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Resumen— En este trabajo se presenta la metodologia para
la preparacion de peliculas a base de los extractos naturales
(EN) Allium sativum (ajo) y Aloe vera (sabila) incorporados a
quitosan (QS), que funciona como matriz polimérica del
material. Se combinan las caracteristicas curativas, medicinales
y antimicrobianas del ajo y el aloe con las propiedades biologicas
y funcionales del biopolimero natural para su uso en
aplicaciones biomédicas. Se describe la metodologia de la
extraccion del Allium sativum y del Aloe vera, asi como su
incorporacion a la solucion de quitosan. Las técnicas de
caracterizacion utilizadas para la evaluacion del material fueron
FTIR y DRX. Se analizan las propiedades fisicoquimicas de los
extractos naturales en interacciéon con el quitosin y de manera
individual.
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I. INTRODUCCION

La transicion de lo sintético a lo natural es una tendencia
que en los Gltimos afios se va haciendo realidad. El desarrollo
de materiales y biomateriales para aplicaciones médicas,
industriales y agricolas estan adoptando una cultura cada vez
mas ambiental. El uso de biopolimeros y extractos naturales
(EN), gracias a sus propiedades funcionales es actualmente
una de las opciones mas prometedoras para el desarrollo de
materiales para aplicaciones biomédicas.

El quitosan es un biopolimero compuesto principalmente
por unidades de glucosamina, que es la forma desacetilada de
la quitina, la cual es el segundo polisacarido mas abundante
en la naturaleza, después de la celulosa (Fig. 1) [1].
Generalmente, la quitina se obtiene por un tratamiento
quimico de exoesqueletos de crusticeos, alas de insectos,
paredes celulares de hongos y algas [2] La quitina con una
desacetilacion igual o mayor al 50% se considera quitosano
[3].

Las propiedades funcionales del quitosan (QS) han
provocado el interés para su aplicacién en numerosos campos
de estudio, como alimentos, agricultura, industria textil,
medicina, farmacologia, procesos quimicos, bioquimicos, de
ingenieria ambiental y para la obtencion de materiales
compuestos con distintas funciones de biodegradabilidad,

respuesta a cambios ambientales,
biocompatibilidad, y toxicidad nula [4].
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Fig. 1. Estructura quimica de la quitina y el quitosan.

autoreparacion,

&

0

OH

OH HN
bﬁ

Hs Quitina

La incorporacion de extractos naturales con diferentes
propiedades fisicoquimicas, a polimeros naturales conlleva a
la posibilidad de combinar e incrementar sus propiedades.
Desde la antigliedad se ha utilizado aloe vera y ajo debido a
los beneficios que tiene sobre la salud y sus propiedades
medicinales y terapéuticas.

La planta de aloe vera es originaria de la peninsula de
Arabia y se conoce también con el nombre de sabila. En la
actualidad, se usa en la medicina moderna para tratar
multiples enfermedades, ademas de ser utilizada en la
industria cosmetologica, farmacéutica y alimentaria [5,6]. El
aloe es un efectivo acelerador de la cicatrizacion de pequeias
heridas y quemaduras debido a su efecto antimicrobiano y la
accion epitelizante sobre el tejido de la piel danada [7], tiene
propiedades antinflamatorias y antivirales, funciona como
regulador de glucosa y contiene una gran cantidad de
aminodcidos y enzimas [8]. Los beneficios para la salud
asociados al aloe se han atribuido a la heterogeneidad de
composicion, que contiene, es decir, derivados de pectinas,
celulosa, hemicelulosa, glucomanano, acemanano y manosa,
aminoacidos, enzimas, vitaminas, polisacaridos y otras
sustancias de bajo peso molecular [9]. El exudado de zabila,
ademas conocido como zumo o latex, se obtiene al cortar las
hojas de la roseta de la planta en su base y permitiendo que
escurra, recolectandose en un recipiente. El exudado obtenido
se somete a evaporacion y, cuando alcanza la consistencia
adecuada, se deja endurecer, conformandose la denominada
pasta de zabila o acibar, también conocido como 4aloe o aloes.
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Este exudado es un liquido amarillo y de sabor amargo.
Dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo, puede
contener entre un 5 a 30% p/p de barba - loina (aloina) (Fig.
2); componente principal de interés comercial, medicinal y
farmacologico.

Fig. 2. Estructura quimica de la aloina

Por otro lado, el ajo también es una planta que se usa
desde la antigiiedad por sus efectos medicinales, se cree que
es originaria de Asia occidental. Una amplia gama de
microorganismos incluyendo bacterias, hongos, protozoos y
virus han demostrado ser sensibles a las preparaciones de ajo.
Ademas, es capaz de reducir los lipidos en la sangre y
combatir el cancer. Los analisis quimicos de dientes de ajo
han demostrado que existe una concentracion inusual de
compuestos que contienen azufre como la aliina. Esta
sustancia, que en realidad no huele, en contacto con el
oxigeno del aire, se convierte en alicina (Fig. 3), responsable
de su caracteristico y penetrante olor [10,11]. Las propiedades
antimicrobianas del ajo han sido reportadas por diferentes
autores describiendo un amplio espectro de actividad
antibacteriana contra bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, incluyendo especies de Escherichia, Salmonella,
Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Proteus, Bacillus,
y Clostridium; incluso las bacterias acido-resistentes tales
como Mycobacterium han demostrado ser sensibles al ajo
[12].
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Fig. 3. Estructura quimica de la alicina y la aliina

En el presente trabajo de investigacion se reporta la
sintesis de peliculas de quitosan (QS) con los extractos
naturales (EN) de aloe vera (AL) y extracto de ajo (AJ) en
diferentes  concentraciones para formar compositos
biodegradables. Ademas se presenta la caracterizacion de los
materiales para evaluar sus propiedades fisicoquimicas para
su posible aplicacion en ingenieria biomédica.

II. METODOLOGIA

1) Materiales: Quitosan con grado de desacetilacion de
92% y peso molecular bajo (C12H24N209, My = 5x10%, Sigma
Aldrich), 4cido acético (CH3COOH, 99.8%), etanol (C,HsO)
y agua desionizada, se utilizaron como se recibieron. Ademas
de hierbas de clavo para extraer el ingrediente activo.

2) Obtencion de la solucion del extracto de ajo (AJ): Se
emplearon dientes de ajo (A/lium sativum) de la variedad de
ajo blanco. Se usaron 30g de dientes de ajo lavados con agua
destilada. Posteriormente se mortajaron estos 30g de ajo
agregando gotas de agua destilada para facilitar el mortajado,
y posteriormente este fue destilado por una técnica
convencional. Finalmente se recolectd el extracto de ajo en
frascos de vidrio, y estos a su vez envueltos en papel de
aluminio para evitar que la luz solar degrade la sustancia.

3) Extraccion del gel de aloe vera (AL): La hoja
completa del aloe vera de 20 cm, fue lavada con agua
destilada para remover la suciedad de la superficie. La piel
fue separada cuidadosamente de la parenquima utilizando un
escalpelo filoso. Los cortes fueron lavados extensivamente
con agua destilada para remover los exudados de Ia
superficie. La masa obtenida de AL fue estabilizada a 65°C
por 20 min y posteriormente fue mantenida en refrigeracion a
4°C antes de su utilizacion.

2) Obtencion de peliculas de Quitosan-Ajo (0S-AJ): En
50 ml de agua destilada se incorporaron 2 ml de 4cido acético
y 0.5 gramos de quitosan, para obtener una solucion de
quitosan al 1% v/w. Dicha solucién de dejo en agitacion por
24 horas y una vez que el quitosan quedd completamente
solubilizado se dividieron los 50 ml en dos partes iguales. A
25 ml de solucion de quitosan se le agregaron 500 pl de
extracto de ajo para obtener una dilucion de baja
concentracion (QS-AJO1). A los 25 ml restantes se le
incorporo 1000 pl de extracto de ajo para obtener una
dilucion de alta concentracion (QS-AJ02). Ambas soluciones
permanecieron en agitacion magnética durante 24 horas, y
posteriormente se mantuvieron en reposo sin observar
precipitados.

3) Obtencion de peliculas de Quitosan-Aloe (OS-AL): El
gel obtenido de aloe se coloco en un vaso de precipitado y se
incorporaron 50 ml de agua destilada para poner en agitacion
magnética 24 horas a 90 grados. Una vez que se obtuvo el
extracto de aloe, el resto del procedimiento es similar a las
peliculas con ajo. Se prepararon 50 ml de una solucion de QS
al 1% v/w, de la cual, 25 ml son para la dilucion de baja
concentracion y los 25 ml restantes se utilizaron para crear la
dilucion de alta concentracion de aloe. A los primeros 25 ml
de solucion de quitosan se le agrego 500 pl de extracto de
aloe (QS-ALO1) y a los otros 25 ml se le agregdé 1000 pl del
extracto de aloe previamente preparado (QS-AL02). Ambas
soluciones permanecieron en agitacion durante 24 horas, y
posteriormente se mantuvieron en reposo sin observar
precipitados. .

5) Obtencion de peliculas: Se utilizaron cajas Petri de
plastico de 10 cm de diametro. A cada una se le adicionaron
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20 ml de cada una de las soluciones: QS, QS-AJ01, QS-AJ02,
QS-ALO1 y QS-ALO02. Es sabido que las peliculas a base de
quitosan se pueden desprender facilmente de moldes de
plastico o teflon, debido a que la superficie de moldes de
vidrio contiene silicatos con carga negativa (-), en las
terminaciones Si—O- los cuales tienen unas interacciones
muy fuertes con los grupos aminos protonados (+) del
quitosan, lo que dificulta su desprendimiento. En cambio los
polimeros tienen grupos funcionales olefinicos C = C y no
tienen afinidad con el quitosan, lo que facilita su
desprendimiento. Las cajas Petri se mantuvieron durante 48
hrs en un horno a una temperatura de 60°C para eliminar el
solvente y de esta forman las peliculas. A las peliculas
formadas se les caracterizo por métodos fisicos y quimicos.
6) Caracterizacion: El pH de las soluciones fue
monitoreados con un pHmetro Laqua Horiba. Se utiliz6 un
espectrofotometro de infrarrojo (FTIR) Nicolet iS5 con ATR
acoplado. Los espectros obtenidos se utilizaron para
determinar la posible interaccion entre los grupos funcionales
del quitosan con extracto de ajo y aloe. El espesor de las
peliculas fue medido con un micrémetro Mitutoyo modelo
Digimatic con una resolucion de 0.001 mm. Las peliculas se
midieron en 5 puntos y fue considerado el valor promedio.
Un estudio para la identificacion de fases se realiz6 mediante
difraccion de rayos-X (DRX) utilizando un Difractometro
TNX Technologies Modelo EasyX600 con radiacion Cu-Ka
operando a 40kV y 30mA, en un rango de 20 de 5° a 50° a
una velocidad de 0.02 6/min.

III. RESULTADOS

La Tabla 1 muestra el comportamiento del pH en las
soluciones de QS y de los compositos de QS-EN. De manera
general se puede observar un aumento del pH con la adicion
de los extractos de ajo (QS-AJ) y de aloe (QS-AL). El pH
mayor se observa en QS-AJ02 con 3.40. El menor espesor se
obtuvo para la pelicula de QS (0.00086 in), mientras que el
mayor espesor se obtuvo para la peliculas de QS-AJO1
(0.00250 in). Se puede observar que un aumento en la
concentracion del EN, favorece el incremento en el espesor
de las peliculas.

TABLA I
CARACTERISTICAS DE LOS ESPECIMENES DE QS Y QS-EN.
- pH Espesor [in]
Espécimen (Solucién) (Pelicula)

Qs 3.34 0.00086 + 0.00012
QS-AJ01 3.35 0.00150 + 0.00063
QS-AJ02 3.40 0.00194 + 0.00056
QS-ALO1 3.37 0.00098 + 0.00026
QS-ALO02 3.37 0.00128 + 0.00018

Las peliculas obtenidas de QS y de los compositos QS-
AJOO1 (2%wt), QS-AJO02 (4%wt), QS-ALO1 (2%wt), QS-
ALO02 (4%wt) mostraron una apariencia transparente de un
color amarillo claro y brillantes (Fig 4). Las peliculas
obtenidas presentaron algunas rugosidades relacionadas al
efecto de la protonacion incompleta de los grupos aminos
interiores con el acido acético presente en el medio durante la
sintesis producen las rugosidades en los filmes, ademas de la
interaccion con el material acrilico de la placa de Petri.

4% W

2% W

ALOE

Fig. 4. Fotografias de las peliculas obtenidas.

La Fig. 5 muestras los espectros FTIR de las soluciones
de ajo (a) y aloe (b). En el espectro de FTIR correspondiente
a la solucion del extracto de ajo, se puede observar la banda
caracteristica del O-H a 3328 cm™! mientras que el pico a 1635
cm’! corresponde a las bandas de carbonilo y carboxilo
(C=0). Otras bandas a 1130 cm™' y a 1017 em™! pueden ser
atribuidos a la absorcion de sulfoxidos (S=0O) y vibraciones
de estiramiento de aminas primarias (C-N) respectivamente,
las cuales son atribuidas a compuestos azufrados como la
aliina y sus derivados. Por otro lado, el espectro de la solucion
de extracto de aloe, muestra una banda caracteristica a 3322
cm’! correspondiente a la vibracion del grupo funcional
hidroxilo (O-H). Se puede observar ademas una banda a 1610
cm’! es caracteristico de las vibraciones del grupo funcional
carbonilo en cetonas, aldehidos y acidos carboxilicos.

Transmitancia [u.a.]

OH
3328
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Fig. 5. Espectros FTIR de las soluciones de los extractos naturales de

(a) ajo y (b) aloe.
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Un estudio de FTIR fue realizado para estudiar la
interaccion del quitosan con los extractos naturales
incorporados. En el espectro FTIR de la Fig. 6 se observan las
bandas de los grupos funcionales caracteristicos de la
molécula de quitosan. Se aprecian las bandas
correspondientes a los estiramientos O-H y N-H (3086 — 3557
cm™'), caracteristicos de alcoholes, aminas y amidas. Se
observa que esta banda esta centrada en 3300 cm™ producto
de la sobreposicion de las bandas originadas por los
alargamientos y tensiones de los grupos O-H y N-H presentes.
En el espectro se observan también bandas del estiramiento
C-H a 2979 cm’!. Se puede observar que la banda
caracteristica del grupo C=0 a 1641 cm' relacionada con el
grupo amido (I) y la asignada a 1389 cm™! se debe a un grupo
amido (II). E1 AL presenta bandas de absorcién a 1600 cm’!
(C=0) y 3369 cm’!' (OH fendlico), las antraquinonas de la
cuticula a 1623 cm! y 3398 cm!, las del gel a 1629 cm! y
3408 cm’!, respectivamente [13].
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Fig. 6 Espectros de FTIR del QS y los compositos de QS-EN en forma de
solucion.

La interaccion entre el acido acético y el quitosan en el
momento de elaboracion de las peliculas formé un acetato de
quitosan, esta reaccion aporta un cambio de los picos de los
grupos funcionales como se observa en los espectros de FTIR
de la Fig. 7. Los espectros de las peliculas de QS y QS-EN
muestran picos similares entre si. Esto indica que no existe un
cambio estructural mayor en el QS. El espectro FTIR de las
peliculas revela bandas centradas en 3300 cm™! atribuidas a
O-H. Las bandas a 1640 — 1539 cm! fueron asignadas a las
vibraciones de estiramiento de C=0, que se traslapan con las
vibraciones de flexion del NH. Sin embargo, la vibracion
alrededor de 2925 cm! para las peliculas de QS-ALO1 y QS-
ALO02, lo cual puede implicar una incidencia en la interaccion
intermolecular entre el QS y el AL.
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Fig. 7. Espectros FTIR del QS y los compositos de QS-EN en forma de
peliculas

La técnica de DRX se utiliz6 para analizar la cristalinidad
de las peliculas de QS-EN. La Fig. 8 muestra el patron de
DRX para las peliculas de QS y los compositos de QS-EN.
Los patrones de DRX muestran el caracter amorfo de las
peliculas, excepto para la pelicula de QS-ALO1 que muestra
un caracter semicristalino, por lo tanto, estos cambios en los
patrones de difraccion indican algin tipo de interaccion. El
QS se caracteriza por un pico claro a 20 igual a 20°, el AJ
presenta un pico alrededor de 19°, mientras que el AL
presenta un 16°.
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Fig. 8. Difractograma de las peliculas de QS y QS-EN en diferentes
concentraciones.

IV. CONCLUSION

Se obtuvieron peliculas transparentes de quitosan (QS)
con dos extractos naturales (EN), ajo y aloe, en diferentes
concentraciones con la finalidad de combinar sus propiedades
antimicrobianas y curativas a las propiedades biocompatibles
y biofuncionales del quitosan. Los materiales fueron
sometidos a diferentes pruebas de caracterizacion para
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determinar  sus  caracteristicas  fisicoquimicas. La
incorporacion de EN en el QS, favorece el aumento en el
espesor de las peliculas. Los espesores de las peliculas se
encuentran entre 0.0086 in'y 0.00150 in. La incorporacion del
extracto de ajo al QS, permiti6 la obtencion de un espesor de
pelicula mayor al obtenido para las peliculas con aloe. Sin
embargo, es necesario realizar un analisis por microscopia
electronica de barrido para soportar que los fitoquimicos
utilizados pudieran formar un enlace intermolecular para
adherirse a la molécula de QS.

De acuerdo a los resultados, la interaccion entre polisacaridos
como quitosan, con fitoquimicos, puede representar una
estrategia para estudiar y crear una gran cantidad de
materiales utiles en diversas areas de estudio como en la
industria alimenticia para el desarrollo de biopacking
obteniendo un material con las caracteristicas deseables para
actuar como una barrera fisica y antimicrobial para la
contaminacion de comida; o para aplicaciones biomédicas
para la elaboracion de materiales para vendajes para heridas,
utiles para la reparacion de la piel.

RECONOCIMIENTOS

Los autores agradecen al equipo de trabajo del
Laboratorio de Biomateriales y Biopolimeros del Instituto
Tecnologico de Celaya, asi como al Ing. Isidro Montes Zavala
por su apoyo.

BIBLIOGRAFIA

[1] M. N. R. Kumar, “A review of chitin and chitosan
applications,” Reactive and functional polymers.,
vol. 46, no.1, pp. 1-27, 2000.

[2] M. Rinaudo, “Chitin and chitosan: properties and
applications,” Progress in polymer science., vol. 31,
no.7, pp. 603-632, 2006.

[3] D. K. Kweon, S. B. Song, and Y. Y. Park,
“Preparation of water-soluble chitosan/heparin
complex and its application as wound healing
accelerator,” Biomaterials., vol. 24, no. 9, pp. 1595-
1601, 2003.

[4] M. Ishihara, K. Nakanishi, K. Ono, M. Sato, M.
Kikuchi, Y. Saito, A. Kurita, “Photocrosslinkable
chitosan as a dressing for wound occlusion and
accelerator in healing process,” Biomaterials., vol.
23, no. 3, pp. 833-840, 2002.

[5] R. Pereira, Mendes, A., P. Bartolo, “Alginate/Aloe
vera hydrogel films for biomedical applications,”
Procedia CIRP., vol. 5, no. 1, pp. 210-215, 2013.

[6] S.S. Silvia, M.B. Oliveira, J.F., R. L. Reis, “Bio-
inspired Aloe vera sponges for biomedical
applications,” Carbohydrate polymers., vol. 112,
no.1, pp. 264-270, 2014.

[7] M.C.Kang, S. Y. Kim, Y. T. Kim, E. A. Kim, S. H.
Lee, S. C. Ko, H. S. Jang, “In vitro and in vivo
antioxidant activities of polysaccharide purified
from aloe vera (Aloe barbadensis) gel,”
Carbohydrate polymers., vol. 99, no. 1, pp. 365-371,
2014.

[8] S.S.Silva, E. G. Popa, M. E. Gomes, M. Cerqueira,
A. P. Marques, S. G. Caridade, R. L. Reis, “An
investigation of the potential application of
chitosan/aloe-based membranes for regenerative
medicine,” Acta biomaterialia., vol. 9, no. 6, pp.
6790-6797, 2013.

[9] S.Khoshgozaran-Abras, M. H. Azizi, Z. Hamidy, N.
Bagheripoor-Fallah, “Mechanical, physicochemical
and color properties of chitosan based-films as a
function of Aloe wvera gel incorporation,”
Carbohydrate Polymers., vol. 87, no. 3, pp. 2058-
2062,2012.

[10]S. Ankri, D. Mirelman, “Antimicrobial properties of
allicin from garlic,” Microbes and infection., vol. 1,
no. 2, pp. 125-129, 1999.

[11]E. Block, “The chemistry of garlic and oniono,” Sci
Am., vol. 251, no. 3, pp. 114-9, 1985.

[12]Y. Pranoto, S. K. Rakshit, V. M. Salokhe,
“Enhancing antimicrobial activity of chitosan films
by incorporating garlic oil, potassium sorbate and
nisin,” LWT-Food Science and Technology., vol. 38,
no. 8, pp. 859-865, 2005.

[13]F. Saavedra Nizama, N. Ale Borja, G. Gordillo
Rocha, “Analisis por espectroscopia uv y ftir de
macerados acuosos y alcohdlicos de miller.
interaccién con sales inorganicas,” Sociedad
Quimica de Perii., vol. 76, no. 3, pp 242-260, 2010.

MERIDA, YUCATAN, 25 AL 28 DE SEPTIEMBRE DE 2016




