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PELICULAS DE QUITOSANO CON MICROESFERAS DE EUGENOL
ENCAPSULADO EN ALGINATO

RESUMEN

Para evitar la acumulacién de residuos plasticos y conseguir alargar la vida util de los alimentos,
se estan desarrollando en la actualidad envases y peliculas obtenidas a partir de materiales
biodegradables. En este trabajo se pretende obtener peliculas de quitosano con microesferas
de alginato que contienen un compuesto activo (eugenol) que se va liberando a lo largo del
tiempo. La liberacidn del eugenol en diferentes simulantes alimentarios se ha ajustado, a
diferentes modelos matematicos: modelo de Peleg, modelo de Korsmeyer-Peppas y modelo de
Fick. La mayor y mas rapida liberacion se dio en acido acético debido a su caracter hidrofilico.
Coherentemente, la mayor difusividad (modelo de Fick) se dio en 4cido acético. En cuanto al
modelo de Korsmeyer-Peppas, se observé que el eugenol en el simulante etanol 50% tenia un
comportamiento Fickiano. Ademas, también se evalud la capacidad antimicrobiana de las
peliculas de quitosano con microesferas de alginato con eugenol, comparando su
comportamiento con peliculas con quitosano Unicamente. Se comprobd que la incorporacién
del eugenol potencid la actividad antimicrobiana de las peliculas frente a Escherichia coli y
Listeria innocua.
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RESUM

Per a evitar I'acumulacié de residus plastics i aconseguir allargar la vida util dels aliments, s'estan
desenvolupant en ['actualitat envasos i pel-licules obtingudes a partir de materials
biodegradables. En aquest treball es pretén obtenir pel-licules de quitosano amb microesferes
d’alginat que contenen un compost actiu (eugenol) que es va alliberant al llarg del temps.
L'alliberament de I’eugenol en diferents simulants alimentaris s'ha ajustat a diferents models
matematics: model de Peleg, model de Korsmeyer-Peppas i model de Fick. El major i més rapid
alliberament es va donar en acid aceétic a causa del seu caracter hidrofilic. Coherentment, la
major difusivitat (model de Fick) es va donar en acid acétic. Quant al model de Korsmeyer-
Peppas, es va observar que I'eugenol en el simulant etanol 50% tenia un comportament Fickiano.
A més, també es va avaluar la capacitat antimicrobiana de les pel-licules de quitosano amb
microesferes d’alginat amb eugenol, comparant el seu comportament amb pel-licules de
quitosano Unicament. Es va comprovar que la incorporacié de I'eugenol va potenciar I'activitat
antimicrobiana de les pel-licules enfront de Escherichia coli i Listeria innocua.
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ABSTRACT

To prevent the accumulation of plastic waste and to extend the shelf- life of food, packaging and
films obtained from biodegradable materials are currently being developed. In this work we
intend to obtain chitosan films with alginate microspheres containing an active compound
(eugenol) that it is released over time. The release of eugenol in different food simulants has
been adjusted to different mathematical models: Peleg, Korsmeyer-Peppas and Fick. The highest
and most rapid release was found in acetic acid because of its hydrophilic character. Coherently,
the highest diffusivity (Fick model) occurred in acetic acid. As for the Korsmeyer-Peppas model,
it was observed that eugenol in the 50% ethanol simulant had a Fickian behavior. In addition,
the antimicrobial capacity of chitosan films with eugenol-alginate microspheres was also
evaluated, as compared to chitosan films. The incorporation of eugenol was shown to potentiate
the antimicrobial activity of the films against Escherichia coli and Listeria innocua.
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1 INTRODUCCION

En la actualidad se estan buscando materiales alternativos a los plasticos convencionales, con el
fin de reducir la generacién de residuos no biodegradables perjudiciales para el medio ambiente.
En esta linea de investigacion, numerosos estudios se han centrado en el desarrollo de
materiales biodegradables para el envasado de productos alimentarios, con el objetivo de la
sustitucion total o parcial de materiales plasticos convencionales por otros materiales
biodegradables con propiedades similares y a bajo coste (Mali et al., 2005; Mariniello et al.,
2007; Larotonda et al., 2005).

De entre los polimeros biodegradables mas ampliamente investigados para el desarrollo de
materiales, el quitosano (CH) parece ser especialmente prometedor. Se trata de un polisacarido
catidnico procedente deexoesqueleto de crustdceos y de las paredes celulares de algunos
hongos (Chapman, 2004). Su estructura esta basada en unidades de D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina. Se obtiene de la desacetilacion parcial de la quitina (Yuan et al., 2016), tal como
se ilustra en la figura 1, y es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza. No es
tdxico, es biodegradable y presenta elevada compatibilidad con otros biopolimeros. El quitosano
es capaz de formar peliculas comestibles con actividad antimicrobiana y antifungica, que
ademas se caracterizan por presentar buenas propiedades barrera (baja permeabilidad al O; y
C0,), asi como buenas propiedades mecanicas (Suyatma et al., 2005). Ademas, el quitosano ha
demostrado ser un material prometedor como sistema de transporte activo de componentes
con caracteristicas antimicrobianas o antioxidantes (Elsabee y Abdou, 2013; Ruiz-Navajas et al.,
2013; Perdones et al., 2016).
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Figura 1. Desacetilacion parcial de la quitina.

Entre los agentes bioactivos mds investigados para aportar propiedades conservantes a las
peliculas biodegradables, los aceites esenciales han sido ampliamente investigados, de modo
que se han utilizado en la formulacidon de peliculas desde que se conocen sus capacidades
antimicrobianas y antioxidantes (Bakkali et al., 2008). Ademas, se utilizan por sus propiedades
antiflngicas, antivirales e insecticidas (Kordali et al., 2005; Pezo et al., 2006).

Los aceites esenciales son mezclas de numerosos compuestos quimicos de mayor y menor
volatilidad. En su fraccién volatil se encuentran terpenos, terpenoides y compuestos aromaticos
y alifaticos de bajo peso molecular. Han sido reconocidos por la FDA (Food and Drug
Administration) como compuestos seguros (Generally Recognized as Safe, GRAS). Desde que se
conoce la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales, éstos se han empleado para la
conservacién de alimentos (Viuda-Martos et al., 2010; Hyldgaard et al., 2012; Tognuanchan y
Benjakul, 2014; Nazzaro et al., 2013). En la formulacién de peliculas comestibles bioactivas, la
incorporacién de aceites esenciales en la matriz del polimero puede mejorar las propiedades
barrera al vapor de agua debido a su cardcter hidrofébico (Tongnuanchan y Benjakul, 2014;



Vergis et al., 2013). Como ventaja adicional, por ser de origen natural los aceites esenciales son
bien aceptados por los consumidores, en comparacién con los conservantes quimicos.

El eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (figura 2), es el principal componente del aceite esencial de
canela (Ribeiro-Santos et al., 2017; Ribes et al., 2017). Ademas, esta presente en numerosos
aceites esenciales procedentes de otras de plantas. La actividad del eugenol contra bacterias
patdgenas, hongos y virus estd reportada en la bibliografia (Devi et al., 2010; Ali et al., 2005), asi
como su actividad contra patégenos incluyendo Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus sakei y Helicobacter pyroli (Gil y Holley, 2006; Devi et al., 2010).

El mecanismo propuesto para esta actividad antimicrobiana es la desestructuracién de la
membrana citoplasmatica. Ademds, por su naturaleza hidrofdbica el eugenol puede penetrar en
los lipopolisacaridos de la membrana de la célula bacteriana y alterar la estructura de la célula,
lo que ocasiona la pérdida de constituyentes intracelulares (Hemaiswarya y Doble, 2009).
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Figura 2. Estructura quimica del eugenol

Como norma general, los componentes de los aceites esenciales pueden ser facilmente
degradados por oxidacion, volatilizacidn, calor o interaccién con la luz, y para asegurar su
eficiencia es necesario protegerlos (Asbahani et al., 2015). Debido a la elevada volatilidad e
inestabilidad quimica de los aceites esenciales, su actividad antimicrobiana se puede ver
seriamente reducida. Con el fin de solucionar este inconveniente, se puede recurrir a la
incorporacién de los mismos en la estructura de peliculas biodegradables, obteniéndose asi
materiales con propiedades bioactivas.

Tradicionalmente, los aceites esenciales se han incorporado en la formulaciéon de peliculas
biodegradables a través de un proceso de homogenizacion. Este procedimiento puede implicar
importantes pérdidas de compuestos volatiles durante la incorporacién, el vertido y el proceso
de secado. Es sobre todo en esta ultima etapa cuando las gotas de aceite esencial son
susceptibles de sufrir procesos de desestabilizacién, creciendo por coalescencia y subiendo a la
superficie de la pelicula, de modo que ésta ve reducida su eficacia para aumentar la vida util de
los productos alimentarios (Jiménez et al., 2010).

Para reducir las pérdidas de aceite esencial en la formulacion de peliculas comestibles bioactivas
se puede recurrir a la encapsulacidn de los mismos. De este modo, se obtendrian microesferas
gue contendrian el agente activo, para posteriormente incorporar éstas en la formulacion de la
pelicula. A través de esta técnica se conseguiria aumentar la estabilidad de los aceites esenciales
y prolongar los beneficios de éstos mediante una liberacion controlada (Hong and Park, 1999;
Asbahani et al., 2015). El método de encapsulacion debe ser generalmente simple, reproducible,
rapido, efectivo y facil (Carvalho et al., 2016). El método utilizado depende de diferentes
aspectos como son las propiedades fisico-quimicas del material a encapsular, asi como el
material encapsulante, la liberaciéon del compuesto encapsulado, la funcidn y el coste (Krishnan
et al., 2005; Kanakdande et al., 2007).



Actualmente existen diferentes métodos de encapsulacién para la obtencién de microesferas.
Estos pueden clasificarse en tres grandes grupos: fisico-quimicos, quimicos y mecénicos. Los
procedimientos fisico-quimicos mds empleados son coacervacién, emulsidn-evaporacion y
fusidn en caliente. Los principales procedimientos quimicos son la complejacidn y la gelificacion.
Por ultimo, entre los procedimientos mecanicos destacan las técnicas de lecho fluidizado,
drying, extrusién, spinning-disk, generacién electrostatica de gotas y fluidos supercriticos.

Es habitual la combinacién de dos técnicas, extrusion y gelificacion idnica, para obtener
microesferas. La extrusién consiste en hacer pasar por un tornillo extrusor a alta presiéon una
emulsién con el agente activo y el agente encapsulante, preparada previamente. Ejerciendo una
cierta frecuencia de vibracidon sobre el flujo de la emulsidn, se consigue provocar la ruptura del
flujo en pequefias gotas que después se solidificaran a través del proceso de gelificacién idnica.

La gelificacién idnica es un proceso a través del cual gotas de emulsién, conteniendo el agente
activo, se solidifican en forma de gel, gracias a la capacidad gelificante de ciertos polimeros. Tal
es el caso del alginato, que es capaz de formar geles en condiciones particulares de hidratacion.
De este modo, haciendo gotear una emulsién de alginato con agente activo sobre una disolucion
de sal cdlcica, se puede lograr la encapsulacidn de dicho agente.

w
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Figura 3. Esquema proceso extrusidn-gelificacion idnica.

El alginato ha sido ampliamente utilizado como material encapsulante, ya que se trata de un
material no toxico, barato, biodegradable y compatible con muchos sistemas alimentarios
(Léonard et al., 2013; Gombotz y Wee, 2012; Lee y Mooney, 2012). Este polisacarido anidnico
lineal (figura 1.4) se obtiene generalmente de las algas pardas marinas, y esta constituido por
dos unidades monomeéricas: el acido B-D manurdnico y el acido a-L gulurdnico, unidos por
enlaces glucosidicos 1-4. En presencia de iones de calcio es capaz de formar una estructura de
gel siguiendo el modelo de ‘caja de huevos’ (figura 4), donde los iones calcio se sitian como
puentes entre los grupos con carga negativa del dcido gulurdnico. El alginato se ha utilizado en



numerosos trabajos de investigacidn para encapsular diferentes aceites con fines nutricionales,
terapéuticos y otros (Abang et al., 2012; Sun-Waterhouse et al., 2011; Wang et al., 2013).

OH

HG OH

B~ D - Mannurenic Acid i - L Gulurenic Acid

Figura 4. Estructura quimica del alginato y modelo de caja de huevos (Mendéz et al., 2015)



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar la eficacia de la encapsulaciéon de un
compuesto activo (eugenol) en microesferas de alginato incorporadas en peliculas de quitosano,
a través del estudio de la cinética de liberacién del activo y la actividad antimicrobiana de las
peliculas.

2.2 Objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo general propuesto, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Obtener peliculas de quitosano con incorporaciéon de microesferas de eugenol en
alginato.

- Evaluar la cinética de liberacion del eugenol en diferentes simulantes alimentarios.

- Modelizar la cinética de liberacidn a través de diferentes modelos hallados en la
bibliografia.

- Analizar el efecto antimicrobiano in vitro de las peliculas.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

El quitosano (CH), eugenol (EU) y alginato de sodio fueron suministrados por Sigma-Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemania), asi como los disolventes metanol, etanol, acido acético glacial e
isooctano. Panreac Quimica SLU (Castellar del Vallés, Barcelona) suministré el nitrato de
magnesio utilizado para almacenar las peliculas a humedad relativa controlada, el glicerol para
almacenar los cultivos microbioldgicos y el pentéxido de fosforo.

Las cepas de Escherichia coli (CECT 10) y Listeria innocua (CECT 910) procedian de la Coleccidn
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Burjassot). El agua de peptona tamponada y todos los medios
empleados se adquirieron de Scharlab S.L. (Mas d’EnCisa, Barcelona).

3.2 Preparacion de las microesferas de alginato-eugenol

Se prepard una solucidn acuosa de alginato de sodio al 2% (w/w). Por otra parte, se prepard una
solucién de eugenol (2 % w/w) que se homogenizd en rotor-stator (13500 rpm, 4 minutos,
Yellow Line DL 25 Basic, IKA, Janke y Kunkel, Germany) y se sonicé a 40 kHz (células Sonicator
Vibra 75115, 500 W, Bioblock Scientific Co.) a 40 % de potencia total durante 600 s (30s on / 30s
off). Ambas soluciones se mezclaron en una proporciéon masica 1:1 para la elaboracion de las
microesferas.

Se utilizé un Encapsulator B-395 Pro (BUCHI Labortechnik, Flawil, Switzerland) para obtener las
microesferas. Se utilizé una frecuencia de vibracion de 1800 Hz, para generar 1800 gotas por
segundo. El caudal fue de 12 mL-min "y se usé una boquilla de 150 um. Las gotas generadas se
depositaron en una solucion de CaCl; (5% w/w), formandose asi las microsferas de alginato con
eugenol (Mey). Estas se mantuvieron en el bafio de gelificacion durante 10 minutos, se filtraron,
se lavaron con agua destilada y se almacenaron a 4 °C.

3.3 Preparacion de las peliculas

Las peliculas de quitosano se obtuvieron a través de una técnica en himedo, tal y como describid
Bonilla et al. (2014). Se realizd una dispersidén de quitosano (1,0% p/p) en una solucidn acuosa
de acido acético glacial (1,0% v/p) mediante agitacién magnética a 402C. En esta solucién
formadora de pelicula, se incorporaron las microesferas de alginato-eugenol (Mgy) en una
relacién masica quitosano:microesferas de 1:1.5, obteniéndose asi la formulacién CH/Mgy. Las
peliculas se obtuvieron por vertido de la solucién formadora de pelicula a una densidad
superficial constante (5,856 mg sélidos secos/cm?). Paralelamente, se elaboraron peliculas
control de quitosano, sin incorporacion de microesferas (CH). Las peliculas se almacenaron a
252Cy 53% de humedad relativa (HR) durante 7 dias. El grosor de las peliculas se determind en
seis puntos aleatorios, utilizando un micrometro Palmer (Comecta, Barcelona) con una
sensibilidad de 0,005 mm.



3.4 Cinética de liberacion

Se estudié la cinética de liberacidn del eugenol encapsulado en cuatro simulantes alimentarios:
etanol (10% v/v), etanol (50% v/v), acido acético (3% p/v) e isooctano. Se utilizaron fragmentos
de las peliculas CH/M¢ey (de masa 0,13 g) que se pusieron en contacto con 100 ml de simulante.
El test se llevd a cabo durante un maximo de 10 horas, en agitacion a temperatura ambiente. A
lo largo de este periodo de contacto, se tomaron muestras de simulante y se determind la
absorbancia a 282 nm con el fin de cuantificar el eugenol liberado. Todas las medidas se
realizaron por triplicado. Utilizando las correspondientes curvas patrén, se transformé el dato
de absorbancia en masa de eugenol liberado en cada simulante. Para las medidas
espectrofotométricas se utilizd un espectrofotometro UV-visible (Helios Zeta UVeVis, Thermo
Fisher Scientific, Reino Unido) y el correspondiente simulante como blanco.

Los resultados de masa de eugenol liberado frente al tiempo se modelizaron utilizando
diferentes ecuaciones. Por un lado, se utilizé el modelo empirico propuesto por Peleg (1980).
Para ello se utilizaron las ecuaciones:

t
m; =mgy+-—— (1
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t

Donde:
m:. masa de eugenol (g) liberada a un tiempo t
mo: masa de eugenol (g) liberada al inicio del ensayo (mo=0)

ki: Constante del modelo de Peleg (min/g), inversamente relacionada con la velocidad de
liberacidn

ka: Constante de modelo de Peleg (g), inversamente relacionada con la masa de activo liberado
en el equilibrio (Me). Mw=1/k

A través de la aplicacién de este modelo a los resultados experimentales de m vs. t, se
obtuvieron los valores de los pardmetros ki y ki, asi como la masa de eugenol liberada en el
equilibrio (m..) para cada simulante alimentario.

El modelo de Korsmeyer-Peppas (ecuacién 3) se ha utilizado para analizar la liberacién de
compuestos activos a través de un matriz polimérica (Siepmann and Peppas, 2011; Hosseini et
al., 2013; Tavares et al., 2016).

- (3)
v .

o)

Donde:

M—t: Masa de eugenol liberado a tiempo t referido a la liberacidn asintética.

0



k: Constante cinética del modelo

n: exponente de liberaciéon, relacionado con el mecanismo de liberacién del principio activo
(Tavares et al., 2016). Valores cercanos a 0,5 indican que se esta llevando a cabo una difusion
Fickiana, mientras que valores mas bajos indican un comportamiento de difusidn cuasi-Fickiano
y valores mas altos se relacionan a liberacién no-Fickiana.

El proceso de liberacién puede describirse también por el modelo difusional. Para modelizar el
comportamiento difusional del eugenol en las peliculas de quitosano a través de los simulantes
alimentarios, se aplico la segunda ley de Fick para una geometria de ldmina infinita (ecuacion 4;
Crank, 1975), de este modo se determiné el coeficiente de difusividad (D) del eugenol en los
diferentes solventes, considerando 8 términos del sumatorio.

M _ i 8 —D(2n + 1)*n%t A
M, s @n+ D72 exp I2 S
n=

Donde:

D: coeficiente de difusion (m?/s)

M:: masa de eugenol liberada en un tiempo t (g)
M..: masa de eugenol liberada en el equilibrio (g)

L: semiespesor de la pelicula (m)



3.5 Anadlisis microbioldgico

Con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas CH y CH/Mgy, se realizaron
ensayos in vitro frente a Escherichia coliy Listeria innocua tanto en medio liquido (TSB) como en
medio sélido (TSA).

Las cepas de E. coliy L. innocua, inicialmente almacenadas a -252C en TSB con un 30% de glicerol,
se revivieron por siembra en 10 ml de TSB y se incubaron a 37 9C durante 24h. A continuacién,
se transfirié una alicuota de 10 pul a 10 ml de TSB y se incubé de nuevo a 372C durante 24h, hasta
gue el microorganismo alcanzé la fase exponencial de crecimiento.

En cuanto a los ensayos en medio liquido, se diluyé el cultivo inicial en agua de peptona
tamponada hasta que se obtuvo una concentracién de 10° UFC/ml (cultivo de trabajo). Se
utilizaron tubos con 9,9 ml de TSB esterilizados previamente, en los que se afiadid una alicuota
de 100 pl del cultivo de trabajo y un fragmento circular de pelicula (55 mm de didmetro)
previamente esterilizado con UV en cabina de flujo laminar. Los tubos se almacenaron a 102C
durante un maximo de 13 dias. Como control se emplearon tubos sin fragmento de pelicula.

A diferentes tiempos de almacenamiento (0, 2, 6, 9 y 13 dias) se realizaron recuentos mediante
la homogenizacion del contenido de los tubos con 90 ml de agua de peptona en Stomacher
durante 2 min. A continuacion, se llevaron a cabo diluciones seriadas en agua de peptona, y se
realizaron, por duplicado, siembras en profundidad en medio TSA.

Para realizar los ensayos en medio sdlido, se cortaron circulos de las peliculas (50 mm de
didmetro) que se esterilizaron con UV en cabina de flujo laminar. Se prepararon placas Petri con
10 g de TSA, que después de solidificar se inoculd con 100 pl del cultivo de trabajo. Se dejo secar
el indculo y se cubrid con la pelicula recortada. Las placas se envolvieron con parafina y se
almacenaron a 10 2C durante un maximo de 13 dias. Como control se utilizaron placas inoculadas
sin pelicula. A diferentes tiempos (0, 2, 6, 9 y 13 dias) se realizaron recuentos segin el mismo
método empleado en los ensayos en medio liquido.

3.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizd mediante el analisis de varianza (ANOVA) utilizando
Statgraphics Centurion XVLII. Se utilizé el procedimiento de diferencia minima significativa de
Fisher (LSD).



4 RESULTADOS

4.1 Cinética de liberacion

La figura 5 muestra la evolucidon temporal del cociente masa de eugenol liberado / masa de
eugenol liberado en el equilibrio (my/m.) para cada simulante alimentario, donde puede
observarse que la ecuacién de Peleg modeliza adecuadamente los resultados experimentales.
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Figura 5. Liberacion de eugenol a partir de la pelicula de CH/Meu en los diferentes simulantes alimentarios:
acido acético 3%, etanol 10%, etanol 50%, e isooctano. Los puntos aislados corresponden a datos
experimentales, y las curvas a la modelizacion de Peleg.

La liberacidn mas rapida se dio en contacto con acido acético, donde se observd un repentino
incremento de la ratio my/m.. seguido de un mantenimiento en valores préximos al asintético.
Este disolvente promueve la hidratacidn y el hinchamiento de la matriz polimérica de quitosano
y de las microesferasde alginato, favoreciéndose asi la liberacién del eugenol. Por el contrario,
la liberacién mas lenta se dio en etanol 10%, solvente en el que se encontrd el patrén de
liberacion menos abrupto (figura 5).

La tabla 1 presenta los parametros obtenidos a partir del modelo de Peleg, ki (inversamente
relacionado con la velocidad de liberacidn), k; (inversa de la asintota) y m.. (valor asintdtico de
la masa de eugenol liberada en cada simulante). Con el fin de comparar la liberacion de eugenol
que tiene lugar en los diferentes simulantes, se reporta también el cociente Me/Momax, donde
Memax COrresponde a la masa de eugenol liberada en el equilibrio cuando se utiliza acido acético
como simulante. Ademas, la tabla 1 muestra el coeficiente de particion (CP), definido como el
cociente entre la masa de eugenol extraida en cada simulante a tiempo infinito (m.) y la masa
de eugenol inicialmente incorporada en la formulacién de la pelicula.
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Tabla 1. Parametros obtenidos del modelo de Peleg: k2 (inversa de la asintota me), ki (inversa de la
velocidad de liberacion), me/memax (donde el valor maximo de m. corresponde al encontrado para el
acido acético), y coeficiente de particién (CP) definido como el cociente entre la masa de eugenol extraida
en cada simulante a tiempo infinito (m-) y la masa de eugenol inicialmente incorporada en la formulacion
de la pelicula. Valores medios * desviacion estandar.

Simulante k2 (g?) ki-10%(min/g) Mo Meo/Mooimix)  CP
Etanol 10% 703 £ 19¢ 27,7 +1,5¢ 13,5+0,3° 0,74 0,56
Etanol 50% 639 + 19° 4,5 +0,6° 15,7 £ 0,5¢ 0,86 0,65
A. Acético 3% 530+ 11° 0,7 £0,32 18,2 +0,5¢ 1,00 0,75
Isooctano 1555 + 25¢ 23 #4¢ 6,43 +0,10° 0,35 0,27

Superindices a, b, c y d diferentes en los valores correspondientes a los distintos simulantes indican diferencias
significativas (p < 0,05)

Los valores del parametro k; reflejan, de modo inverso, las diferencias en la cinética de liberacion
del eugenol (tabla 1). Coherentemente con los comentarios anteriores, la liberacion mas rapida
tuvo lugar en contacto con el acido acético (menor valor de ki) y la mas lenta se observé para el
etanol 10%.

A través de la aplicacion del modelo de Peleg, se obtuvo el parametro k; y a partir de éste la
masa de eugenol liberada en el equilibrio (m«, valor asintético de m:). Como puede observarse
en la tabla 1, este valor asintético de masa de eugenol extraido es dependiente del simulante
alimentario empleado. El simulante mas efectivo en este sentido fue el &acido acético.
Aparentemente, el mayor grado de hidratacion que acontece al poner en contacto las peliculas
con este solvente favorece tanto la cinética de liberacién como la mayor extraccién del agente
activo. Por el contrario, la menor extraccidn de eugenol tiene lugar en el simulante isooctano
(35% en relacién a la m. obtenida para el acido acético), lo que probablemente es debido a su
caracter hidréfobo, que dificultaria en gran medida la hidratacion de la pelicula y por lo tanto la
liberacion del eugenol.

Coherentemente con los resultados de m.., el mayor coeficiente de particion se obtuvo en el
caso del acido acético, donde se consiguid extraer el 75% del eugenol inicialmente incorporado
en la pelicula. Puesto que en el ensayo de liberacién se observd una desestructuracion de las
peliculas en el seno de este solvente, las pérdidas de agente activo que tuvieron lugar (25% de
la masa inicialmente incorporada) son sobre todo atribuibles a |a elevada volatilidad del eugenol,
qgue probablemente paso a fase vapor en las etapas de elaboracién y almacenamiento de la
pelicula, sobre todo durante el secado de la misma. En el resto de simulantes, puesto que se
consiguid extraer menores masas de eugenol, el coeficiente de particion tiene valores mas
reducidos.

La tabla 2 presenta los pardmetros obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la segunda
ley de Fick para cada simulante alimentario: el coeficiente de difusién D y coeficiente R? que
refleja el buen ajuste de los datos experimentales al modelo.

11



Tabla 2. Coeficiente de difusion (D) y pardmetros del modelo de Korsmeyer-Peppas (constante de
velocidad (k) y coeficiente de difusién (n)).

Simulante Dx10*3 (m?/s) R? n k (h™) R?

Etanol 10% 0,082+0,008* >0,997 0,867+0,005¢ 0,134+0,002° >0,986
Etanol 50% 0,37%0,06°¢ >0,996 0,503+0,013¢ 0,402+0,012¢ >0,998
A. Acético 3% 1,2+0,30¢ >0,996 0,274+0,010° 0,68+0,03¢ >0,986
Isooctano 0,25+0,09° >0,986 0,39+0,03° 0,34+0,02° >0,984

Superindices a, b, cy d en los distintos simulantes indican diferencias significativas entre ellos (p < 0,05)

El simulante alimentario empleado tuvo un efecto significativo sobre el coeficiente de
difusividad D, y coherentemente con los resultados obtenidos en la modelizacién de Peleg, el
mayor valor del se obtuvo para el acido acético. El valor mas reducido se observo para el etanol

10%.

La figura 6 muestra el ajuste del modelo difusional de Fick a los datos experimentales, donde,
coherentemente con los resultados del coeficiente D, puede observarse una liberacién
acelerada en el caso del acido acético. El comportamiento contrario se observa para el etanol

10%.

0,8

0,6

mt/meo(g/g)

0,4

0,2

50

Etanol 10 %

100

150 200

Tiempo (min)
Etanol 50%

Acético 3%

250

Isooctano

—t—

300

Figura 6. Ajuste del modelo de Fick a los datos experimentales de liberacion de eugenol a partir de
peliculas de quitosano en los diferentes simulantes alimentarios: etanol 10%, etanol 50%, acido acético e

isooctano.
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En la tabla 2 se muestran los resultados de los pardmetros del modelo de Korsmeyer-Peppas: la
constante de velocidad (k), el exponente difusional (n) y el coeficiente R? que refleja el buen
ajuste de los datos experimentales al modelo.

Segun el modelo de Korsmeyer-Peppas, valores cercanos a 0,5 significan que la liberacidon esta
relacionada con un mecanismo de difusidn de Fick de primer orden. Por el contrario, cuando n
es cercano a 1, se produce relajacién o degradacion del polimero, dando asi lugar a una
liberacion de orden cero. Por tanto, una difusion Fickiana andmala es cuando n se encuentra
entre 0,5 y 1 (Mandal, Mann y Kundu, 2009). Observando la tabla 2, el etanol 50% tiene un
comportamiento Fickiano en su liberacidn. Sin embargo, el valor de n obtenido en acido acético
corresponde a una liberacién no Fickiana.

Si comparamos con otros estudios realizados (Soler, 2016) donde se prepararon peliculas de
quitosano con eugenol emulsionado (sin encapsular) se puede observar que la difusividad es
mucho mayor en todos los casos que cuando el eugenol esta encapsulado (Tabla 3), lo cual
apunta hacia una liberacién mds controlada cuando el eugenol esta encapsulado, asi como mas
duradera.

Tabla 3. Coeficiente de difusividad para diferentes simulantes obtenidos por Soler (2016)

Simulante Dx10!3 (m?/s)
Etanol 10% 5,33+2.08
Etanol 50% 4,77+1.97
A. Acético3%  8,50%0.71
Isooctano 3,00+2.00
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4.2 Actividad antimicrobiana

La figura 7 muestra el crecimiento de E. coli y L. innocua, tanto en medio sélido como en medio
liguido, en muestras de agar en contacto con las peliculas de quitosano (CH) y con las peliculas
de quitosano con microesferas de alginato y eugenol (CH/M¢gy), durante su almacenamiento a
10 °C a lo largo de 13 dias. El tratamiento control corresponde al crecimiento del
microorganismo sin contacto con las peliculas.
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Figura 7. Evolucién del crecimiento de a L. innocua y E. coli en ensayos in vitro en medio sélido (Ay B)y
liquido (C y D), a 10°C durante 13 dias. CH: pelicula de quitosano, CH/Meu: pelicula de quitosano con
microesferas de alginato y eugenol, Control: sin pelicula.

En todos los casos se observd un crecimiento de las bacterias en los tratamientos control, sin
contacto con las peliculas, del orden de 4 log al final del experimento. Las peliculas CH, sin
microesferas, ejercieron un efecto antimicrobiano significativo sobre ambas bacterias,
especialmente sobre E. coli, coherentemente con la mayor sensibilidad de las bacterias Gram
negativas a la actuacién del quitosano (Cardenas et al., 2008; Goy et al., 2016).

La incorporacién de microesferas de eugenol potencié la actividad antimicrobiana de las
peliculas, tanto frente a L. innocua como frente a E. coli. Este hecho puede estar correlacionado
con el efecto combinado del quitosano y el eugenol. Segun estudios previos, el eugenol
contribuye a la desestructuracion de la membrana citoplasmatica de las bacterias aumentando
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su permeabilidad inespecifica (Bennis et al., 2004; Gill and Holley, 2006; Hemaiswarya and
Doble, M, 2009; Nazzaro et al., 2013).

En todos los casos, el efecto antimicrobiano de las peliculas fue mas relevante en medio liquido,
debido a la mayor difusividad de los agentes antimicrobianos en estas condiciones.
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5 CONCLUSIONES

Se obtuvieron peliculas de quitosano con microesferas de alginato con eugenol encapsulado
estables. La adicion de microesferas de alginato con eugenol encapsulado en las peliculas
incremento la extensibilidad de las peliculas, asi como las propiedades barrera al oxigeno.

Las microesferas fueron visibles en la estructura de la pelicula y su liberacién en los simulantes
alimentarios se vio incrementada cuando se utilizé acido acético al 3%, pero disminuyd
notablemente en sistemas no polares como el isooctano.

La incorporacidn de eugenol incrementd la capacidad antimicrobiana intrinseca del quitosano a
medida que el eugenol se fue difundiendo en los simulantes alimentarios hidrofilicos.

Ademas, la encapsulacién del eugenol aumentd su eficacia antimicrobiana contra E. coli y L.
innocua en los ensayos realizados en medio sélido.
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