-1.0

-08 -06 -04 -02 0.0

02 04 06 08 1.0

Log(t)

Figura 48. Perfil de liberacion de AVG a 10°C ajustado al modelo de Korsmeyer & Peppas.
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——— NaAIlgCG9P1kiA-25°C
NaAlgMG9P 1kiA-25°C
—— NaAIgLGOP1kiA-25°C

Equation y=a+b'x
Sample NaAlgCGIP1kiA-25°C NaAlgMGIP1kiA-25°C  NaAlgLGIP1kiA-25°C
_ 1 6 _ Intercept -0.99978 +0.01855 -0.57725+0.01878 -0.50929 + 0.02085
Slope 0.65845 + 0.03591 0.40163 + 0.03635 0.36269 + 0.04036
- Pearson's r 0.98121 0.95066 0.92807
1 8 R-Square (COD) 0.96277 0.90376 0.86132

-10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
Log(t)

Figura 49. Perfil de liberacion de AVG a 25°C ajustado al modelo de Korsmeyer & Peppas.
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