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RESUMEN

En la actualidad, existe una tendencia creciente de utilizar polimeros
naturales por las caracteristicas de ser renovables, biocompatibles,
biodegradables y en muchos casos econdémicamente viables en aplicaciones
varias. En particular los almidones provenientes de diferentes fuentes han sido
empleados para elaborar recubrimientos para alimentos. Sin embargo requieren
de la adiciéon de plastificantes para reducir la rigidez y tendencia al agrietado. Una
practica comun es la incorporacion de glicerol, alcohol polivinilico (PVA) o
combinaciones de ellos. La plastificacion por glicerol es temporaria y puede migrar
hacia el alimento. ElI PVA, por su parte, es un polimero de amplio uso en la
industria por ser no-téxico, soluble en agua, biocompatible y biodegradable, con
resistencia quimica y alta flexibilidad, asi como buenas propiedades de barrera
para el oxigeno y los aromas. Sin embargo, la plastificacion empleando PVA
como unico plastificante requiere de la incorporacion de cantidades importantes,
gue supera en algunos casos el 50 % p/p.

La incorporacion de agentes especificos a la formulacibn de un
recubrimiento o envase modifica la funcionalidad transformandolo en pelicula
activa o en envase activo, ampliando su condicién de “extender la vida util del
producto” a “mejorar la seguridad y propiedades sensoriales del producto
manteniendo su calidad”.

Por otra parte, la compleja composicion de los quesos y las condiciones
ambientales durante el procesamiento y almacenamiento, promueven el
desarrollo de mohos y bacterias en la superficie, reduciendo considerablemente la
calidad de los mismos, y conformando un riesgo para la salud por la potencial
generacion de toxinas que pueden migrar a la masa del queso.

En este trabajo de investigacion se propuso el reemplazo de parte del PVA
por un poliuretano de muy baja temperatura de transicion vitrea, de tal manera
gue pudiera actuar como plastificante en pequefias cantidades o proporciones,
logrando peliculas conteniendo como minimo 70 % p/p de almidon.
Posteriormente las formulaciones fueron adicionadas con antioxidantes y
antimicrobianos y se evaluaron las propiedades fisico-quimicas, mecéanicas y de

superficie de las peliculas comparadas con peliculas sin aditivar. En particular se



evaluo la actividad antimicrobiana en placa frente a cultivos especificos aislados
de la superficie de quesos en salas de maduracién y se realizaron ensayos del
desempefio en sistemas reales. Las peliculas conteniendo poliuretano
presentaron una mejora en sus propiedades mecanicas y de permeabilidad al
vapor de agua, y cuando se les adicion6 natamicina como agente antifingico
resultaron eficientes para proteger la superficie de quesos frente a la

contaminacion externa durante la etapa de maduracion.
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La edad es algo que no importa,
a menos que usted sea un queso.

Luis Bufiuel






1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Materiales plasticos sintéticos

En general, existe una amplia gama de materiales que se utilizan en
envasado, incluyendo metal, vidrio, papel, plasticos o una combinacién de mas de
un material como materiales compuestos (Davis y Song, 2006). Sin embargo,
luego de la Segunda Guerra Mundial, y como consecuencia de los desarrollos
tecnologicos alcanzados para satisfacer las necesidades logisticas del conflicto,
se generalizé el uso de los envases plasticos en alimentos (Dangaran y col.,
2009; Sun, 2005a).

Desde entonces y hasta hoy en dia, los materiales plasticos derivados del
petrdleo, tales como polietilentereftalato (PET), policloruro de vinilo (PVC),
polietileno (PE), polipropileno (PP) y poliestireno (PS), son los materiales que
principalmente se han utilizado para el envasado de alimentos (Siracusa y col.,
2008). Su uso se extendid debido a las numerosas ventajas que ofrecen, en
particular su disponibilidad a gran escala y relativo bajo costo, ademéas de su
buena performance mecanica, relativamente buenas propiedades de barrera, bajo
peso, transparencia, durabilidad, sellabilidad y resistencia a agentes
microbiolégicos (Arrieta y col., 2011; Ruban, 2009; Siracusa y col., 2008).

Teniendo en cuenta la velocidad a la que se agotan los recursos naturales,
los polimeros sintéticos se han convertido en una solucion inteligente, pero mas
alla de sus beneficios, el empleo masivo de estos plasticos sintéticos trae algunos
inconvenientes:

a) el impacto ambiental producido a lo largo de su ciclo de vida en el que debe
considerarse el consumo total de materias primas no renovables, la energia
proveniente de recursos fésiles consumida en la produccién y transporte, las
emisiones de gases que contribuyen al efecto invernadero (CO,, CHs y N2O)
(Zhang y Mittal, 2010);

b) su incierta disponibilidad y precio futuro; al ser el petréleo un recurso no
renovable, la evoluciébn y produccion sostenida de estos materiales esta

condicionada y por ende se estima que su precio continuara incrementandose;
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c) en general, los materiales plasticos sintéticos son altamente resistentes a la
degradacion, lo que conlleva a que se acumulen sobre la superficie terrestre,
constituyendo un serio problema ambiental mundial relacionado con la
contaminacion del aire y fuentes de agua, entre otros (Hernandez Silva y Guzman
Martinez, 2009). Algunas posibles soluciones a este problema podrian ser
acumularlos en lugares especificos, incinerarlos o reciclarlos (Weber y col., 2002).
La acumulacion en lugares especificos no es una solucién real, ademas de que,
con el crecimiento de la sociedad, se hace dificil encontrar lugares para
acumularlos. La incineracion de los plasticos produce una gran cantidad de CO,,
favoreciendo el calentamiento global, y en ocasiones produce gases téxicos que
también contribuyen a la contaminacion ambiental (Song y col., 2011). Si bien el
reciclado seria la opcidbn mas amigable con el medio ambiente, requiere mucho
trabajo y energia, ya que implica remover los plasticos, clasificarlos, lavarlos,
secarlos, triturarlos y luego reprocesarlos, y en consecuencia el proceso en
muchos casos no es rentable (Marsh y Bugusu, 2007; SinhaRay y Bousmina
2005).

Estas problematicas muestran claramente que resulta prioritario desarrollar
materiales poliméricos alternativos que no impliguen el uso de componentes
téxicos o nocivos en su fabricacidén, y que puedan reemplazar a los sintéticos al
menos en algunas aplicaciones. Por estas razones, desde las ultimas décadas el
desarrollo de materiales biodegradables ha sido un gran desafio (Cruz-Romero y
col., 2008; Petersen y col., 1999; Sinha Ray y Bousmina, 2005; Siracusa y col.,
2008; Sorrentino y col., 2007; Zhang y Mittal, 2010).

1.2. Bioplasticos

De acuerdo a la asociacion “European Bioplastics” el término bioplastico
incluye polimeros biodegradables con biodegradabilidad probada segin norma
(European-Bioplastics, 2012). Por lo tanto, los bioplasticos pueden dividirse en
tres categorias (Figura 1.1):

- Derivados de recursos renovables / no biodegradables
- Derivados de recursos renovables / biodegradables
- Sintéticos / biodegradables

11



Materia prima

Basados en renovable Biodegradables y
materias basados en
primas materias primas

1
|
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biodegradable

Polimeros
convencionales |
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PE. PP; PS; PETI

Bioplasticos

ej:
PCL, PBS

Biodegradables

Materia prima
Petroquimica

Figura 1.1. Definicion de bioplasticos: divisidbn segun su biodegradabilidad y

origen de la materia prima (European-Bioplastics, 2012).

El hecho de que un material se obtenga a partir de recursos renovables no
implica necesariamente que sea biodegradable, y viceversa. La combinacion de
ambas caracteristicas es lo que hace al gran interés en esta éarea. Los
bioplasticos basados en recursos renovables antes mencionados son a la vez
biodegradables y renovables. Se pueden clasificar en tres categorias de acuerdo
con el método de produccion:

- Polimeros producidos por sintesis quimica clasica a partir de mondémeros
naturales: entre estos polimeros, los mas estudiados son: el acido polilactico
(PLA), preparado a partir de la polimerizacion de acido lactico que se produce por
la fermentacion de hidratos de carbono; y el acido poliglicélico (PGA) sintetizado a
partir de acido glicélico. Desde un punto de vista comercial, el PLA es un material
interesante ya que tiene buenas propiedades mecanicas, es transparente y
biodegradable; sin embargo, el nivel de produccion industrial es costoso en
comparacion con los materiales termoplasticos mas utilizados (Bohlmann, 2005;
van Tuil y col., 2000).
- Polimeros producidos por microorganismos tal como se encuentran en la
naturaleza o bacterias modificadas genéticamente: este grupo esta constituido por
12



los poliésteres producidos por una amplia variedad de microorganismos como
fuente de almacenamiento de carbono y energia (Suriyamongkol y col., 2007).
Entre ellos, los polimeros mas conocidos son los polihidroxialcanoatos, entre los
cuales los mas estudiados son los polihidroxibutiratos (PHB). Hay otros polimeros
producidos por microorganismos que estan siendo estudiados en la actualidad,
tales como la celulosa bacteriana, entre otros. Es de destacar que los costos de
produccion de estos polimeros son todavia altos.

- Biopolimeros naturales: esta categoria comprende los polisacéridos (derivados
de celulosa, alginato, pectina, almidén, quitosano, carragenina, agar y gomas),
ligninas y proteinas (proteina de soja, trigo, gluten de trigo, zeina de maiz,
gelatina, suero de leche, caseina y queratina, entre otros) que son de origen
vegetal o animal. Todos estos compuestos contienen enlaces hidrolizables, una
propiedad que los hace muy susceptibles a la biodegradacion por las enzimas
hidroliticas que producen los microorganismos. Esta caracteristica tiene un gran
impacto en el rendimiento y la durabilidad de estos materiales cuando se

almacenan en condiciones de alta humedad (Song y Zheng, 2014).

1.3. AImidén

El almidén es el segundo componente en orden de abundancia en la
naturaleza después de la celulosa y tiene aplicaciones en diversas industrias
(alimenticia, farmacéutica, textil y papelera). Los almidones constituyen, a su vez,
un componente mayoritario en el consumo humano, aportando entre el 75y 80 %
del consumo energético total.

El estudio y la evaluacion de las caracteristicas y propiedades funcionales
de este polisacarido son necesarios para poder sugerir posibles usos y
aplicaciones industriales del mismo. Dentro de las posibles aplicaciones del
almidon en la industria alimenticia podemos mencionar los siguientes: ligante,
estabilizante de espumas, gelificante, glaseante, humectante, texturizante y
espesante.

El almidén esta formado por dos tipos de moléculas: la amilosa, de
estructura lineal, que se encuentra generalmente en un porcentaje de entre 20 y
30 %; y la amilopectina, de estructura ramificada, cuyo porcentaje varia del 70 al
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80 %; las proporciones de amilosa y amilopectina dependen de la fuente vegetal.
Es un polisacarido de reserva energética de los vegetales y se localiza
principalmente en raices, tubérculos, frutas y semillas. En los tejidos vegetales se
presenta en entidades discretas, semicristalinas, las cuales reciben el nombre de
granulos. El tamafo, forma y estructura de los granulos difieren sustancialmente
con la fuente boténica. Su forma es variada: esféricos o con forma de discos para
los de trigo, poliédricos en arroz y maiz, con forma alargada en papa,
filamentosos en almidon de maiz de alto contenido de amilosa, etc. (Whistler y
col., 2009). A pesar de que el almidon esta compuesto fundamentalmente por
amilosa y amilopectina, los granulos también contienen trazas de otros
constituyentes como lipidos polares, nitrogeno y fésforo, en forma de fosfolipidos,
que, en muchas ocasiones, juegan un rol importante en las propiedades
funcionales del almidon (Belitz y Grosch, 1997). La relacion amilosa/amilopectina
y su organizacién fisica dentro de la estructura granular, le confieren a los
almidones propiedades fisicoquimicas y funcionales caracteristicas (Bello-Pérez,
1985). La amilosa (Figura 1.2) se compone principalmente de cadenas de restos
de a-D-glucopiranosilo unidas por enlaces a-(1—4). Aunque se admite que se
trata de un polimero lineal, existe una pequefia proporcion de ramificaciones por
enlaces a-(1—6) (Thomas y Atwell, 1999). El peso molecular varia entre 1x10° y
1x10° Da y puede contener entre 500 y 6000 unidades de glucosa. La naturaleza
lineal y de gran longitud le confiere a la amilosa algunas propiedades Unicas,
como por ejemplo su capacidad para formar complejos con yodo, alcoholes o
acidos organicos y su tendencia a asociarse consigo misma, precipitando de la
solucion. Cuando se enfria, la amilosa presenta una fuerte tendencia a la
retrogradacion, donde cristaliza formando geles de almidén, aumentando asi la

viscosidad de la solucion.
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Figura 1.2. Estructura quimica de la amilosa.

La amilopectina (Figura 1.3) estd formada por a-D-glucosa, concatenada
fundamentalmente por enlaces a-(1—4). Estd mucho mas ramificada que la
amilosa, con un 4-5 % de enlaces a-(1—6). Se encuentra en una proporcion de
70-80 % y en ciertos casos alcanza niveles de hasta 98-99 %, dependiendo de la
fuente botanica del almidon (Zobel, 1988). Su estructura y proporcion en el
almidén contribuyen notablemente a las propiedades funcionales del mismo
(Bello-Pérez y col., 2002). El peso molecular es del orden de 7 x 10"y 5,7 x 10°
Da (Whistler y col., 2009), con aproximadamente 600.000 restos de glucosa y se
encuentra ramificada al azar. Posee una alta viscosidad intrinseca debido a su
estructura ramificada y su alto peso molecular. Por calentamiento en agua,
proporciona soluciones claras y de alta viscosidad, que son cohesivas. Sus
soluciones no tienen casi tendencia a la retrogradacién, tampoco presentan
envejecimiento ni formaciéon de gel, aungue la concentracion de las mismas sea

muy elevada.
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Figura 1.3 Estructura quimica de la amilopectina.

Los granulos de almidon son anisotropicos debido a la presencia de
regiones cristalinas en una masa predominantemente amorfa, dando como
resultado el fendmeno de birrefringencia y que a la luz polarizada se evidencie
como una cruz de malta (Katz y col., 1993).

La region cristalina del almidén esta formada por cadenas de racimos de la
amilopectina mientras que la region amorfa por puntos ramificados de la
amilopectina y por la amilosa (Zobel, 1988). La region cristalina ha sido la mas
estudiada, junto con la estructura de los granulos de almidén y el arreglo de sus
componentes, ya que permiten explicar las propiedades fisicoquimicas y
funcionales, como asi también la digestibilidad de los diferentes almidones.

Para el desarrollo de peliculas biodegradables, el almidén ha recibido una
considerable atencion debido a su naturaleza totalmente biodegradable, buena
capacidad formadora de peliculas y bajo costo (Arvanitoyannis y col., 1998;
Arvanitoyannis y Biliaderis, 1999; Garcia y col., 2000; Liu, 2005; Lourdin y col.,
1997; van Soest y Essers, 1997). De acuerdo a Garcia y col. (1998) la amilosa es

la responsable de formar una estructura adecuada para las peliculas basadas en
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almidén. La estructura ramificada de la amilopectina generalmente conlleva a

peliculas con pobres propiedades mecanicas (Tharanathan, 2003).

1.3.1. Gelatinizacién

Los granulos de almiddon son insolubles en agua fria, pero se hinchan
cuando se calientan en un medio acuoso. Inicialmente el hinchamiento es
reversible y las propiedades oOpticas del granulo no se pierden; sin embargo
cuando se alcanza una cierta temperatura, el hinchamiento llega a ser irreversible
afectando la estructura del granulo (Fanelli, 2009). Este proceso es conocido
como gelatinizacion y ocurre en un intervalo de temperatura, ya que los granulos
presentan diferente resistencia debido a su composicion y grado de cristalinidad.
La gelatinizacion es un proceso endotérmico que va acompafiada de la lixiviacion
de la amilosa y pérdida de la birrefringencia del granulo. Al final de este fenébmeno
se genera una pasta en la que existen cadenas de amilosa de bajo peso
molecular altamente hidratadas que rodean a los restos de los granulos, también
hidratados (Figura 1.4).

g éstey e

ura superficia

Continta ingresando
agua.

alcanza el pico méaximo gréanulo, quedando
de viscosidad. granulos dafiados..

Figura 1.4. Evolucién de los granulos de almidén de maiz a lo largo del proceso
de gelatinizacion.
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La intensidad de gelatinizaciébn depende de la fuente botanica de la que
proviene el almidon, del contenido de humedad de la muestra y de ciertas
condiciones experimentales tales como pH, presencia de sodlidos, etc. (Huang y
Rooney, 2001).

1.4. Plastificantes

Los plastificantes son una clase importante de compuestos, en general de
bajo peso molecular, que se utilizan ampliamente como aditivos en industrias de
polimeros (Sejidov y col., 2005). El Consejo de la IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) define un plastificante como “una sustancia o
material incorporado en otro material (por lo general un plastico o elastdmero)
para aumentar su flexibilidad”. Estas sustancias reducen la tensién de
deformacion, la dureza, la densidad y la viscosidad de un polimero, y al mismo
tiempo aumentan la flexibilidad de la cadena del mismo, la resistencia a la fractura
y la constante dieléctrica (Rosen, 1982). Otras propiedades fisicas también se ven
afectadas, tales como el grado de cristalinidad, la claridad 6ptica, la conductividad
eléctrica, el comportamiento frente al fuego y la resistencia a la degradacion
bioldgica (Biatecka-Florjan y Florjan, 2007).

Generalmente estos compuestos presentan pesos moleculares entre 300 y
600 Da, con cadenas de carbono lineales o ciclicas (14-40 carbonos) (Greener y
Fennema, 1993). El bajo peso molecular de un plastificante permite que este
ocupe los espacios intermoleculares entre las cadenas de polimero, cambiando
su organizacion molecular tridimensional, reduciendo la energia necesaria para el
movimiento molecular y la formacién de enlaces de hidrégeno entre las cadenas
del polimero. Como consecuencia, se genera un aumento en el volumen libre vy,
por lo tanto, en la movilidad molecular (Wypych, 2004). Por lo tanto, el grado de
plasticidad de los polimeros depende en gran medida de la estructura quimica del
plastificante, incluyendo su composicién quimica, peso molecular y grupos
funcionales presentes (Moreno, 1992). En funcién de estas propiedades, un
cambio en el tipo de plastificante afectara las propiedades de flexibilidad finales
del producto (Cao y col., 2009).
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Existen plastificantes internos, que son aquellos que se copolimerizan o se
hacen reaccionar con el polimero; y plastificantes externos, que son sustancias de
bajo peso molecular y que no se encuentran anclados. Por este motivo, los
plastificantes externos pueden perderse por evaporacion, migracion o extraccion.
Las mas utilizadas dentro de estas sustancias son el glicerol, el sorbitol, el xilitol y
los aceites naturales (Gurgel Adeodato Vieira y col., 2011).

En particular, las peliculas de almiddn tienden a ser fragiles y quebradizas.
Usualmente es necesario agregar plastificantes para mejorar las propiedades
mecanicas del material final. Varios plastificantes externos, por lo general polioles,
se han utilizado ampliamente para la formulacion de peliculas comestibles, siendo
el glicerol uno de los mas estudiados (Araujo-Farroa y col.,, 2010). Es un
plastificante hidréfilo, y cuando se afiade en la proporcidén correcta puede reducir
las fuerzas intermoleculares y aumentar la movilidad de las cadenas del polimero
(Ghasemlou y col., 2011). Algunos autores que estudiaron el uso de glicerol como
plastificante del almidén, encontraron que a mayor intensidad de los enlaces de
hidrogeno entre el almidén y el plastificante, también se puede observar que se
dificulta la recristalizacion del almidon durante el almacenamiento (Spychaj y col.,
2007).

Sin embargo, en el caso particular del glicerol, la plastificacion es
temporaria y puede migrar hacia el alimento y perderse; es por esto que hoy en
dia se continda en la basqueda de alternativas para plastificar materiales como el
almidén, mezclandolo con otros polimeros sintéticos (Briassoulis, 2004;
Santayanon y Wootthikanokkhan, 2003).

1.4.1. Alcohol polivinilico (PVA)
El alcohol polivinilico (PVOH, PVA, o PVal), también llamado polietenol o

poli (alcohol vinilico), es un polimero sintético soluble en agua, de férmula quimica
general (C,H40),, que se obtiene por hidrélisis del poliacetato de vinilo como

muestra la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Obtencion de alcohol polivinilico a partir de poli (vinil acetato).

El alcohol polivinilico tiene excelentes propiedades para formar peliculas,
como emulsionante y como adhesivo. También es resistente al aceite, grasas y
disolventes. Es inodoro y no toxico, tiene alta resistencia y flexibilidad, asi como
alta propiedades de barrera para el oxigeno y los aromas, aunque estas
propiedades dependen de la humedad (Saxena, 2004). El agua, que actla como
un plastificante, reducird su resistencia a la traccibn pero aumentara su
elongaciéon y resistencia al desgarro. EI PVA es totalmente degradable y se
disuelve rapidamente. De todas maneras, sus propiedades son influenciadas por
el grado de hidrdlisis y el peso molecular; a mayor grado de hidrélisis presenta
mayor resistencia al agua (Peppas y Merrill, 1977). EI PVA tiene un punto de
fusién de 230 °C y un rango de 180-190 °C para los grados totalmente hidrolizado
y parcialmente hidrolizado, respectivamente. Se descompone rapidamente por
encima de 200°C. EI PVA no funde como un termoplastico, sino que se
descompone por pérdida de agua de dos grupos hidroxilos adyacentes a
temperaturas superiores a 150 °C. Los enlaces dobles permanecen en la cadena
y, a medida que se forman mas en posiciones conjugadas, tiene lugar una
coloracién importante (Barrera y col., 2007). EL PVA ha sido reconocido como
uno de los pocos polimeros sintéticos que pueden biodegradarse en condiciones

aerdbicas o anaerdébicas.
1.4.2. Poliuretano

Existen polimeros de alto peso molecular que también pueden actuar como

plastificantes (Dong y col., 2013; Kaseem y col., 2012; Ran y col., 2003) y debido
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a la baja movilidad que éstos presentan, el proceso de migracion se ve reducido
(Pedersen y col., 2008).

El Cddigo Alimentario Argentino (CAA), acepta la utilizacion de poliuretanos
como materiales para entrar en contacto con alimentos, fijando un valor limite de
composicién (LC) de 1 ppm de isocianato libre y estableciendo los monémeros
permitidos para la fabricacién de estos materiales poliméricos.

Los diisocianatos que estan aprobados para su uso en envases y utensilios
para entrar en contacto con alimentos son los siguientes:

e 1l-isocianato-3-isocianatometil-3,5,5-trimetilciclohexano  (diisocianato de
isoforona, IPDI)

e 4 4’-di-isocianato de diciclohexilmetano (H12,MDI)

e 4 4'-di-isocianato de 3,3'-dimetil difenilo (TODI)

e 4 4’-di-isocianato de éter difenilico

e 2 4’-di-isocianato de difenilmetano (MDI)

e 4 4’-di-isocianato de difenilmetano (MDI)

e di-isocianato de hexametileno (HDI)

e 1 5-di-isocianato de naftaleno (NDI)

e 2.4-di-isocianato de toluileno (p-TDI)

e 2.6-di-isocianato de toluileno (m-TDI)

e 2 4-di-isocianato de toluileno, dimerizado

Dentro de los diisocianatos alifaticos, el IPDI y H1,MDI son los mas adecuados
para su utilizacién como peliculas o recubrimientos debido a la gran transparencia
y buenas propiedades mecanicas que presentan los mismos. En la Figura 1.6 se
puede observar la estructura del Hi,MDI, isocianato seleccionado para este
trabajo.
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Figura 1.6. Estructura quimica del H12,MDI.

Las dispersiones acuosas de poliuretano, cuya tecnologia continla en
amplio desarrollo, se estan volviendo cada vez mas importantes desde su entrada
al mercado internacional hace unos 35 afios. Como muchos otros materiales
poliméricos, los poliuretanos convencionales no son compatibles con el agua, por
tal raz6n son necesarias algunas modificaciones en el proceso de produccion de
modo de hacer posible la generacion de una dispersion acuosa. Ademas de un
menor costo, las dispersiones acuosas de poliuretano, a diferencia de las
formulaciones poliuretanicas tradicionales, son no-téxicas, no-inflamables y no-
contaminantes. Durante el proceso de secado solamente se evapora agua,
contrario a lo que sucede con las formulaciones poliuretanicas diluidas en
solventes organicos, en la cual los vapores liberados durante su aplicacion son
toxicos, contaminantes e inflamables. Afios atras, el paso a grandes dimensiones
de produccién de poliuretano presentaba muchos inconvenientes, principalmente
por la alta reactividad de los grupos isocianatos con varias impurezas, entre ellas
el agua. Estas dificultades, sin embargo, se han superado en gran medida y el
proceso puede ser controlado (Meincken y col., 2006). Dentro de las ventajas de
estos materiales se incluyen una baja tasa de transmision al vapor de agua, un
buen control del tamafio de las particulas, excelentes propiedades de formacion
de pelicula, estabilidad térmica, quimica y a la abrasion. Ademas, no son toxicos y

son “amigables” con el medio ambiente. Al poder ser sintetizados “a medida” para
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satisfacer demandas especificas, resulta un material muy interesante para el uso
en la industria del envase en general y de alimentos en particular. A pesar de las
excelentes propiedades de los poliuretanos dispersados en agua, no se han
encontrado en el mercado envases con poliuretano en forma de pelicula, ya sea
como unica pelicula o formando parte de un multilaminado. Seguramente esto es
debido a su alto costo, especialmente del componente isocianato, y por este
motivo las ultimas tendencias llevan a combinar poliuretano con materiales de bajo
costo.

En cuanto al poliol que se emplea para la sintesis de dispersiones acuosas
de poliuretano, se utilizan principalmente dioles del tipo poliéster o poliéter,
aunque también pueden utilizarse otros polimeros hidroxilados tales como
politioéteres, poliaminoésteres, poliacetales, policarbonatos, polisiloxanos,
poliolefinas y polibutadieno di-hidroxilado.

Los poliuretanos a base de poliésteres presentan, en general, mayor
resistencia a la abrasion, al calor y a los agentes quimicos, aungque son mas
susceptibles a la degradacién microbiologica. Los poliuretanos a base de
poliéteres presentan menor costo, mayor flexibilidad a baja temperatura, mayor
resiliencia, alta resistencia a la hidrélisis y mayor biocompatibilidad. Uno de los
poliéteres mas ampliamente utilizados en la sintesis de poliuretanos acuosos es el
poli(propilenglicol) (PPG), el cual esta presente en las listas positivas del CAA 'y es

del tipo que se selecciond para la realizacion de este trabajo.

1.4.2.1. Quimica de los poliuretanos

Los poliuretanos son sintetizados convencionalmente mediante una
reaccion de poliadicion en etapas a partir de poliisocianatos y polioles. Estos
compuestos deben tener una funcionalidad mayor o igual a dos y pueden ser
moléculas discretas o polimeros. La union de los mismos da lugar al llamado
enlace uretano. La Figura 1.7 muestra una reaccion general de obtencién de un

poliuretano lineal a partir de un diol y de un diisocianato.
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Figura 1.7. Representacion esquematica de la sintesis de un poliuretano.

Para tener un mejor control del sistema, generalmente se agrega un
pequefio exceso de uno de los mondmeros a fin de obtener un pre-polimero con
cadenas mas cortas, con grupos terminales —NCO u -OH reactivos. Luego, el peso
molecular de las cadenas es aumentado a través de la union sucesiva de estas,
llevado a cabo por un agente denominado extensor de cadena. Este compuesto
suele ser una molécula pequefia di o trifuncional. Si se utiliza un compuesto
hidroxilado (-OH), se obtendr&a un poliuretano propiamente dicho, mientras que si
se utiliza una amina (-NH), el producto final sera un poli(uretano-urea) (Figura

1.8).
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~~ A NH—C—N1—R—NH—C—0—R—0—C—NH-R —NH=C—NH—NH—C—HNT—R'—NH—C—0—R—0—C—NHTR =NH—C~~"~

poli(uretano-urea)
Figura 1.8. Representacion esquematica de la sintesis de un poliuretano y de un

poli(uretano-urea).

Algunos de los extensores pertenecientes a esta familia son hidrazina y una
gran variedad de aminas que pueden ser alifaticas como etilendiamina,
propilendiamina, butilendiamina, dietilentriamina y trietilentetramina; o
cicloalifaticas como la ciclohexilendiamina, la isoforona diamina y la piperazina; y
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aromaticas como fenilendiamina, toluendiamina y tetrametilxilendiamina. En el
caso particular de este trabajo se selecciond la etilendiamina (EDA) como

extensor de cadena.

1.5. Productos lacteos - Quesos

La produccion del queso requiere de conocimientos técnicos especificos
para controlar el crecimiento de los mohos, levaduras y bacterias que se inoculan
en la leche y que poseen un papel importante en la obtencion del sabor deseado,
el aroma, la textura, el color, el aspecto y los elementos nutritivos del queso
(Beresford y col., 2001; Irlinger y Mounier, 2009). Ademas de contener los
microorganismos inoculados en la leche necesarios para su elaboracion, la
superficie de los quesos puede ser colonizada por otros microorganismos
indeseables provenientes de una deficiente aplicacion de buenas practicas de
manufactura durante el proceso, la maduracion y el post-proceso. El crecimiento y
las reacciones de oxidacién microbiana que se producen en la superficie de los
alimentos son dos de las principales causas de deterioro y pérdida de productos
frescos y alimentos sélidos procesados (Var y col., 2006; Yangilar y Yildiz, 2016).
Los microorganismos oportunistas no controlados generan mal sabor, mal olor,
decoloracién y en algunas ocasiones pueden producir compuestos secundarios
toxicos. Esto es inaceptable para la mayor parte de los consumidores y riesgoso,
lo cual provoca un impacto negativo en la aceptacion del producto (Lund y col.,
2003). La presencia de estos microorganismos contaminantes en la superficie de
quesos depende de los requerimientos especificos de cada uno, de las
caracteristicas del queso como pH, actividad acuosa (aw) y humedad y de la
temperatura de almacenamiento (Welthagen y Viljoen, 1998).

En bibliografia se encuentran estudios de recubrimientos con propiedades
antifangicas o antimicrobianas por incorporacion de agentes como lisozima,
natamicina, nisina, EDTA, etc. Sin embargo la incorporacion de antimicrobianos
por spray o inmersion sin una matriz que retarde y controle la cantidad del agente
activo podria perjudicar o modificar los proceso deseables durante la maduracion
del queso (Fajardo, 2003). De alli los beneficios de incorporar estos componentes
en matrices poliméricas que permitan una dosificacion y liberacién controlada
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(Hanu$ova y col., 2010). Ademas, las matrices ayudan al actuar como barreras
semipermeables a la humedad, al CO, y al O,, permitiendo la reduccion de peso y
modificando la velocidad de respiracion del queso (Del Nobile y col., 2009;
Sinigaglia y col., 2008). La posibilidad de controlar la formulacion amplia las
aplicaciones potenciales de los materiales naturales.

Otro fenbmeno que se puede presentar durante la maduracion de los
quesos es la lipdlisis, a través de la cual se generan rancidez y mal sabor en el
queso, debido a la rotura de los triglicéridos por el efecto de la enzima lipasa
sobre acidos grasos y glicerina. Por otro lado, las enzimas proteoliticas, las cuales
no son facilmente afectadas por el calor, afectan a las proteinas y también pueden

producir sabor no deseado y olor en el producto (Var y col., 2006).

1.5.1. Aspectos microbiolégicos de la sequridad alimentaria

La Academia Americana de Microbiologia (American Academy of
Microbiology: AAM), describid alimentos seguros como: “Todos aquellos alimentos
que, si se manejan adecuadamente en todas las etapas de produccién, de
procesamiento y de distribucion, es poco probable que causen una enfermedad o
lesion” (AAM, 1999). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS; World Health
Organization: WHO) y la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (Food
and Agriculture Organization: FAO) definen alimento seguro como “aquel alimento
que es libre de todos aquellos peligros, ya sean crénicos o agudos, que puedan
hacer que los alimentos perjudiquen la salud del consumidor” (FAO, 2003). Hoy
en dia la seguridad alimentaria es una de las 11 prioridades de la OMS y sus
miembros adoptaron una resolucion enérgica que reconoce la seguridad
alimentaria como un tépico esencial para la salud publica (WHO, 2001).

En el escenario de la seguridad alimentaria, el objetivo primario es
garantizar la seguridad microbioldgica. Los microorganismos han reemplazado a
las adulteraciones quimicas como el principal agente reconocido de intoxicacion
alimentaria en los ultimos dos siglos. La situacion se agrava debido a la gran
cantidad de cambios a nivel internacional. Estos cambios incluyen el crecimiento
exponencial de la poblacion, la urbanizacion y los cambios en el estilo de vida, el
consumo de alimentos minimamente procesados listos para el consumo, el
comercio internacional, el turismo internacional, y la escasez de agua potable en
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algunos sectores del planeta. Los alimentos son un buen sustrato para el
desarrollo y contaminacion microbiana, los cuales son reconocidos por los
cambios indeseables y el deterioro presentado. Un aspecto mas serio de la
contaminacion microbiana es la posibilidad de riesgos graves para la salud
humana debido a la presencia de posibles microorganismos patégenos y/o sus
metabolitos toxicos los cuales llevan a brotes de intoxicacion alimentaria. Los
agentes patdgenos reconocidos y transmitidos por los alimentos incluyen

parasitos multicelulares, protozoos, hongos, bacterias, y virus (Varadaraj, 2010).

1.5.2. Micotoxinas

Como se expreso anteriormente, los mohos pueden inducir un deterioro en
el queso a través de lipasas y proteinasas, pero también se debe considerar que
son una amenaza para la seguridad debido a su capacidad de producir
micotoxinas (Lund y col.,, 1995). La contaminacidbn por micotoxinas es mas
relevante aun si tenemos en cuenta que algunos mohos pueden producir toxinas
a temperaturas entre -2 y 10 °C (Kivang, 1990).

Se conocen como “micotoxinas” a las sustancias producidas por algunos
hongos que son téxicos tanto para el hombre como para los animales (FAO,
2003). Son metabolitos secundarios, por lo tanto, no son esenciales para el
desarrollo del crecimiento del hongo, y generalmente poseen bajo peso molecular.
Las micotoxinas se encuentran en diversos alimentos y piensos y se han
relacionado con diversas enfermedades de animales y personas (Mayer, 1953;
Coker, 1997). La exposicion a micotoxinas puede producir toxicidad tanto aguda
como croénica, con resultados que van desde la muerte a efectos nocivos en el
sistema nervioso central, cardiovascular y respiratorio y en el aparato digestivo.
Las micotoxinas pueden también ser agentes cancerigenos, mutagenos,
teratdgenos e inmunodepresores. Actualmente esta muy extendida la opinion de
gue el efecto mas importante de las micotoxinas, particularmente en los paises en
desarrollo, es la capacidad de algunas micotoxinas de obstaculizar la respuesta
inmunitaria y, por consiguiente, de reducir la resistencia a enfermedades
infecciosas.

Como se expuso anteriormente, los mohos y las levaduras sobre la cascara
del queso pueden presentarse como una gran amenaza para todas las variedades
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de queso, pero sobre todo para quesos duros y semi-duros que son los que
necesitan largos periodos de maduracion. Las especies fangicas no siempre
pueden ser clasificadas como “tecnoldgicas” o “contaminantes”, dado que una
misma especia puede ser utilizada para maduracion y ser indeseable en otros
casos (por ejemplo, P. roqueforti es la principal cepa para la maduracion de queso
azul, mientras que para otros quesos es contaminante) (Hymery y col., 2014).

A lo largo del periodo de maduracion, la superficie de los quesos semi-
duros o duros esta cubierta por hongos, que forman una “alfombra” de textura
acolchada. En general, la flora de hongos que se forma de manera espontanea es
de naturaleza toxica y se ha informado de que este tipo de hongos es peligroso
para la salud (Bullerman, 1981; Leistner y Pitt, 1977). Dependiendo del tipo y sus
caracteristicas, las toxinas pueden encontrarse en la superficie, o también pueden
penetrar en el interior. Por esta razon, la eliminacion de la corteza no es eficaz, ya
sea controlando su crecimiento mediante la limpieza de la superficie, o por el
embalaje de queso en pelicula o recubrimiento con cera de parafina.

Las micotoxinas mas peligrosas que pueden encontrarse en quesos son la
Ocratoxina A y la Aflatoxina M1 (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Estructura quimica de (a) Aflatoxina M1 y (b) Ocratoxina A

Ambas micotoxinas son producidas por especies de hongos indeseables ya
sea por contaminacion directa del queso o bien por contaminacion indirecta de la
leche que se utiliza para producir el queso a través de la contaminacién en el
pienso que comieron las vacas. Dentro de los posibles hongos contaminantes, el

mas probleméatico es Penicillium spp ya que se encuentra particularmente
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adaptado para crecer sobre o dentro del queso. En la Figura 1.10 se muestra la
superficie de un queso cubierto por mohos en una industria quesera durante la

maduracion.

b i b 3|
Figura 1.10. Queso semi-duro en la sala de maduracion de una queseria de la

provincia de Buenos Aires, con crecimiento de mohos superficiales.

Por lo tanto, es esencial evitar y prevenir el crecimiento de
microorganismos no deseados en las camaras de maduracion (Robinson, 1990;
Scott, 1981). Se han hecho variados intentos para controlar el crecimiento de
mohos en la superficie de quesos por impregnacion del envoltorio o materiales
con quimicos fungicidas o fungistaticos (Hymery y col., 2014; Robinson, 1990;
Sengun y col., 2008). Pero, por otro lado, debe considerarse que el tratamiento de
los quesos durante la maduracion para evitar o controlar el crecimiento fungico en

la superficie tiene un costo y volumen de trabajo elevado.

1.6. Aditivos

1.6.1. Aditivos antioxidantes

Una sustancia puede actuar como antioxidante en una variedad de
formas, por ejemplo, por unidbn competitiva con el oxigeno, por retardo de la
etapa de iniciacion, por blogueo de la propagacion, destruyendo o uniendo
radicales libres, por inhibicion de los catalizadores, por estabilizacion de los
hidroperoxidos, etc. Los compuestos antioxidantes pueden ser clasificados
como primarios o secundarios, segun la funcién que cumplan. Dentro del primer
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grupo se encuentran los fenoles impedidos, los cuales actian como secuestrantes
de oxigeno, dadores de hidrégeno o interrumpiendo las reacciones de
propagacion (Dopico-Garcia y col., 2003).

Uno de los principales grupos de sustancias antioxidantes son los
compuestos fendlicos naturales o sintéticos. Varios fenoles naturales (derivados
del catecol, taninos, gosipol, &cido galico) y los tocoferoles son poderosos
antioxidantes. Los antioxidantes fendlicos sintéticos aprobados para su empleo en
alimentos incluyen al butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato
de propilo (PG) y terbutil hidroxiquinona (TBHQ).

1.6.1.1. Butil Hidroxitolueno (BHT)
El 2,6-Di-ter-butil-p-cresol (butil hidroxitolueno o BHT), Figura 1.11 puede

ser producido por dibutilacion de p-cresol o la butilacion en dos etapas de una
mezcla de m-/p-cresol, incluyendo la separacién por destilacion fraccionada del
BHT y el 4,6-Di-ter-butil-m-cresol. Por recristalizacion se obtiene la pureza
deseada, hasta el grado alimenticio (99,8 %).

El BHT es utilizado como antioxidante en muchas aplicaciones y en una
gran variedad de industrias. Es un aditivo comin en los combustibles
provenientes del petréleo, en lubricantes, ceras, gomas naturales y sintéticas,
pinturas, plasticos y elastomeros; a los cuales los protege de la oxidacion durante

la elaboracién y el almacenamiento prolongado.

OH

Figura 1.11. Estructura quimica del BHT

El BHT ha sido reconocido como aditivo alimenticio inocuo en la mayoria
de los paises. Se lo emplea en concentraciones de hasta 200 ppm sobre base de

grasa, solo o en mezclas con BHA y TBHQ, aunque las regulaciones actuales
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intentan disminuir su uso en la mayor medida posible y su reemplazo progresivo

por sustancias naturales equivalentes.

1.6.1.2. a-Tocoferol

El a-tocoferol es el compuesto mayoritario presente en la Vitamina E y, en
algunos casos, los dos términos son utilizados como sinénimos. Estd presente
principalmente en una gran variedad de productos vegetales, pero también se lo
encuentra en productos de origen animal. Presenta en su estructura (Figura 1.12)
un anillo cromano (trimetilhidroquinona) y una cola que contiene cuatro unidades
de isopreno, llamado grupo fitilo.

Como se mencion6 anteriormente, la utilizacibn de este compuesto en
reemplazo de algunos antioxidantes sintéticos, se esta volviendo una practica
cada vez mas comun, tanto en la industria alimenticia como en la de envases,
debido a la excelente performance del a-tocoferol durante el procesado de

materiales plasticos.

OH

Figura 1.12. Estructura quimica del a-tocoferol

A primera vista hay cuatro diferencias principales entre el a-tocoferol y el
BHT que le confieren propiedades diferentes, tanto en sus propiedades fisico-
guimicas como respecto a su accion antioxidante (Breese y col., 2000):
* El a-tocoferol tiene una larga cola alifatica, mientras que el BHT tiene solo un
grupo metilo en posicion para respecto del -OH.
* El a-tocoferol tiene grupos metilenos (en lugar de grupos t-butilo en el BHT) que
rodean el grupo -OH

* El a-tocoferol tiene un oxigeno en posicion para respecto del —OH
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* El a-tocoferol esta sustituido en las posiciones 3-y 5-.

1.6.2. Aditivos antifingicos

La microestructura de los alimentos es un elemento clave para la eleccién
de la forma de aplicacién de un antimicrobiano. Corbo y col. (2009) proponen tres
preguntas clave en relacion a este tema:

e el alimento, ¢es liquido o soélido estructurado?
e en caso que el alimento fuera estructurado, ¢le gustaria que el
antimicrobiano inhiba patégenos y/o destruya la microflora interna

(aplicacion interna) o en la superficie (aplicacién externa)?

e ¢el antimicrobiano migra hacia el interior del alimento o no?

Las respuestas a estas preguntas son claves para elegir una aplicacion
externa o interna del antimicrobiano. La aplicacion externa se utiliza para inhibir la
microflora en la superficie o en el interior del producto, si el antimicrobiano tiene la
capacidad de migrar.

Si el agente antimicrobiano no migra y se desea inhibir el crecimiento de
microorganismos en el interior del alimento, puede aplicarse durante la
elaboracién del alimento como un “ingrediente” adicional. Sin embargo, para la
proteccion de la superficie de los alimentos existen distintas formas de aplicacion
externa, tales como inmersioén del producto en una solucién del antimicrobiano o
aplicacion directa del mismo sobre el alimento (Corbo y col., 2008; Del Nobile y
col., 2009). Una alternativa mas novedosa es la incorporacion de los
antimicrobianos en los envoltorios de los alimentos. Esta tecnologia tiene la
ventaja de poder liberar estos compuestos en forma controlada hacia el seno del
alimento, protegiendo a los antimicrobianos de su interaccion con componentes

del mismo.

1.6.2.1. Sorbato de potasio

El sorbato de potasio es uno de los conservantes de alimentos de uso mas
extendido. Se lo utiliza en productos lacteos, céarnicos, pescado y productos de
panaderia entre otros, como inhibidor de levaduras, hongos y bacterias. Es eficaz

en la mayoria de los alimentos en un intervalo de concentraciones de 0,05-0,3 %
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en peso. Aunque su actividad es mayor a bajos valores de pH, el sorbato de
potasio es efectivo a valores de pH tan altos como 6.5.

La estructura quimica del Sorbato de K puede verse en la Figura 1.13. Es
una cadena recta que presenta dos insaturaciones conjugadas en los carbonos 2

y 4.

Figura 1.13. Estructura quimica del sorbato de potasio.

El sorbato de potasio es especialmente eficaz frente a hongos y levaduras,
y también se ha demostrado su actividad frente a Clostridium botulinum,

Staphilococcus aureus y Salmonella spp.

1.6.2.2. Natamicina

La natamicina (también denominada pimaricina) es un miembro de la
familia de los polienos, con una gran variedad de aplicaciones. Es producida por
Streptomyces natalensis y se utiliza para el tratamiento tépico de las infecciones
por hongos, y también en la industria alimentaria para evitar la contaminacion de
los productos con levaduras y mohos (Te Welscher y col., 2010). Se aplica para
prevenir la contaminacion de distintos alimentos, particularmente en quesos (Gallo
y Jagus, 2006; El-Diasty y col., 2008). Es codificada como aditivo alimentario con
el numero 235.

En la Figura 1.14 se observa la estructura molecular de la natamicina, la
cual esta caracterizada por la presencia de un largo anillo macrolido conteniendo
cuatro dobles enlaces conjugados y un residuo de azlcar, tiene un peso

molecular de 665,7 Da. Su férmula molecular es C3z3Hs7NO;3 (Capitan Vallvey,
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2000). Presenta una ingesta diaria admitida (IDA) de 0-0,3 mg/kg de peso
corporal/dia (Hammond y Lambert, 1978).
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Figura 1.14. Estructura quimica de la natamicina

La natamicina actia uniéndose a esteroles de membrana, principalmente
ergosterol, pero sin permeabilizar la membrana plasmética. Inhibe la fusion
vacuolar a través de una interaccion especifica con el ergosterol. Por esta razén
es activa frente a los hongos y levaduras, pero no contra bacterias, virus o
protozoos (Te Welscher y col., 2008; Te Welscher y col., 2010). Es sabido que los
esteroles tienen funcion estructural en la membrana de hongos y levaduras, y se
piensa que residen en dominios especificos estando involucrados en procesos de
endocitosis, exocitosis, fusion vacuolar (Wachtler y Balasubramanian, 2006),
sefalizacion de feromonas (Jin y col., 2008), compartimentalizacion de
membranas (Klose y col., 2010), y el apropiado funcionamiento de las proteinas
de membrana (Zhang y col., 2010). De acuerdo con Athar y Winner (1971), la
modificacion estructural y/o la disminucion de la expresion del ergosterol
disminuye sustancialmente la actividad fangica de la natamicina in vivo. Te
Welscher y col. (2010) observaron que, a través de la interaccion especifica con el
ergosterol, la natamicina es capaz de interferir en la primeras instancias de fusion
vacuolar. Durante esta fase se genera un reordenamiento de los diferentes
complejos proteicos de las membranas. Por lo tanto, esto sugiere que el modo de
accion de la natamicina es perturbar los reordenamientos de proteinas como

resultado de su union al ergosterol.
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En la Tabla 1.1 se presenta la respuesta a la hatamicina de distintos mohos

y levaduras testeada in vitro.

El aumento de las infecciones fungicas invasivas, especialmente en

personas cuyos sistemas inmunoldgicos estan comprometidos, es una creciente

amenaza para la salud humana. So6lo unos pocos agentes antifingicos

demostraron ser eficaces, incluyendo polienos, fluorocitos, y derivados de los

azoles, pero se ha observado un aumento en la resistencia a los antimicrobianos

(Ghannoum y Rice, 1999). Sin embargo, la resistencia a los antibioticos poliénicos

sigue siendo un fendbmeno poco frecuente, lo que hace que estos compuestos

sean particularmente Gtiles como agentes antifingicos en alimentos (Te Welscher

y col., 2010).

Tabla 1.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de la natamicina frente a

distintos hongos. Adaptado de De Boer y Stolk-Horsthuis (1977).

CMI (ug/ml) Hongos Levaduras

Byssochlamys fulva Candida spp.
Penicillium spp. Dekkera spp.
Aspergillus spp. Saccharomyces spp.

0,1-1,25 Cladosporium cladosporioides | Hansenula polymorpha
Gloeosporium album
Sclerotinia fructicola
Botritis spp.
Fusarium solari
Absidia spp. Zygosaccharomyces spp.

4,0-8,0 Alternaria spp. Saccharomyes spp.
Aspergillus spp. Torulaspora rosei
Penicillium spp.

10 Fusarium spp.

1.6.2.2.1. Aplicacion de natamicina en alimentos

La natamicina ha sido aprobada como aditivo alimentario en mas de 40

paises y es considerada como un producto GRAS por la FDA (Koontz y col.,
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2003). A su vez es reconocida como conservante natural por la Union Europea
(CEE N°235).

En nuestro pais, el CAA establece que la natamicina puede ser empleada
para el tratamiento de cascara de quesos de pasta dura o semi-dura o de sus
cubiertas protectoras y de las envolturas de embutidos secos que deban sufrir un
proceso de maduracion. La concentracion residual en la superficie de las
cascaras o envolturas no debera ser mayor de 1 mg/dm? de superficie de queso o
embutido, no debiendo detectarse la presencia del antimicético en el interior del
producto a una profundidad mayor de 2 mm. La natamicina podra ademas ser
empleada en los alimentos que especificamente permita su uso como sustancia
antimicética la Autoridad Sanitaria Nacional (CAA, 2014a; CAA, 2014b). El Codex
Alimentario permite concentraciones maximas de natamicina diferentes al Codigo
Alimentario Argentino; las mismas y los alimentos que pueden ser tratados con
este antimicrobiano se muestran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Aplicaciones de natamicina a distintos alimentos: concentracion

maxima permitida por el Codex Alimentario, adaptado de WHO (2007).

Tipo de alimento Concentracién maxima de

natamicina permitida (mg/Kg)

Analogos de quesos, quesos 40
procesados, madurados o sin

madurar, suero de queso

Carne triturada, curada y secada 20

Carne entera o cortada en pedazos | 6
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue preparar, caracterizar y

emplear matrices poliméricas activas que permitan preservar y extender la vida

atil de quesos y derivados, aportando funcionalidades especificas.

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

v' Desarrollar peliculas a base de almidén de maiz con un contenido minimo de

70 % pl/p. Para lograr ese objetivo se empled un poliuretano de muy baja
temperatura de transicion vitrea, capaz de una plastificacion efectiva con el
menor agregado posible. Se parti6 de una mezcla conteniendo 30 % p/p de
alcohol polivinilico, para luego reemplazarlo parcialmente por el poliuretano,
manteniendo el contenido de 70 % p/p de almidon.

Incorporar aditivos a los sistemas ternarios utilizando compuestos de uso
comun en alimentos, y evaluando en primera instancia la factibilidad de
incorporacion. Este objetivo del trabajo contempld que las peliculas obtenidas
estén de acuerdo con la legislacion vigente, particularmente con lo expresado

a nivel nacional en el Cédigo Alimentario Argentino.

Analizar en forma exhaustiva la microestructura de los productos obtenidos
(con y sin aditivos) y su relacion con las propiedades macroscopicas,
caracterizandolos mediante diferentes técnicas como FT-IR, UV-visible,
microscopia electronica (SEM), DSC; y su funcionalidad por medidas de
permeabilidad y comportamiento mecanico. En particular se evaluo el efecto

de la incorporacion de los aditivos en sus propiedades.

Evaluar en el laboratorio la efectividad de las peliculas activas antimicrobianas

frente a cepas de interés.

Determinar la efectividad de los recubrimientos funcionales sobre un alimento

de alto contenido graso (queso semiduro).
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3. PELICULAS COMPUESTAS. OBTENCION Y
CARACTERIZACION DE PELICULAS BASE Y ADITIVADAS

3.1. Introduccion

La obtencidn y caracterizacion de peliculas a base de almidones nativos de
diversas fuentes biolégicas ha sido ampliamente estudiada por diversos autores
(Bertuzzi y col., 2007; Fama y col., 2005; Fama y col., 2006; Fama y col., 2007,
Flores y col., 2010; Garciay col., 1998; Garcia y col., 1999; Garcia y col., 2000;
Karam y col., 2005; Karam y col., 2006; Lopez y col., 2008; Lopez y col., 2010;
Lépez y col., 2011; Mali y col., 2002; Mali y col., 2004; Mali y col., 2005; Ollé Resa
y col., 2013; Romero-Bastida y col., 2005; Shogren y col., 1993; ; Zhang y Han,
2006; Zhou y col., 2009). La naturaleza hidrofilica del almidén es la principal
desventaja que limita el desarrollo de estos materiales; ya que muchas de sus
propiedades dependen de la humedad ambiente (Shogren y col., 1993).

La combinacion de almidén y alcohol polivinilico (PVA) es una de las
mezclas biodegradables mas comunes (Jayasekara y col., 2004; Khan y col.,
2006). A pesar de sus propiedades ventajosas, la plastificacion empleando PVA
como Uunico plastificante presenta el inconveniente de que se requiere la
incorporacion de cantidades importantes, que supera en algunos casos el 50 %
p/p, con lo cual se han evaluado combinaciones de estos dos polimeros con un
tercer polimero plastificante. En particular Sreekumar y col. (2012) estudiaron la
plastificacion de mezclas de almidon y alcohol polivinilico con glicerol, y
encontraron que la cristalinidad de la mezcla disminuia, la temperatura de
degradacion era mayor, y que las propiedades mecanicas mejoraban. Mas
recientemente, Yu y col. (2015) encontraron que la compatibilidad entre el almidon
y el PVA mejora cuando el almidén es tratado a 55 °C, modificando la fuerza de
los enlaces.

Algunos investigadores han experimentado la plastificacion de almidén con
poliuretano: Wu y Zhang (2001) prepararon peliculas por termocompresion
mezclando almidon termoplastico con un poliuretano de tipo poliéster de base
acuosa a partir de 2,4-tolueno diisocianato (TDI), y observaron que las

propiedades mecéanicas y la resistencia al agua se veian significativamente
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incrementadas cuando se utilizaba poliuretano entre 5y 30 %. Lu y col. (2005)
propusieron el uso de un poliuretano basado en diisocianato de isoforona para
modificar un almidén plastificado con glicerol, y hallaron que cuando el contenido
de poliuretano es menor al 20 %, se pueden mezclar con el almidon plastificado y
que las propiedades mecénicas de esta mezcla se pueden atribuir a los enlaces
de hidrogeno entre el almidon y el poliuretano. Karagoz y Ozkoc (2013), por su
parte, utilizaron acido polilactico como plastificante y diisocianato de 1,4-fenileno
como compatibilizante. En este caso, se mejoraron la homogeneidad de las

mezclas y las interacciones interfaciales gracias al uso del compatibilizante.

3.2. Objetivos

En este capitulo los objetivos fueron:
- estudiar la formacion de peliculas compuestas por 70 % p/p de almidén, y el 30
%p/p restante por mezclas de PVA y PU en distintas proporciones.
- obtener peliculas activas aditivadas con antioxidantes o con antifingicos.
- analizar las propiedades de los materiales obtenidos por diferentes técnicas, y
estudiar el efecto del agregado de los aditivos sobre las mismas.

3.3. Materiales

En esta seccion del trabajo se utilizd almidon de maiz comercial (Maizena
Duryea®, Unilever Argentina S. A.), conteniendo 0,11g de agua, 0,006g de
lipidos, 0,003g de cenizas, 0,0078g de proteinas/g almidon, y una relacion
amilosa/amilopectina de 25/75 (base seca) (Ferrero y col., 1996). El alcohol
polivinilico (PVA) fue utilizado en forma de polvo, con 98 % de hidrdlisis y un
rango de peso molecular (M) entre 13.000 y 23.000 (Sigma Aldrich, EEUU). El
poliuretano (PU) fue sintetizado a partir de 4,4’-di-isocianato de diciclohexilmetano
(H12MDI, Desmodur W, Bayer) y polipropilenglicol, My, 2.000 (PPG 2000, Voranol
2120, Dow) siguiendo la técnica del prepolimero que se describe en la seccion
3.4. También se utilizé etilendiamina (EDA, Sigma Aldrich, EEUU), dilaurato de
dibutil estafio (DBTDL, Sigma Aldrich, EEUU) y metacrilato de 2-hidroxietilo
(HEMA, Sigma Aldrich, EEUU), todos de grado analitico. La trietilamina (TEA) fue

provista por ADELFA S. A. y utlizada tal cual se recibid. Se utilizé éacido
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dimetilolpropionico (DMPA, Sigma Aldrich, EEUU), el cual fue secado antes de su
uso a 100°C durante 2 horas en una estufa de vacio. Por ultimo, se utilizd

persulfato de amonio (APS) de grado analitico, tal cual se recibio.
3.4. Sintesis de la dispersion poliuretanica

Se realizo la sintesis del polimero poliuretanico en base acuosa, segun la
técnica de sintesis descripta en trabajos previos del grupo (Amalvy, 2002; Pardini
y Amalvy, 2008; Peruzzo y col., 2010). La misma se efectud siguiendo las etapas

detalladas a continuacion.

3.4.1. Sintesis del prepolimero

Se utilizd un reactor cilindrico de seis bocas con capacidad para 1000 ml
de dispersion (Figura 3.1). EI mismo se complementd con un agitador mecanico,
termémetro, condensador, tubo para muestreo, jeringa para el burbujeo de gases
y ampolla con compensacion para el agregado de reactivos. Dentro del reactor y
previa pesada, se colocaron el PPG2000 y el DMPA. La mezcla se calent6 a 98
°C manteniendo agitacion continua y burbujeo de aire seco durante media hora.
Transcurrido ese tiempo, se bajo la temperatura a 90 °C y se adicion6 el H1,MDI
con el DBTDL. La mezcla de reaccion se mantuvo en esas condiciones durante

140 minutos.
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Figura 3.1. Reactor utilizado para la sintesis del poliuretano.

3.4.2. Sintesis del prepolimero con grupos vinilicos terminales

El prepolimero poliuretanico asi obtenido conteniendo 6,5 % de grupos
NCO sin reaccionar, se llevé a 45 °C y se le adicion6 la cantidad necesaria de
HEMA (disuelto en acetona) gota a gota y con agitacion. El sistema se dejé
reaccionar durante 90 minutos y posteriormente se elevd la temperatura a 60 °C
manteniendo las condiciones hasta obtener el valor esperado de grupos

isocianato sin reaccionar (aprox. 50 minutos).

3.4.3. Neutralizacion

La mezcla se ajustdé a 45 °C para asi adicionar lentamente la TEA (en
acetona), y se dejo reaccionar durante 60 minutos con el objeto de neutralizar los

grupos carboxilicos.
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3.4.4. Dispersién en agua

El prepolimero neutralizado se dispersé sobre agua conteniendo la
cantidad adecuada de extensor de cadena, obteniéndose asi una dispersion
acuosa de poliuretano con dobles enlaces terminales. La dispersion se realizé a
300 rpm y 30 °C durante 45 min.

3.4.5. Sintesis de dispersion poliuretanica polimerizada

La dispersion poliuretanica conteniendo dobles enlaces terminales se
sometio finalmente a una polimerizacion radicalaria en dispersion mediante el
agregado de persulfato de amonio (APS), obteniéndose como producto final una
dispersién de poliuretano polimerizada (PU).

Para ello, se coloco la dispersion de poliuretano en un nuevo reactor
provisto de agitador mecanico, refrigerante con trampa para gases y sistema para
burbujeo de N,. El sistema se saturé con N durante 40 minutos para eliminar el
O, disuelto mientras se llevo la temperatura de la mezcla a 80 °C. Posteriormente
se adiciond una solucion acuosa de APS (0,015 % p/p de iniciador respecto del
contenido de HEMA), a la cual previamente se le hizo pasar N». El sistema se dejé
reaccionar durante dos horas. Concluido el tiempo de reaccion la mezcla se llevé
a temperatura ambiente, se filtré para eliminar posibles agregados y se reservo en
frasco de vidrio color caramelo. El esquema completo de reaccidon se muestra en

la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Sintesis esquematica de la dispersion acuosa de poliuretano.

3.5. Preparacion de las peliculas

3.5.1. Gelatinizacién del almidon
Se gelatinizé el almidén en agua destilada al 3 % p/p en un Erlenmeyer de

300 ml de capacidad. Este proceso se realizé a 90 °C en bafio siliconado con

agitacion magnética durante 90 minutos con refrigerante.
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3.5.2. Solubilizacién del polivinilico (PVA)

Se utiliz6 PVA de un grado de hidrdlisis del 98 %, y un peso molecular

entre 13.000 y 23.000. Para obtener una solucion homogénea de PVA en agua
destilada se realiz6 una mezcla en relacion 1.6 que se mantuvo durante 24 horas

a 90 °C en bafio de aceite de silicona con agitacion magnética y refrigerante.

3.5.3. Obtencidén de las peliculas

Para obtener las dispersiones formadoras de pelicula se coloco en vaso de
precipitados primero el agua destilada, luego la dispersién de PU, luego la
dispersion de PVA y por ultimo el almidon gelatinizado y enfriado a temperatura
ambiente. El proceso se llevé a cabo con agitacibn mecanica, y luego de agregar
todos los voliumenes se dejé en agitacion 30 minutos antes de moldear. Luego las
dispersiones fueron depositadas sobre placas de Teflon® niveladas, y se
obtuvieron las peliculas por evaporacion de agua a 25 °C y 65 % de humedad
relativa (HR) luego de 72 horas (Figura 3.3). Todas las peliculas resultantes se

prepararon a partir de mezclas que contenian 3 % de sélidos.

Figura 3.3. Obtencion de las peliculas poliméricas por casting.

Las peliculas obtenidas se retiraron de las placas empleando guantes de
latex y se almacenaron en folios plasticos cerrados para preservarlas de la
humedad y la luz. Debido al proceso de retrogradacién que sufre el almidon, para
los estudios de caracterizacidon se utilizaron peliculas con el menor tiempo posible
transcurrido luego de su preparacién (tipicamente hasta 2-3 dias luego de

almacenadas).
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3.5.4. Evaluacién de un tratamiento térmico de las peliculas (“curado”)

Con el fin de lograr una mayor coalescencia en las peliculas, se evalu6 la
posibilidad de realizar un tratamiento térmico (curado) a 60 °C durante 24 h de las
peliculas buscando de esa manera mejorar las propiedades mecanicas de las
mismas.

3.5.5. Adicién de los compuestos activos

3.5.5.1. Incorporacién de antioxidantes

Se prepararon peliculas con butilhidroxitolueno (BHT) y con a-tocoferol. El
objetivo de esta incorporacion fue otorgarle a las peliculas propiedades
antioxidantes.

La incorporacion de un aditivo a una matriz polimérica puede realizarse
siguiendo diferentes estrategias, dependiendo de las caracteristicas del mismo.
Una alternativa es incorporar el aditivo en la dispersiébn precursora de las
peliculas, y la otra es sumergir una pelicula ya formada en una solucion del
aditivo. En el presente caso, dada la naturaleza hidrofobica de los antioxidantes
tipicos empleados en alimentos, soélo es factible la primera de ellas. Por lo tanto,
los diferentes aditivos fueron agregados a la dispersion precursora. Para facilitar
la homogeneizacion de la dispersion el aditivo fue previamente disuelto en un
solvente adecuado. La eleccion del solvente se hizo teniendo en cuenta en primer
lugar que fuera un buen solvente del aditivo de tal manera de utilizar una minima
cantidad del mismo, en segundo lugar que su incorporacion produjera una minima
perturbacién de la dispersion acuosa, y por ultimo que se evaporara facilmente al
formar la pelicula. Para ambos antioxidantes se utiliz6 etanol absoluto, que
cumplia con las caracteristicas antes descriptas.

Los antioxidantes fueron agregados en concentraciones diferentes cada
uno; en el caso del BHT se incorporé al 3y 5 % p/p, y en el caso del a-tocoferol
se incorporo al 1, 3y 5 % p/p. El porcentaje esta referido al contenido de sélidos
de la dispersion. La masa adecuada de aditivo necesaria para preparar las
peliculas se disolvié en el solvente y se procedié al agregado gota a gota bajo
agitacion magnética de la dispersion, y permaneciendo con agitacion durante 5
minutos luego del agregado de la ultima gota de solucién del aditivo. En el caso

del BHT la incorporacion se realiz6 a 80°C.
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3.5.5.2. Incorporacion de antifingicos

Como antifungicos se utilizé sorbato de potasio y pimaricina (natamicina).
Este Gltimo fue utilizado en sus formas comerciales Delvo®Cid Salt, conteniendo
50 % de NaClyDelvo®CidXT1, conteniendo 50 % de goma xantica La natamicina
fue donada gentilmente por Miguel Lombardo de Harmony Group, division Food
Specialties.

El sorbato de potasio se ensay6 en solucion acuosa 1, 2y 3 % p/p.

Para el agregado de natamicina a las dispersiones, se procedié a
solubilizar la cantidad de natamicina, adecuada para obtener peliculas al 0,1 0 1
% segun correspondiera, en agua destilada, como parte de la cantidad de agua
que correspondia a cada formulacién. La solubilizacion se llevé a cabo con
agitacion magnética durante 2 horas a 40 °C, condiciones que fueron las mas
adecuadas para lograr la disolucion.

Luego del proceso de solubilizacién, la mezcla natamicina-agua fue
agregada a la dispersion almidén/PVA o almidon/PVA/PU gota a gota con
agitaciéon magnética, y luego de finalizado el agregado se dej6 agitando durante 5
minutos para homogeneizar la mezcla.

La incorporacién de 1 % de natamicina, aunque supera lo permitido por el
CAA, se realiz6 buscando obtener peliculas que evidencien cambios significativos
durante la caracterizacion y establecer de esa manera la presencia de

interacciones especificas.

3.6. Caracterizacion de las dispersiones y las peliculas

3.6.1. Contenido de sdlidos de la dispersién acuosa poliuretanica

Los solidos constituyen la porcion no volatil presente en la dispersion.
Después de la deposicion de la misma sobre un determinado sustrato, la porcion
sélida de ésta formara la pelicula. ElI contenido de sélidos se determind
gravimétricamente mediante el agregado de aproximadamente 1 g de la
dispersién (m;) a una capsula de papel aluminio (m;), la cual posteriormente se
colocd en estufa a 60 °C hasta obtener peso constante (m3). El contenido de

sélidos se calcul6 segun la siguiente expresion (Ecuacion 1):
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M3-Mmy

% Solidos= x 100 Ecuacion 1

My-my

3.6.2. Contenido de humedad de las peliculas

El contenido de humedad se determind luego de secar la pelicula en una
estufa a 105 °C durante 24 h o hasta peso constante. Las peliculas fueron
cortadas en pequefios trozos y se colocaron en recipientes pequefios de papel de
aluminio, se pesaron antes y después del secado en la estufa. El contenido de
humedad se calcul6 como el porcentaje de pérdida de peso, respecto del peso
original (ASTM, 1994). Las determinaciones se realizaron por triplicado y los

resultados fueron expresados en porcentaje (%), utilizando la Ecuacion 2:

M3-Mmy

% Humedad= x 100 Ecuacion 2

Mmy-m;y

donde mg3 es el peso final alcanzado por la pelicula y la cdpsula contenedora, m;

es el peso de la capsula contenedora y m; es el peso inicial de la pelicula.

3.6.3. Grado de hinchamiento de las peliculas

Para determinar el grado de hinchamiento de las peliculas se colocaron
muestras en un ambiente de 80 % de HR obtenido con una soluciébn acuosa
saturada de NaCl y KCI en proporciones iguales, y se pesaron las muestras cada
hora durante las primeras 8 horas y luego a las 24 y 48 horas. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados en

porcentaje (%) utilizando la ecuacion:

m3-m;

Grado de hinchamiento %= x 100 Ecuacion 3

My-My

donde mg3 es el peso final alcanzado por la pelicula y la capsula contenedora, m;

es el peso de la capsula contenedora y m; es el peso inicial de la pelicula.

3.6.4. Espesor de las peliculas

El espesor se determind utilizando un medidor digital de espesores Check
Line DCN-900 (Nueva York, USA) para sustancias no conductoras sobre
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sustratos no ferrosos. Se tomaron aleatoriamente diez medidas para cada

pelicula.

3.6.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). Modo

transmision y ATR

La técnica de espectroscopia infrarroja se fundamenta en la absorcién de la
radiacion IR por cambios energéticos en los estados vibracionales de las
moléculas. Una molécula absorbera energia de un haz de luz infrarrojo cuando
dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se produzca una
transicion vibracional de la molécula. Pueden distinguirse dos categorias basicas
de modos vibracionales: de tension y de flexion. Las vibraciones de tension
involucran cambios en la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre
dos &tomos, mientras que las vibraciones de flexion estan originadas por cambios
en el angulo que forman dos o mas enlaces. Cada molécula presenta un espectro
IR caracteristico y en alguna region del espectro presentan sefiales muy
particulares (huella dactilar), debido a que todas las moléculas tienen algunas
vibraciones que provocan la absorcion de una determinada longitud de onda en la
zona del espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo. De esta forma,
analizando cuales son las longitudes de onda que absorbe una sustancia en esta
zona del espectro, podemos obtener informacion acerca de las moléculas o
grupos funcionales que componen dicha sustancia.

Para obtener el espectro IR, un rayo de luz infrarrojo atraviesa la muestra,
y se registra la cantidad de energia absorbida en cada numero de ondas (que
corresponde a la inversa de la longitud de onda y se expresa en cm™). Esto puede
lograrse barriendo con un rayo monocromatico, obtenido a partir de una red de
difraccion, o usando transformada de Fourier para analizar todas las longitudes de
onda a la vez. A partir de esto, se puede trazar un espectro de transmitancia o
absorbancia que indica a cuales longitudes de onda la muestra absorbe, lo que
permite una interpretacion de qué enlaces o grupos funcionales estan presentes.
Si la muestra en estudio contiene pocos modos activos en IR, se obtienen
espectros simples; estructuras moleculares mas complejas llevan a espectros con
mayor nimero de bandas de absorcion y por ende mas complejos, sin embargo

esta técnica se puede utilizar para la caracterizacion desustancias
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estructuralmente complejas y en particular en el estudio de la compatibilidad de
mezclas poliméricas.

En la zona del espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo
medio (con nimeros de ondas entre 4000 y 1300 cm™) se suelen observar una
serie de bandas de absorcion asignadas principalmente a modos vibracionales de
enlaces de dos atomos o angulos de enlace de tres atomos. Estos modos
vibracionales derivan en general de grupos que contienen hidrégeno o de grupos
con dobles o triples enlaces. En la zona del infrarrojo lejano (entre 1300 y 400 cm’
1, la asignacion de las bandas de absorcién a modos vibracionales es mas dificil
de realizar, debido a que cada una de ellas corresponde a movimientos que
involucran varios atomos. Esta ultima zona es la denominada huella dactilar; en
esta region espectral, diferencias en la estructura y constitucién de las moléculas
dan lugar a variaciones en los maximos de absorcién.

La reflectancia total atenuada (ATR) es una técnica espectroscépica de
analisis de amplia utilidad para una gran variedad de muestras y en general de
facil empleo debido a que muy poca o ninguna preparacion de la muestra es
requerida para su realizacién (Harrick, 1967). Como su nombre lo indica, el
principio de esta medida se basa en el fendmeno de la reflexion total interna y la
propagacion de la luz a través de un cristal con un elevado indice de refraccion.
Cuando el haz IR de un espectrofotometro es dirigido hacia un cristal épticamente
denso (de alto indice de refraccién) con un cierto angulo de incidencia (el cual
debe ser mayor que el angulo critico), éste es reflejado a través del mismo. Si una
muestra es colocada en contacto con el cristal, la radiacion infrarroja interactuara
con la muestra produciendo de esta manera un espectro. Esta interaccion se
produce a través de una serie de ondas, llamadas ondas evanescentes, las
cuales se generan cada vez que el haz es reflejado por la superficie interna del
cristal. La onda evanescente penetra una corta distancia en la muestra (1 a 4 um)
en cada punto de reflexion, interactuando con ésta. De esta manera, la luz que
viaja a través del cristal se vera atenuada por la absorcién de la muestra (de ahi el
nombre de la técnica) obteniendo asi informacion espectral de la misma. La
radiacion (atenuada) deja el cristal en el lado opuesto y es dirigida hacia el
detector, que registra la radiacion infrarroja generando de esa manera un espectro
infrarrojo de la muestra similar al obtenido por transmision. Debido a que la

penetracion de la onda evanescente depende de la longitud de onda de la
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radiacion incidente, para una comparacion con espectros de transmision se debe
aplicar una correccion (Harrick, 1967).

Los espectros FT-IR en este trabajo fueron obtenidos utilizando un
espectrofotometro FT-IR Nicolet 380 (EEUU). Esta técnica fue utilizada para
caracterizar los aditivos, las peliculas y para observar diferencias entre éstas y las
peliculas aditivadas. Para obtener el espectro de los aditivos se confeccionaron
pastillas con KBr conteniendo aproximadamente 5 % p/p del compuesto a
analizar.

Para llevar a cabo la caracterizacion superficial mediante el accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR), se utilizé un cristal de ZnSe de monoreflexion
con las siguientes caracteristicas: indice de refraccion: 2,4 a 1000 cm™, angulo de
incidencia: 45° y profundidad de penetracion: 2 ym. En todos los casos se

realizaron 64 barridos.

3.6.6. Espectroscopia UV-Visible

Los espectros fueron obtenidos utilizando un espectrometro Nicolet
Genesis 10 en su modalidad de transmision, en el rango de longitudes de onda
de 200 a 800 nm. Se obtuvieron los espectros de peliculas con y sin aditivos.
Para las peliculas aditivadas, el objetivo fue encontrar bandas caracteristicas que
verificaran la presencia de los aditivos en las peliculas o cambios de las bandas

caracteristicas de la matriz polimérica por interacciones con el aditivo.

3.6.7. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La homogeneidad y apariencia de las peliculas se evalu6 a partir del
analisis visual de las mismas con el ojo desnudo y por SEM con un microscopio
electronico FEI-Quanta 200 (Holanda), en el modo alto vacio (Hi-Vac). Las
peliculas fueron previamente metalizadas, para evitar problemas de carga en las
mismas. Se realizaron observaciones superficiales y de cortes transversales. En
este Ultimo caso se realizé la fractura de la pelicula sumergiéndola previamente
en nitrégeno liquido, para evitar el uso de tijeras u otro sistema de corte que
pudiera generar dafios o rebordes en la pelicula. Las peliculas se recubrieron con
una capa de oro (40-50 nm), permitiendo asi la visualizacion de las superficies y
de las secciones transversales. El voltaje del filamento de W fue de 15 o0 20 KeV

segun el caso y la corriente de emisién de alrededor de 100 pA.
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3.6.8. Propiedades térmicas

3.6.8.1. Calorimetria diferencial de barrido modulada (DSCm)

La calorimetria diferencial de barrido es la técnica mas comunmente
utilizada en la determinacion de las transiciones de fase en materiales organicos,
inorganicos o de uso alimenticio. Los calorimetros miden el flujo cal6rico
diferencial requerido para mantener una muestra y una referencia inerte a la
misma temperatura, sometidas a un programa de calentamiento o enfriamiento
controlado. Los cambios entélpicos se registran como endotermas o exotermas,
segun el proceso que se produzca en la muestra.

La calorimetria diferencial de barrido modulada (DSCm) permite separar el
flujo de calor en sus contribuciones reversible y no-reversible, lo cual permite un
analisis discriminado de transiciones propias de la muestra(reversibles) o
transiciones debidas a su historia térmica (irreversibles).

Las curvas DSCm fueron obtenidas con un equipo DSC Q 100, TA
Instruments, (EEUU), entre -100y 200 °C dependiendo de la muestra, a una
velocidad de calentamiento/enfriamiento de 2,5 °C.min™, modulada con una
sinusoide de 1 °C de amplitud y un periodo de 60 segundos. Las muestras (entre
6 y 10 mg) se colocaron en capsulas de aluminio con tapa, empleando, como
referencia, una capsula vacia. La temperatura a la que ocurre cada transicion fue
determinada a través del punto de inflexion en la sefial de calor reversible

empleando el software Universal Analysis 2000.

3.6.8.2. Anélisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico de los materiales se llevd a cabo con un
equipo Shimadzu TGA-50 utilizando 4 mg de muestra en capsulas de aluminio.
Los estudios se realizaron en modo dinamico a una velocidad de calentamiento
de 30 °C.min™ desde 20 °C hasta 550 °C, bajo una atmésfera inerte de N, con un
caudal de 30 ml.min™.

A patrtir de las curvas obtenidas, se obtuvieron los siguientes parametros:

- Temperatura inicial de descomposicion (TID): expresa la estabilidad térmica.

- Indices térmicosTs y Tso: corresponden a las temperaturas a las cuales se
elimina el 5y el 50 % de la masa inicial, respectivamente (Barrera y col., 2007).

- Contenido de agua residual: se determina a partir de la curva de pérdida de

peso, tomando el primer tramo de pérdida.
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- Masa residual a 540 °C.

3.6.9. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)
El coeficiente de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas fue

determinado gravimétricamente a 10 °C segun el método de ensayo ASTM E96-
95 (Standard Test Methods for Water Vapor Transmission of Materials), utilizando
una celda como la que se muestra en la Figura 3.4. El area de la superficie libre
para el pasaje del vapor fue de 18,85 cm®. En el interior de las celdas se utilizd
como desecante silica gel granulado logrando un 10 % de humedad relativa. Las
celdas fueron colocadas dentro de un desecador mantenido una humedad relativa
constante del 100 %, obtenida con agua destilada. Las celdas, una vez alcanzado
el equilibrio, fueron pesadas regularmente hasta peso constante, con balanza

analitica.

Figura 3.4. Celda utilizada en los ensayos de permeabilidad al vapor de agua.

El coeficiente de permeabilidad al vapor de agua (WVP) fue calculado

utilizando la siguiente ecuacion (Ecuacion 4):

W\P= (G XL

= AXE, x (RHl-RHz) Ecuacion 4
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donde WVP es el coeficiente de permeabilidad al vapor de agua [g.cm/(m?
.dia.mmHg)]; G/t es la ganancia de peso en el estado estacionario [g/s]; L es el
espesor promedio de la pelicula [cm]; A es el area de permeacion [m?; (RH; -
RH,) es la diferencia de humedad relativa (0,90) entre las dos camaras de la celda
y Py es la presion parcial de vapor de agua a la temperatura de ensayo [mm Hg].
El resultado fue convertido a las unidades g.s*.m™.Pa™para fines comparativos.
El valor de P, para 10 °C fue P,=9,2118 mm Hg.

3.6.10. Andlisis de difraccion de rayos-X (DRX)

Un espectro de difraccién de rayos X de un material semicristalino como el
almidon, se caracteriza por la presencia de picos definidos de difraccion y una
contribucion correspondiente a la region amorfa; cuanto mayor es esta
contribucion, menor es el grado de cristalinidad de la muestra (Figura 3.5). Esta
técnica permite obtener informacion sobre la estructura del material analizado ya

gue el diagrama de difraccion es caracteristico de las sustancias cristalinas.
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Figura 3.5. Difractograma tipico de un material semicristalino.

El analisis de difraccion de rayos-X se llevd a cabo en un difractometro
X'Pert Pro (PANalytical, USA) equipado con una fuente de radiacion Cu Ka de
1,5403 A. La tension y la corriente utilizada fueron de 40 kV y 40 mA,
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respectivamente. Los difractogramas fueron obtenidos en el rango de 3-40°/20
con una velocidad de barrido de 0,0044°/s.

3.6.11. Propiedades mecanicas de traccion

3.6.11.1. Ensayos mediante texturOmetro

Se realizaron ensayos de traccion en un texturometro TA.XT2i — Stable
Micro Systems (Reino Unido) empleando mordazas de tension A/TG. Se utilizaron
peliculas de 10cm x 0.6 cm y se ensayaron al menos diez probetas por cada tipo
de pelicula. Mediante el software Texture Expert Exceed se registraron
autométicamente las curvas de fuerza (N) en funcién de la deformaciéon (mm) y a
partir de las mismas se calcularon los siguientes parametros de acuerdo al
método ASTM D882-91 (ASTM, 1996): tensién maxima de ruptura (N/mm?) y
porcentaje de elongacion a la ruptura (deformacion a la ruptura dividido la longitud
inicial de la probeta, %). El esfuerzo de tensién (MPa) se calculd dividiendo la
fuerza a la ruptura por la seccién transversal del film (espesor por el ancho de la

probeta).

3.6.11.2. Ensayos mediante Analisis Mecanico Dinamico

Para este ensayo se utilizaron muestras de peliculas de 6 mm x 30 mm. Se
analizaron los perfiles de las curvas de tension-deformacion obtenidos con un
equipo de analisis mecanico dinAmico DMA TA Instruments-Q800 (New Castle,
DE, USA), equipado con pinzas de tensién. Uno de los extremos estaba unido a
una pinza movil mientras que el otro extremo se mantuvo fijo. Se trabaj6é a 25 °C,
con una precarga de 2 N y una rampa constante de fuerza de 0,9 N.min™* que fue
aplicada hasta la ruptura del film. Al menos se registraron cinco replicados de

cada muestra estudiada.

3.7. Andlisis estadistico

En los casos correspondientes, los resultados fueron analizados mediante
analisis de varianza (ANAVA) y expresados como la media + desviacion estandar.
Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un nivel de significacion

a = 0,05, utilizando el programa InfoSTAT.
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3.8. Resultados y Discusién

3.8.1. Peliculas base

3.8.1.1. Obtencién de las peliculas

En una primera instancia se obtuvieron peliculas por deposicion (“casting”)
de componentes puros y también de distintas combinaciones de componentes
para modificar las propiedades del almidén gelatinizado, buscando mejorar la
capacidad de formacion de pelicula. Para esto se utilizé glicerol, PVA, y diferentes
poliuretanos (PU) sintetizados previamente en nuestro laboratorio en forma de
dispersiones acuosas. Uno de los PU ensayados estaba funcionalizado con un
monomero que le conferia a la cadena un enlace vinilico. Este PU se utilizo tal
cual se obtenia después de hacer la extension de cadena que sigue a la
dispersion en agua conteniendo el extensor. En este estadio, el PU presenta
dobles enlaces libres, ademas de ser muy sensible al agua y tener excesiva
adhesividad al tacto. ElI PU polimerizado se diferencia del anterior en que una vez
hecha la dispersion con la extension, se desgasa y se le agrega persulfato de
amonio (APS) para polimerizarlo. EI PU:DEA 90/10 se prepar6 con PU sin
polimerizar, y se le agreg6 un monoémero con grupos amino y se polimerizo,
obteniéndose asi un hibrido PU/acrilico.

Se estudi6 la obtencién de peliculas con dispersiones acuosas conteniendo
3y 6 % de sdlidos. Con los componentes seleccionados se procedié a obtener las
peliculas para su posterior estudio.

La dispersion con 6 % de solidos resultd muy viscosa, con presencia de
grumos y dificil de manipular, por lo que se decidi6 trabajar con dispersiones al 3
% de solidos en todas las formulaciones.

Cada pelicula fue evaluada segun si evidencio separacion de fases, la
flexibilidad y la resistencia al quiebre manual, caracteristica expresada como
fragilidad. La escala utilizada fue de (-) a (++++), siendo (-) indicativo de “no
flexible” o bien “no fragil” segun la columna, y los signos (+) indicativos de
flexibilidad o fragilidad, a mayor cantidad de signos, mayor es el efecto evaluado.
Cuando hubo separacion de fases no se evaluaron las caracteristicas de la
pelicula. Los resultados pueden observarse en la Tabla 3.1. S6lo se aclara “sin
polimerizar” en los casos correspondientes, en los demas casos el PU estaba

polimerizado.
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fragilidad y separacion de fases.

Formulaciones Separacion | Flexibilidad | Fragilidad
fases

PVA NO ++ +

Almidén gelatinizado (ALM) NO + +++

Almidon sin gelatinizar SI

PU H;,MDI PPG 1000 NO ++++ +

PU H;,MDI PPG 1000 sin polimerizar NO +++ -

PU:2-dietilaminoetil metacrilato (DEA) | NO ++++ -

(90:10)

PU H;,MDI PPG1000 NO ++++ -

ALM/PVA 70:30 NO + ++

ALM/PU H;,MDI PPG1000 sin NO + +++

polimerizar 70:30

ALM/PU H,;,MDI PPG1000 70:30 NO ++ +

ALM/PU H{,MDI PPG1000 NO + ++

polimerizado 70:30

ALM/PU H;,MDI PPG1000:DEA(90:10) | NO + +++

70:30

ALM/PU cationico 70:30 Sl

ALM/PU H;,MDI PPG1000 50:50 NO ++ ++

ALM/PU sin polimerizar 50:50 NO + ++

ALM/PVA/glicerol 70:25:5 NO + +++

ALM/PVA/glicerol 70:20:10 NO ++ +

ALM/PVA/H;,MDI PPG1000 70:20:10 NO + ++

ALM/H;,MDI PPG1000/glicerol NO ++ +

70:20:10

ALM/H;,MDI PPG1000/glicerol 70:25:5 | NO + ++

ALM/PVA/H{,MDI PPG1000 70:15:15 NO +++ +

ALM/PVA/H{,MDI PPG2000 70:25:5 NO +++ -

ALM/PVA/H12,,MDI PPG2000 NO +++ -

70:20:10

ALM/PVA/H,MDI PPG2000 70:15:15 NO +++ -

Tabla 3.1. Formulaciones ensayadas y su evaluacion en funcién de su flexibilidad,
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Las peliculas que presentaron separacion de fases fueron el almidon sin
gelatinizar (como era de esperar) y la mezcla de almidén gelatinizado con 30 %
de poliuretano catidnico. En el segundo caso se observo que este PU por su
naturaleza cationica no result6 compatible con el almidon. Las peliculas de PU
puros de distinto tipo mostraron alta flexibilidad y resistencia al quiebre.

Las mezclas de almidon al 70 % con PVA mostraron la misma performance
que las de almidon al 70 % con PU polimerizado y que las peliculas
tricomponente de almidén al 70 % con PU H1,MDI (PPG1000) y 5 % de glicerol:
todas resultaron poco flexibles y con una cierta resistencia al quiebre, pero no
muy alta. Las mezclas que incorporaron glicerol no resultaron eficientes ya que el
glicerol se utiliz6 en baja proporciéon, siempre buscando maximizar el contenido de
almidon, con lo cual las propiedades resultantes del material no fueron las
buscadas. Se observé que cuando se incorporaba poliuretano a las
combinaciones era mas efectivo que el glicerol en igual proporcién, pero que el
efecto era notorio con cantidades altas (15%), y por eso finalmente se desarrollo
especialmente en el laboratorio un PU a base de H;oMDI y PPG 2000 que se
ajustara a lo que se necesitaba para lograr las caracteristicas deseadas, como se
puede observar en las Ultimas filas de la tabla.

En funcién de esta evaluacion preliminar se eligié continuar trabajando con
las mezclas conteniendo almidon, PVA y PU H;,MDI con PPG 2000, que, a
diferencia del PPG 1000 presentaba mayor flexibilidad y menor fragilidad al
quiebre. Las proporciones elegidas para continuar los ensayos se muestran en la
Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Proporciones de los componentes evaluados.

Porcentajes
Componentes/Formulaciones 1 2 3 4
Almidén gelatinizado 70 70 70 70
Alcohol polivinilico (PVA) 30 25 20 15
Poliuretano H12MDI/PPG2000 (PU) - 5 10 15

El contenido de solidos de la dispersion acuosa de poliuretano

experimental fue de 26%.
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3.8.1.2. Evaluacioén de un tratamiento térmico de las peliculas (“curado”)

El curado térmico de las peliculas a 60 °C no resulté efectivo ya que las
peliculas se fragilizaron por pérdida del agua que actuaba como plastificante por
lo que fue contraproducente, y por tal motivo se decidié continuar los ensayos sin

el curado.

3.8.1.3. Caracterizacion de las peliculas

3.8.1.3.1. Contenido de humedad y espesor de las peliculas

El almidén se caracteriza por su habilidad de retener agua. Este agua
residual contribuye a la estructura y, como se ha estudiado, influye ampliamente
en sus propiedades (Zhong y Sun, 2005).

En la Tabla 3.3 se muestra el contenido de agua residual en las peliculas.

Tabla 3.3. Contenido porcentual de agua de las peliculas.

Formulacion Contenido de agua (%)
Almidén puro 8,92
Alm/PVA 70:30 10,4°
Alm/PVA/PU 70:25:5 9,6°
Alm/PVA/PU 70:20:10 8,0°
Alm/PVA/PU 70:15:15 8,1°

Letras iguales indican medias iguales, a=0,05.

Las peliculas de almidon puro presentaron un contenido de agua residual
de 8,9 % p/p. Esta cantidad de agua es suficiente para una organizacion del
almidon en regiones amorfas y cristalinas (Capron y col., 2007). El agregado de
PVA como plastificante aumenta significativamente el contenido de humedad de
las peliculas, debido a la alta hidrofilicidad del mismo. Cuando se incorpora PU a
las formulaciones, se observa una disminucién del contenido de humedad, siendo
de aproximadamente 8 % para las peliculas con 10 y 15 % de PU, valor minimo
encontrado e igual para estas dos formulaciones.

Flores y col. (2007) demostraron en peliculas de almidén de tapioca que el
método de procesamiento y secado de las peliculas afecta las propiedades del
material, entre ellas la humedad residual. Un secado mas lento permite
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acomodarse de forma mas empaquetada a las cadenas poliméricas, con lo cual el
contenido de humedad se ve disminuido.

Con respecto al espesor, todas las peliculas obtenidas presentaron un
espesor entre 50 y 60 pum, ya que todas se obtuvieron a partir de dispersiones con
el mismo contenido de sélidos de 3 % p/p en su formulacién y retuvieron

porcentajes de humedad similares.

3.8.1.3.2. Grado de hinchamiento en el equilibrio

Algunas de las caracteristicas mas importantes de los polimeros como
pueden ser la permeabilidad, las propiedades mecénicas y de superficie entre
otras, se ven influenciadas por el grado de hinchamiento.

En el caso de las peliculas estudiadas, se presentan en la Tabla 3.4 los
valores obtenidos del grado de hinchamiento porcentual a las 24 hs de ensayo,
tiempo al que se obtuvo el valor final de equilibrio.

Tabla 3.4. Valores de grado de hinchamiento obtenidos para las distintas

formulaciones de peliculas (t=24 hs).

Formulacion Grado de hinchamiento (%)
Alm/PVA 70:30 9,448
Alm/PVA/PU 70:25:5 9,61°
Alm/PVA/PU 70:20:10 7,46°
Alm/PVA/PU 70:15:15 6,12°

Se puede observar que las formulaciones que presentan un grado de
hinchamiento mayor son la Alm/PVA 70:30 y la Alm/PVA/PU 70:25:5, quedando
en evidencia que el reemplazo de PVA por PU en cantidades a partir de 10 %
disminuye el grado de hinchamiento. La pelicula 70:15:15 posee los valores
menores de grado de hinchamiento; la presencia de PU dificulta el ingreso de las
moléculas de agua al interior de la estructura de la pelicula polimérica,
probablemente relacionado con el caracter hidrofobico del PU, y podria estar
indicando una buena cohesion entre los componentes (Ghanbarzadeh y col.,
2010).
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3.8.1.3.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). Modo

transmision y ATR

Las modificaciones en las bandas de absorcion (intensidad y namero de
ondas) de los espectros IR pueden dar informacién sobre la presencia de
interacciones especificas entre los grupos funcionales de los polimeros u otras
moléculas presentes en la matriz polimérica.

Para llevar a cabo este analisis, en primera instancia se presentan en la
Figura 3.6 los espectros en modo ATR entre 4000 y 650 cm™ de los tres

materiales de base.

Transmitancia

T T T v T 7 T " T v T v 1T v 1T " T " T " 1T " 1T "1
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Numero de ondas (cm™)

Figura 3.6. Espectros ATR corregidos-FTIR de peliculas de (a) almidén, (b) PVA
y (c) PU puros.

El espectro del almidén muestra bandas tipicas por debajo de 1500 cm™,
donde dominan las vibraciones de las moléculas de glucosa (Kizil y col., 2002).
Estas bandas se atribuyen a la contribucion de tres modos vibracionales
mayoritarios: estiramiento C-O, deformacion y flexion C-O-H. La banda entre 3650
y 3000 cm™ que presenta un méaximo a 3384 cm™ corresponde al estiramiento de

los grupos -OH; mientras que la banda a 2930 cm™ corresponde al estiramiento
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de los grupos CH,. A 1644 cm™ se puede observar una banda relacionada con la
vibracion por flexion de los grupos —OH (Guerra-Della Valle y col., 2008; Han y
col., 2012). Entre 865 y 850 cm™ se encuentra una banda asignada a la vibracién
de las a-D-glucopiranosas (Sabatier, 2005), en este caso se observa a 857 cm™.
Entre 1250 y 900 cm™ se pueden observar bandas relacionadas con el
estiramiento C-O del almidon (Guerra-Della Valle y col., 2008; Han y col., 2012;
Sabatier, 2005).

Capron y col. (2007) han utilizado FTIR para estudiar los estados gomosos
y vitreos del almidon, identificando almidén en estado amorfo a través de una
banda alrededor de los 1022 cm™ y almidén en estado cristalino con una banda a
1047 cm™. En la Figura 3.7, se observan estas sefiales como hombros a 1017 y
1047 cm™, respectivamente.

Con respecto al PVA, se pueden identificar diversas bandas, entre ellas: la
banda a 3390 cm™ que corresponde a los OH de los alcoholes, bandas a 2942 y
2912 cm™ de los estiramientos C-H de los grupos -CH, y -CH y , la banda a 1435
cm™ que corresponde a la flexion en el plano del grupo C-OH de alcoholes;
también una banda a 1337 cm™ de vibracién-flexién de los grupos OH, una banda
correspondiente a la flexién en el plano de C-OH de alcoholes a 1238 cm™, un
pico de absorcién a 1143 cm™ que se atribuye a la parte cristalina del PVA,
relacionada con el estiramiento del carbonilo (C-O); una banda a 1093 cm™
también correspondiente al estiramiento de C-O, y una banda a 852 cm™ del
estiramiento de los enlaces C-C (Arredondo y col., 2011; llcin y col., 2010; Jia y
col., 2007 ; Mallapragada y Peppas, 1996; Sudhamani y col., 2003).

El PU H;,MDI/PPG2000 presenta las bandas caracteristicas de los
poliuretanos, donde se destacan las bandas de estiramiento N-H, la banda de
estiramiento del grupo C=0, la banda amida Il (combinacion de NH y CN), y la
banda de C-O-C del polipropilenglicol (Pardini y Amalvy, 2008; Peruzzo y col.,
2011). El detalle de la asignacion de las bandas puede observarse en la Tabla
3.5.
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Tabla 3.5. Principales asignaciones de las bandas FTIR del PU H;,MDI/PPG2000.

Asignacion Numeros de onda (cm™)
vO-H (DMPA) 3510
vN-H (uretano-urea; enlazado a H) 3380
vN-H (uretano-urea; no enlazado) 3340

vC-H (asimétrico, simétrico) 3000-2800

vC=0 (uretano-urea; enlazado y libre) 1710
Amida Il (vC-N + dNH) 1517
8C-O-C (éter) 1110

En la Figura 3.7 se muestran los espectros de peliculas de almidén, PVA 'y
la mezcla almidon/PVA en relacién 70:30, en la regibn comprendida entre 1500 y
700 cm™.

Almidén

1017,

Alm/PVA 70:30

Transmitancia

1093

1020
~a

T T T T T T T T T T T T T T T
1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700

Numero de ondas (cm™)

Figura. 3.7. Espectro ATR corregidos de peliculas de almidén, PVA 'y la mezcla
almidén/PVA en relacién 70:30, detalle de la regién 1500 a 700 cm™.
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El espectro FTIR de la mezcla AIm/PVA 70:30 muestra cambios
importantes en la banda a 1000 cm™ asignada al almidén. El almidén y el PVA
son sustancias polares que contienen grupos hidroxilo en su estructura quimica,
estos grupos altamente polares tienden a formar enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares, mejorando la integridad de las mezclas, como algunos autores
han reportado (Sin y col., 2010; Sin y col., 2011). También puede observarse un
incremento en la intensidad de la banda del C-O amorfo a 1020 cm™, que indica
que el PVA maximiza la region amorfa del almidon (Luo y col., 2012).

La region correspondiente a los OH del espectro AIm/PVA también muestra
la disrupcion de la cristalinidad del almidon debido a la rotura de uniones puente
de hidrégeno de moléculas de almidon entre si, y de su reemplazo por uniones de
hidrogeno entre el almidon y el PVA (Dean y col.,, 2008). Esta interaccion se
puede observar en la Figura 3.8 como el corrimiento de la banda del estiramiento
de los OH del anillo de glucosa de 3315 cm™ para el almidén puro a 3286 cm™

cuando se incluye PVA.

3286
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3315

T EEE—E————————.
3800 3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800
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Figura 3.8. Espectros FTIR de peliculas de (a) almidon, (b) PVA 'y (c) mezcla
almidén/PVA en relacién 70:30, detalle de la regién 3800 a 2700 cm™.
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La Figura 3.9 muestra los espectros FTIR completos de peliculas de
Almidén/PVA 70:30, AIm/PVA/PU 70:25:5, Alim/PVA/PU 70:20:10 y Alm/PVA/PU
70:15:15.

70:15:15

70:20:10
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Figura 3.9. Espectros FTIR de peliculas de Almidén/PVA 70:30,
Alm/PVA/PU 70:25:5, AIm/PVA/PU 70:20:10 y Alm/PVA/PU 70:15:15.

Para poder llevar a cabo el andlisis de bandas, en la Figura 3.10 se
presentan los espectros de las peliculas AIm/PVA 70:30, AIm/PVA/PU 70:25:5,
Alm/PVA/PU 70:15:15, junto con el espectro del PU puro para fines comparativos.
En esta figura se muestran las regiones de los modos vibracionales de los grupos
O-H, C=0Oy C-O.
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Figura 3.10. Espectros FTIR de peliculas de (a) PU H12MDI, (b)
Alm/PVA/PU 70:15:15, (c) AIm/PVA/PU 70:25:5, y (d) Almidén/PVA 70:30, en las
regiones de los modos vibracionales de —OH, C=0 y C-O.

La banda caracteristica del estiramiento del carbonilo se observa
claramente para la mezcla 70:15:15. Al incluir un 5% de PU, se evidencia un
corrimiento de la banda OH de la mezcla AIm/PVA que estaba a 3286 cm™ hacia
3318 cm™, y con 15% de PU esta misma banda se corre hacia 3321 cm™,
indicando que las cadenas de PU interfieren en la formaciéon de enlaces de
hidrégeno entre el almidon y el PVA, probablemente por la formacion de enlaces
con los grupos éter del poliol o por interacciones puente de hidrégeno entre los
grupos uretano del PU y los grupos hidroxilo del almidén.

En la region C-O, hay un incremento de la intensidad de la banda a 1022
cm ™V indicativo de caracteristicas mas amorfas y de plastificacién por parte del PU
al incluirlo en la mezcla, nuevamente mostrando que las cadenas de PU modifican
las propiedades de los enlaces de hidrégeno

En lineas generales, los cambios observados en la intensidad y posicion de
las bandas de los espectros FTIR muestran una interaccion de las cadenas del
PU con los grupos —OH del almidon y el PVA, lo cual contribuye a la miscibilidad

65



de los tres componentes de la mezcla (Benmerad y col.,, 2011; Icoz y Kokini,
2007).

3.8.1.3.4. Espectrometria UV-Visible

En la Figura 3.11 se pueden observar los espectros electronicos de
peliculas de PVA puro, AIm/PVA en relacion 70:30 y las tres combinaciones
estudiadas de AIm/PVA/PU.
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Figura 3.11. Espectros UV-visible de peliculas de PVA puro, AIm/PVA 70:30 y
combinaciones de AIm/PVA/PU en proporciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15.

Para las peliculas de tres componentes se pudo observar un hombro
alrededor de los 280 nm, y para la mezcla AIm/PVA 70:30 se encontré un maximo
en esa longitud de onda, y otro hombro mas suave alrededor de los 330 nm. Las
sefales detectadas en las peliculas compuestas de almidon y PVA, con o sin PU,
corresponden a sefales del PVA puro, que presenta dos bandas en esas
longitudes de onda (Yu y col.,, 2003). Como se puede observar en la figura,
cuando disminuye la cantidad de PVA presente en la pelicula, la sefial se hace

mas débil, hasta casi desaparecer para las peliculas 70:15:15.
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3.8.1.3.5. Propiedades térmicas
3.8.1.3.5.1. Calorimetria diferencial de barrido modulada (DSCm)

La técnica de calorimetria diferencial de barrido es un método muy util para

investigar la compatibilidad de una mezcla polimérica. En este caso, se estudio el
comportamiento de las transiciones vitreas de los componentes y las mezclas. El
uso de DSC modulado permite separar la capacidad calorifica total en sus
componentes reversible y no reversible, y el célculo de la diferencial de la
capacidad calorifica respecto de la temperatura en la region de transicion vitrea
facilita la determinacion de la temperatura de esa transicion (T4) (Hourston y Mo
Song, 2006).

Para estudiar la miscibilidad de las mezclas, se utilizo el flujo de calor
reversible (FCR). Las curvas FCR de los componentes puros y las mezclas se
muestran en la Figura 3.12 entre 20 y 100 °C (regién relevante) y las transiciones
presentes se detallan en la Tabla 3.6.

f) * &

e)
d)

(a)

(a) Almidon
(b) PVA

(c) Almidon/PVA:70/30
(d) Almidon/PVA/PU:70/25/05
(e) Almidon/PVA/PU:70/20/10
(f) Almidon/PVA/PU:70/15/15
(g) PU H,,MDI

Flujo de calor reversible (W/g)

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 3.12. Flujo de calor reversible de almidén puro, PVA puro, PU H;,MDI
puro, Almidon/PVA 70:30 y Almidon/PVA/PU con composiciones: 70:25:5,
70:20:10 y 70:15:15.
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La curva de flujo de calor reversible para PVA puro no mostré ninguna
transicion en la region estudiada. Para el PU H1,MDI/PPG2000 puro, la curva de
FCR mostré una transicion a 85 °C, que se puede asociar con los segmentos
duros del polimero (Rohman y Che Man, 2013). Para el almidén puro, por su
parte, se observa una transicion vitrea centrada a 79 °C, que se corresponde con
un almidén que contiene aproximadamente un 10 % de agua, segun Zhong y Sun
(2005).

La curva para AlImidon/PVA mostré también una transicion a 79 °C (flecha
en curva “c’), que corresponde al almidén. ElI comportamiento térmico de
diferentes mezclas de almidéon de maiz y PVA sin plastificar fue descripta por
Moneam y col. (2014) utilizando DSC convencional, encontrando sélo una
temperatura de transicion vitrea para la mezcla, cercana a la del almidoén, por lo
que sugirieron que existia compatibilidad entre los dos componentes.

Para la mezcla Almidon/PVA/PU 70:25:5 se encontré una sefal muy débil
en los 77 °C, también relacionada con la transicion vitrea del almidén, y tampoco
se observo sefal alguna relacionada al PVA. Las cadenas de PU podrian estar
provocando la rotura de los enlaces entre el almidon y el PVA, y formando nuevos
enlaces, provocando una mejor compatibilizaciéon entre las fases de almidén y
PVA debido a la alta movilidad de las cadenas de PU.

Al adicionar un 10 % de PU en reemplazo de PVA, se evidencié una
transicion vitrea centrada a 70 °C. La curva de la mezcla Almidon/PVA/PU
70:15:15 también mostroé una transicion, pero centrada a 52 °C. Estos resultados
indican que las cadenas de PU modificaron las interacciones, plastificando las
mezclas; por otra parte, el hecho de observar una sola transicién es indicativo de

una buena miscibilidad (Moneam y col., 2014).
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Tabla 3.6. Transiciones térmicas de peliculas de los componentes puros y de las

mezclas.

Composicion de la pelicula Transiciéon térmica (°C)

Almidon puro 79
PVA
Almidon/PVA 70/30 79
Almidén/PVA/PU 70/25/5 77
Almidén/PVA/PU 70/20/10 70
Almidén/PVA/PU 70/15/15 52
PU H;,MDI 82

3.8.1.3.5.2. Andlisis termogravimétrico (TGA)

La Tabla 3.7 muestra los valores de agua residual (%), temperatura inicial
de descomposicion (TID), indices térmicos Ts, Tsoy masa residual a 540 °C.

Para el almidén puro, el contenido de agua residual fue de 8,6 % en peso,
mientras que para la mezcla Almidon/PVA se incrementé a 10,1 % debido a la
hidrofilicidad del PVA. Al reemplazar parte del PVA por PU en las peliculas se
observd una disminucién de este valor cuando se incorpor6 por lo menos un 10
%, debido a la baja hidrofilicidad del PU, resultados coincidentes con los de Lu y
col. (2005). Estos resultados referidos al porcentaje de agua residual de las
peliculas estan en concordancia con lo encontrado en la seccién 3.8.1.3.1 al
estudiar la humedad de las peliculas por secado en estufa, con la diferencia de
que el valor alcanzado con 10 y 15 % de PU es estadisticamente igual a de una
pelicula de almiddn puro segun esta técnica.

Con respecto a la TID y la masa residual a 540 °C, no se vieron
modificados por la adicién de PU a las mezclas. Sélo se destaca que la TID para

almidon puro es significativamente mayor que para las mezclas.
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Tabla 3.7. Valores de agua residual (%), temperatura inicial de descomposicion

(TID), indices térmicos Ts, Tsoy masa residual a 540 °C de los componentes puros

y mezclas.
o, Agua . 4
Composicion de las ) TID Ts Tso Residuo
] residual
peliculas (°cC)* (°C) °C (Y%p/p)
(%p/p)
Almidén puro 8,62 270°  105°  345% 13,02
Almidén/PVA 70/30 10,1° 235,52 103,5° 346,3® 14,52
Almidén/PVA/PU 70/25/5 9,8° 240,02 84®  348,9° 17,2°
Almidén/PVA/PU 70/20/10 8,72 236,02 78,52 340,52 15,32
Almidén/PVA/PU 70/15/15 8,5° 236,52 89,8° 3472° 15,42

*TID: luego de la pérdida de agua.
*Masa residual a 540 °C.

Letras iguales en cada columna indican medias iguales (test de Tukey, ad=0,05).

Los indices térmicos Ts y Tso del almidén puro fueron 105 °C y 345 °C
respectivamente. Al incorporar PVA, estas temperaturas no variaron. Sin
embargo, cuando se reemplazd PVA por PU, el indice Ts disminuyd, presentando
el valor minimo para las peliculas Almidon/PVA/PU 70:20:10, que se diferencia
estadisticamente de las otras mezclas con PU. Los valores de Ts para las
peliculas con PU estan dentro del rango de temperatura de pérdida de agua (60-
100 °C), indicando que la naturaleza hidrofébica del PU facilita la pérdida de agua
en las muestras. Para el indice térmico Tso Se observo la misma tendencia para la
mezcla Almidon/PVA/PU 70:20:10, mostrando una disminucion de la estabilidad
para estas peliculas en particular. Para las otras dos mezclas con PU al 5y 15 %

no se observo una tendencia, los valores de Tso son estadisticamente iguales.

3.8.1.3.6. Anélisis de difraccion de rayos-X (DRX)

En la Figura 3.13 se presentan los diagramas de difraccién de rayos-X para
peliculas AIm/PVA 70:30, Alm/PVA/PU 70:25:5, AIm/PVA/PU 70:20:10 vy
Alm/PVA/PU 70:15:15.
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Figura 3.13. Diagramas de difraccion de rayos-X entre 3 y 30° para las peliculas
(a) Almidén/PVA 70:30, (b) Almidén/PVA/PU 70:25:5, (c) Almidén/PVA/PU
70:20:10 y (d) Almidén/PVA/PU 70:15:15.

En el almidén gelatinizado, las cadenas glucosidicas se encuentran
predominantemente en estado amorfo (baja cristalinidad), lo que produce que los
patrones de rayos-X presenten alto ruido (Frost y col., 2009). De acuerdo con Wu
y col. (2004), los espectros de difraccion de rayos-X de almidén de maiz
presentan picos de 20 a 14,88; 17,08; 17,98; 19,98 y 22,78° correspondientes a la
region cristalina de almidon tipo A. En este tipo compacto de paquete cristalino de
las dobles hélices hay un bajo contenido de moléculas de agua y forma una celda
unitaria del tipo monoclinico (Casarrubias-Castillo y col., 2012). Para las peliculas
Alm/PVA 70:30 y AIm/PVA/PU 70:25:5 se pueden observar picos a
aproximadamente 14° y 17°, pero para el caso de las peliculas Alm/PVA/PU
70:20:10 y 70:15:15 no se observan picos definidos, por lo cual se concluy6 que la
presencia de PU en cantidades mayores al 10 % indujo cambios que
disminuyeron la cristalinidad de las muestras. Un comportamiento similar fue

reportado por Ran y col. (2003) utilizando un poliéster como plastificante. Estos
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autores también enunciaron que al reducir la cristalinidad de las muestras, se
logra una mejora en las propiedades de procesamiento (modificacion de la
mezcla, pelleting y moldeo por soplado).

3.8.1.3.7. Propiedades mecanicas
3.8.1.3.7.1. Con texturdmetro

Con los datos obtenidos a partir de los ensayos de peliculas con el
texturometro se obtuvo informacion de tension maxima de ruptura y elongacion
méaxima. La elongacion maxima porcentual de las peliculas se presenta en la
Figura 3.14. La incorporacion de plastificantes al almidon produjo un aumento de
la elongacion maxima, mostrando una buena compatibilidad de los componentes
y una efectiva plastificacion (Chiellini y col., 2001b). Cuando se reemplazé parte
del PVA por PU el aumento de elongacion maxima fue estadisticamente mayor
que cuando solo se utilizd6 PVA, aunque no hubo diferencias significativas entre

las tres relaciones PVA:PU.
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Figura 3.14. Elongacion maxima (%) de peliculas de almidon puro, AIm/PVA
70:30 y AIm/PVA/PU con composiciones: 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 obtenida
con texturometro. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

En la Figura 3.15 se muestran los resultados obtenidos para la tension
méaxima de ruptura de las peliculas AIm/PVA/PU con composiciones: 70:25:5,
70:20:10 y 70:15:15. Los ensayos realizados con esta técnica tienden a tener
mayor error aleatorio, lo cual en este caso provoca que no se puedan observar
diferencias significativas en los valores excepto para la formulacion Alm/PVA/PU
70:20:10. Es importante destacar que esta formulacion presenta un valor de
tensién mayor a las demas, lo que podria indicar una mayor interaccion entre los
componentes, mayor energia de cohesion y por ende mayor resistencia

mecanica.
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Figura 3.15. Tensién maxima de ruptura (N/mm?) de peliculas de Alm/PVA 70:30
y AIm/PVA/PU con composiciones: 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 obtenida con

texturometro. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

3.8.1.3.7.2. Por Anélisis Dindmico Mecanico

Debido a que, como se expreso en la seccidn anterior, los resultados de los
ensayos mecanicos obtenidos con la técnica del texturémetro tienden a presentar
mucha dispersion, se decidi6 realizar ensayos de tensién-deformacién por analisis
dindmico mecéanico (DMA), donde se tuvo mayor control de las condiciones
experimentales. Los datos obtenidos por esta técnica presentaron menor error
aleatorio, por lo tanto, se decidié dar mayor peso a estos datos en la discusion de
resultados.

El comportamiento mecanico de las peliculas se obtuvo a través de
ensayos de tension-deformacion y las curvas resultantes se ajustaron a traves de
la Ecuacion 5, que corresponde a un modelo matematico capaz de describir
adecuadamente la curva de tension-deformacion (Mancini y col., 1999; Del Nobile

y col., 2007):

K€T

or =E,XerXe Ecuacion 5
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donde &r y or (MPa) son la deformacién verdadera y la tension verdadera
(Mancini y col., 1999), Ec (MPa) es el modulo elastico (la tangente de la curva
tension-deformacién en el origen), y K es una constante utilizada como parametro
de ajuste.

Las peliculas se ensayaron a una temperatura fija de 25 °C. El modelo
utilizado para estimar el moédulo elastico ajustd los datos experimentales
satisfactoriamente (R*>> 0,99), como se observa en la Figura 3.16, donde se
muestra el comportamiento mecanico de algunas de las peliculas ensayadas a
modo de ejemplo. Como se puede observar en esta Figura, todas las peliculas
conteniendo PU presentaron un valor de tension verdadera entre 15 y 20 MPa.
También se observd que las peliculas conteniendo PU alcanzaron mayores

valores de deformacion antes de la ruptura.
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Deformacioén verdadera
Figura 3.16. Propiedades mecanicas de peliculas de AIm/PVA 70:30 y las
mezclas AIm/PVA/PU evaluadas a 25°C por DMA. Los simbolos corresponden a

los valores experimentales y las lineas al modelo (Ecuacion 5).

La relacion entre tension y deformacion, que se corresponde con el modulo

elastico, se estimé para todos los casos, permitiendo caracterizar la region
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elastica de las curvas, para lo cual los puntos inmediatamente posteriores a la
ruptura de las peliculas no se tuvieron en consideracion para poder obtener un
mejor ajuste de los puntos experimentales a deformaciones iniciales e
intermedias. Los valores obtenidos de E. para las diferentes peliculas estudiadas

se muestran en la Figura 3.17.
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Figura 3.17. Modulo elastico, E¢, de peliculas de AIm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU
con composiciones: 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15. Letras iguales indican medias

iguales (test de Tukey, a=0,05).

La flexibilidad, la ductilidad y la tenacidad de los polimeros se mejoran con
el agregado de plastificantes. Su presencia tiende a aumentar la extensibilidad y
reducir la fragilidad de la matriz polimérica evitando la formacion de poros y
fisuras (Garcia y col., 2000). En este caso, se observa que la incorporacion de PU
en reemplazo de parte del PVA genero una disminucion significativa del modulo
elastico, indicando que el PU resultd un plastificante efectivo (Chiellini y col.,
2001b).

Por otro lado se realizé el andlisis de los datos de elongacion méxima

obtenidos por esta técnica. Los resultados se muestran en la Figura 3.18.
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Figura 3.18. Elongacion méxima (%) de peliculas de Alm/PVA 70:30 y
Alm/PVA/PU con composiciones: 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 obtenida con
Analisis Dindmico Mecanico en modo tension-deformacién. Letras iguales indican

medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

En este caso se puede hacer una comparacion con los datos obtenidos con
el texturometro, y se observa que, con ambas técnicas, la elongacibn maxima
obtenida fue la misma para las tres formulaciones con PU, pero no son todas
significativamente distintas a la elongacion de la pelicula AlIm/PVA 70:30. La
formulacion AIm/PVA 70:30 presenta una elongacion maxima menor e igual a la
de las peliculas AIM/PVA/PU 70:25:5. Nuevamente se observa que la
incorporacion de PU contribuye a la plastificacion de las mezclas al reemplazar

parcialmente al PVA.

77



3.8.1.3.8. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La permeabilidad al vapor de agua es un proceso controlado por los

fendbmenos de disolucién y difusion, por lo que es gobernado no solo por la
concentracion y la estructura quimica de los componentes, sino también por la
movilidad de las cadenas, que a su vez es dependiente de las fuerzas
intermoleculares, el grado de entrecruzamiento y el grado de cristalinidad.

La permeabilidad al vapor de agua se estudié para los sistemas AIm/PVA
70:30 y AlIm/PVA/PU en relaciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15. Para realizar los
calculos se obtuvo la pendiente de cada curva de los graficos de peso en funcion
del tiempo.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 3.8, y se incluye el dato de
WVP para peliculas de almidén puro para fines comparativos (Garcia y col.,
2009).

Tabla 3.8. Valores de permeabilidad al vapor de agua (WVP) obtenidos para las

distintas formulaciones de peliculas.

Formulaciéon WVP x 10 (g.st.m™.Pa?)
Almidén puro 17,660%
Alm/PVA 70:30 0,065"
Alm/PVA/PU 70:25:5 0,089"
Alm/PVA/PU 70:20:10 0,081°
Alm/PVA/PU 70:15:15 0,103"

Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Se encontr6 que el agregado de PVA o PVA/PU produjo un descenso
importante en el valor de la permeabilidad al vapor de agua (WVP). Este hecho
tiene relacion con que la adicion de PVA (o PVA/PU) introduce un camino tortuoso
para que las moléculas de agua logren atravesar la pelicula, como se reporta en
otros trabajos (Ghanbarzadeh y col., 2010). Mientras mas largo sea el camino
difusivo que deben penetrar las moléculas, menor serd la permeabilidad
resultante. En bajas cantidades, el PU probablemente se dispersa bien en la
matriz de almidodn, bloqueando la transmision de vapor de agua. Esto indicaria

también la formacion de un sistema mas compacto como consecuencia del efecto
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compatibilizante del PVA (o PVA/PU), reduciendo de esa manera el espacio
intercatenario y por ende dificultando la difusién de las moléculas de agua.

3.8.1.3.9. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electronica de barrido de secciones de crio-
fractura de las peliculas se muestran en la Figura 3.19.

det | spot| vac mode
m|ETD/ 6.0 |Hioh vacuum

Figura 3.19. Imagenes SEM (5000x) de cortes transversales de peliculas de
Alm/PVA 70:30 (a), AlIm/PVA/PU 70:25:5 (b), Aim/PVA/PU 70:20:10 (c) y
Alm/PVA/PU 70:15:15 (d). Escala: 20 pum.

En todos los casos se observan superficies lisas y sin huecos. La
micrografia SEM para Alm/PVA 70:30 muestra que la estructura del almidén fue
completamente modificada, y se puede observar como consecuencia de esto una
fase continua que implica una alta compatibilidad entre el almidén y el PVA,
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logrando una matriz poco estructurada, con menos interacciones almidon-almidon
(Cinelli y col., 2006).

Las peliculas de mezclas almidén/PVA/PU muestran superficies de fractura
casi lisas, sin evidencia de separacion de fases. Esto se atribuyé a la buena
compatibilidad entre los componentes de la formulaciébn a través de uniones
puente de hidrogeno entre los grupos uretano del PU y los grupos hidroxilo del
almidon, y las uniones de hidrégeno en la interfase entre el PVA, el almidon vy el
PU (Lu y col., 2005).

La Figura 3.20 muestra las micrografias de la superficie cara aire de
peliculas Alm/PVA 70:30, AIm/PVA/PU 70:25:5 y Alm/PVA/PU 70:20:10. Las

micrografias de la cara sustrato (no mostradas) fueron lisas en todos los casos.

Figura 3.20. Imagenes de SEM de superficie de peliculas AIm/PVA 70:30 (a),
Alm/PVA/PU 70:25:5 (b), AIm/PVA/PU 70:20:10 (c). Escala: 200 pm.

Se puede observar que las superficies de las peliculas AIm/PVA 70:30 y
Alm/PVA/PU 70:25:5 mostraron una cierta rugosidad, mientras que la pelicula
Alm/PVA/PU 70:20:10 presenté una superficie mas lisa, por lo que el reemplazo
de PVA por PU a partir de un 10 % ayuda a la obtencién de una pelicula méas

homogénea ya que la movilidad del PU facilita el proceso de coalescencia.

3.8.2. Peliculas aditivadas con antioxidantes

Dada la cantidad de variables que se introducen al incorporar un aditivo, y
teniendo en cuenta las potenciales aplicaciones como recubrimiento alimentario,
se consideré que estudiar las propiedades mecanicas era fundamental para
establecer la potencial aplicacion de las peliculas con antioxidantes. Por lo tanto

se estudié como la incorporacion del aditivo podia modificar o introducir nuevas
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interacciones en la matriz. Se complementd esta seccion con el andlisis por

espectroscopia infrarroja.

3.8.2.1. Incorporacién de aditivos

El agregado de las soluciones de BHT al 3y 5 % p/p y de a-tocoferol al 1, 3
y 5 % p/p a la dispersion formadora de pelicula se realizo sin afectar la estabilidad
de la dispersion polimérica. Las peliculas obtenidas, en el caso del BHT, no
presentaron separacion de fases o0 poros macroscopicos en ambas
concentraciones estudiadas. Las peliculas con 1% de a-tocoferol tampoco
presentaron irregularidades a simple vista; en cambio, en las peliculas
conteniendo 3 y 5 % se observéd la presencia de fallas y la segregacion de algun
componente fue evidente, como se observa en la Figura 3.21, donde se muestran

algunas peliculas aditivadas.

Alm/PVA/PU 70:20:10 BHT 3% Alm/PVA/PU 70:20:10 BHT 5%

Alm/PVA/PU 70:15:15 BHT 5% Alm/PVA/PU 70:15:15 Tocoferol 5%

Figura 3.21. Fotografias a contraluz de peliculas con antioxidantes BHT y a-

tocoferol. La elipse indica segregacion de a-tocoferol en forma de gotas de aceite.
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3.8.2.2. Propiedades mecanicas

Debido a cuestiones de disponibilidad de los equipos de DMA vy
texturbmetro para realizar los ensayos con las diferentes técnicas, para el analisis
de las peliculas aditivadas se debio recurrir Gnicamente al estudio de las muestras

por texturometro.

3.8.2.2.1. Con texturémetro

Previamente en la seccion 3.8.1.2.6.1. se analizaron las propiedades
mecanicas de las peliculas de base con esta técnica, encontrando que, respecto
de la tension méaxima de ruptura, la inclusiéon de PU no produjo cambios para las
peliculas AIm/PVA/PU 70:25:5 y 70:15:15, pero si presentd un maximo para la
relacion PVA/PU 20:10.

Es importante tener en cuenta que el a-tocoferol se comporta como un
plastificante cuando es agregado a polimeros vinilicos, pero, a diferencia de lo
gue ocurre en la matriz bajo estudio que contiene PU H;,MDI, almidon y PVA, los
polimeros vinilicos son principalmente hidrofébicos y, en esos casos, el tocoferol
puede integrarse facilmente. En este caso, la caracteristica polar de las cadenas
poliméricas no permite una adecuada distribucion del aditivo, generando “gotas” o
“islas” del mismo y afectando, asi, las propiedades mecanicas. Por este motivo no
se pudieron analizar las peliculas correspondientes a la incorporacién de 3y 5 %
de a-tocoferol, ya que la segregacion era muy importante y la pelicula poseia
fallas y poros como se puede observar en la Figura 3.21.

Se estudiaron los efectos del agregado de antioxidantes sobre la tension
maxima de ruptura, el mdédulo elastico y la elongacién maxima porcentual (Figuras
3.22, 3.23 y 3.24).

El espesor y la discontinuidad de las peliculas poliméricas aditivadas con
antioxidantes (debido a poros o fisuras que no son opticamente visibles), pueden
afectar negativamente las propiedades mecénicas por la generacién de sitios de
inicio de los fendmenos de ruptura. Esto puede tener incidencia particularmente
en los resultados de tension maxima de ruptura, pero se consider6 mas
representativa la discusion sobre los resultados de mdédulo elastico y elongacion

maxima.
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Figura 3.22. Tensién maxima de ruptura (N/mm?) para peliculas de
Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con a-tocoferol al
1%y BHT al 3y 5 %. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey,
a=0,05).

Para la tension maxima de ruptura (Figura 3.22) el analisis estadistico se
realizé por grupos segun formulacion (en el gréfico por patron de sombreado)
resultando que:

- en todos los casos se encontrd un aumento significativo del valor de tension
maxima cuando se incorporé a la formulacién 1 % p/p de a-tocoferol.

- cuando se incorporé a las formulaciones BHT, se produjo también un aumento
del valor de tensibn maxima de ruptura con respecto a las peliculas de base
(excepto para la relacion Alm/PVA/PU 70:20:10), pero no hubo diferencia

significativa entre los dos porcentajes de BHT (3 y 5 %).
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- el aumento de tensién maxima de ruptura en N/mm? fue estadisticamente menor
para el BHT en ambas cantidades que cuando se adicioné a-tocoferol al 1 %.

Los resultados obtenidos estarian indicando que la incorporacién de
antioxidantes perturba la estructura de las peliculas.

En el caso del moddulo elastico, los resultados dependieron de la
formulacion utilizada, y se muestran en la Figura 3.23 (estadistica segun patron

de sombreado)
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Figura 3.23. Mddulo elastico (MPa) para peliculas de AIm/PVA/PU 70:25:5,
70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con a-tocoferol al 1 % y BHT al 3y 5 %.

Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Para todas las peliculas compuestas se encontré que el agregado de a-

tocoferol al 1 % p/p provocd un aumento del valor del médulo respecto de las
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peliculas de base, lo que estaria indicando que la presencia de a-tocoferol
contribuye a las interacciones entre los componentes.

Para las peliculas AlIm/PVA/PU 70:20:10 el agregado de BHT al 3 % p/p
produjo el mismo efecto de disminucion del médulo que el agregado de BHT al 5
% p/p respecto de la pelicula sin antioxidante.

Las peliculas AIm/PVA/PU 70:15:15 también mostraron diferencias
significativas cuando se le agregd tanto a-tocoferol como BHT, siendo estos
valores menores en todos los casos que la pelicula de base, evidenciando que la
presencia del aditivo perturba las interacciones entre cadenas de almidon, PVA y
PU.

En la Figura 3.24 se presentan los resultados obtenidos para las
formulaciones con y sin antioxidantes respecto de la elongacion maxima de
ruptura porcentual. Al igual que en los gréficos anteriores, los datos estadisticos
se presentan por grupo segun el patron de sombreado.
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Figura 3.24. Elongacién maxima de ruptura (%) para peliculas de AlIm/PVA/PU
70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con a-tocoferol al 1 % y BHT al

3y 5 %. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Para las formulaciones Alm/PVA/PU 70:25:5 y Alm/PVA/PU 70:20:10 el
agregado de 1 % de a-tocoferol provoco un aumento en la elongacion maxima, a
diferencia de lo que ocurrié con la formulacién 70:15:15 en donde el valor de
elongaciéon maxima disminuy6. Estos resultados son similares a los presentados
para modulo elastico, mostrando que en la pelicula 70:15:15 la presencia del
aditivo perturba las interacciones entre las cadenas de almidon, PVA'y PU.

Con respecto al agregado de BHT, en todos los casos, al igual que sucedia
con el médulo elastico, el uso de 3 0 5 % del antioxidante provoca el mismo
efecto; por otra parte en general no difiere de lo obtenido para las peliculas de
base en cada caso.

Los resultados obtenidos para modulo elastico y elongacion méxima
indican que con el agregado de BHT no se producen grandes cambios, con lo
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cual siguen siendo un potencial sistema de recubrimiento activo para alimentos
sin sacrificar las propiedades mecanicas (Anbinder y col., 2016). Con a-tocoferol
los cambios son mayores, y no tienen una tendencia definida; lo observado
seguramente tiene que ver con lo expresado anteriormente sobre la

compatibilidad del a-tocoferol con la matriz polimérica en estudio.

3.8.2.3. Espectroscopia FT-IR

El estudio por espectroscopia infrarroja de las peliculas aditivadas, permite
no solo verificar la presencia de los diferentes aditivos en la pelicula mediante la
aparicion de bandas caracteristicas de los mismos en el espectro, sino también
aportar informacion acerca de las posibles interacciones con la matriz polimérica.

En las Figuras 3.25 y 3.26 se presentan los espectros de peliculas de
Alm/PVA/PU 70:20:10 con y sin antioxidantes. Se muestran los resultados para
peliculas conteniendo 3 % de BHT y 1 % de a-tocoferol.
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Figura 3.25. Espectros FTIR de (a) BHT puro, (b) Alm/PVA/PU 70:20:10 BHT 3%,
(c) Alm/PVA/PU 70:20:10.
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En el caso de las peliculas aditivadas con BHT, se observa en el espectro
una ligera modificacion en la relacion de intensidades de las bandas
correspondientes a los grupos C-H (3000 a 2850 cm™), debido al aporte de los
diferentes grupos metilenos de BHT a la absorbancia en esta region del espectro.
No se observa en la pelicula aditivada la banda perteneciente al grupo —OH
fendlico del BHT (3625 cm™). Por otra parte también se puede ver que se
incrementa el valor de intensidad de la banda a 1700 cm™ y la banda 1666 cm™
se ve modificada, lo que podria estar indicando una posible interaccion entre los
grupos carbonilo del BHT y los componentes de la pelicula a través de puentes de
hidroégeno. Por ultimo, la pelicula aditivada presenta una banda caracteristica de
los movimientos de flexion de los C-H de la molécula BHT a aproximadamente
1360 cm™ (Anbinder, 2011).
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Figura 3.26. Espectros FTIR de (a) a-tocoferol puro, (b) pelicula

Alm/PVA/PU 70:20:10 aditivada con 1 % de a-tocoferol y (c) pelicula AIm/PVA/PU
70:20:10.

En la pelicula aditivada con 1% de a-tocoferol, se observa la aparicion de

un hombro a 1700 cm™, correspondiente a la deformacién del anillo de benceno
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de a-tocoferol (observado en el espectro del antioxidante puro a 1758 cm™),
corrimiento que podria estar indicando una interaccion a través de puentes de
hidrogeno entre el antioxidante y los componentes de la pelicula. Se puede
observar en la Figura una modificacion en la relacion de intensidades de las
bandas correspondientes a los grupos C-H (3000 a 2850 cm™), debido al aporte
de los diferentes grupos metilenos del antioxidante. También aparece una
pequefia banda proveniente del o-tocoferol a 1370 cm™, asignada a los
movimientos de flexion de los C-H (Anbinder, 2011; Anbinder y col., 2016).

3.8.3. Peliculas aditivadas con antifingicos

3.8.3.1. Peliculas aditivadas con sorbato de potasio

La caracterizacion de peliculas aditivadas con sorbato de potasio no se
llevé a cabo ya que se comprobd en primera instancia su capacidad antifungica
frente a las cepas de interés para los objetivos del trabajo, encontrdndose que

este compuesto no es efectivo (ver seccion 4.5.3.2).

3.8.3.2. Peliculas aditivadas con natamicina

Todos los ensayos de caracterizacibn de peliculas aditivadas con
natamicina se realizaron con natamicina Delvo®Cid XT1.

En la Figura 3.27 se muestra una fotografia de una pelicula conteniendo
natamicina al 1 % p/p. Como se puede observar, la pelicula no presenta poros ni
fisuras, y es homogénea. Esta caracteristica se mantuvo para todas las

formulaciones.
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Figura 3.27. Fotografia de una pelicula de Alm/PVA/PU 70:20:10 aditivada con 1

% de natamicina.

3.8.3.2.1. Contenido de humedad
En la Tabla 3.9 se muestra el contenido de agua residual en las peliculas

aditivadas con 1 % p/p de natamicina.

Tabla 3.9. Contenido porcentual de agua de peliculas con 1% p/p de

natamicina.
Formulaciéon Contenido de agua (%)
Alm/PVA 70:30 1 % nat. 9,9%
Alm/PVA/PU 70:25:5 1 % nat. 10,42
Alm/PVA/PU 70:20:10 1 % nat. 9,8°
Alm/PVA/PU 70:15:15 1 % nat. 10,2%

Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Todas las formulaciones presentaron un contenido de agua

estadisticamente similar cercano al 10 %.
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3.8.3.2.2. Grado de hinchamiento en el equilibrio

En la Tabla 3.10 se presentan los valores de grado de hinchamiento (%)

para las peliculas sin natamicina y con natamicina al 1 % p/p.

Tabla 3.10. Valores de grado de hinchamiento obtenidos para las distintas
formulaciones de peliculas con 1% p/p de natamicina (t=24 hs).

Formulacion Sin natamicina Con natamicina 1 % p/p
Alm/PVA 70:30 9,442 6,232
Alm/PVA/PU 70:25:5 9,61% 6,712
Alm/PVA/PU 70:20:10 7,46" 6,132
Alm/PVA/PU 70:15:15 6,12° 5,302

Letras iguales en cada columna indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Como se discutié anteriormente en la seccion 3.8.1.2.8., las peliculas sin
natamicina presentaron diferentes grados de hinchamiento en funcion del
reemplazo de PVA por PU, resultando en menores valores cuando las peliculas
tienen mayor proporcion de PU que tiene caracter hidrofébico. Las peliculas
conteniendo natamicina al 1 % p/p presentaron un comportamiento diferente en
dos sentidos: por un lado todas poseen valores estadisticamente iguales de grado
de hinchamiento; y por otro lado, esos valores son menores y estadisticamente
diferentes en todos los casos a sus correspondientes formulaciones sin
natamicina (comparacién no mostrada en la Tabla 3.10).

La presencia de un grupo carboxilico en el anillo y un grupo amino en el
resto de azucar le confiere a la natamicina un caracter anfétero, con un punto
isoeléctrico de alrededor de pH 6,5 (pKa 4-4,5, pKb 8,6) (Brik, 1981). La
natamicina también se presenta como anfifilica, explicado por un largo extremo
muy polar (grupo carboxilico y micosamina) y un anillo macrocicilio en el cual
cada lado tiene diferentes propiedades (rigidez e hidrofobicidad para la estructura
del tetraeno, flexibilidad e hidrofilicidad para el lado opuesto). Aunque se ha
estudiado que la natamicina no forma estructura auto-asociadas en agua (Koontz
y col., 2003), a diferencia de los antibioticos polienos con altos pesos moleculares
como la anfotericina o la nistatina, presenta un comportamiento intermedio y una

conformacion rigida que debe ser tenida en cuenta a la hora de analizar los
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resultados. Particularmente esto ultimo, sumado a su elevado peso molecular
(665,73 g/mol) limita considerablemente la solubilizacién de la natamicina en agua
o solventes. Por un lado, la presencia de grupos hidroxilo y grupos zwitteriénicos
(ion-dipolo) hace que la natamicina sea insoluble o levemente soluble en algunos
solventes como alcoholes, éteres, ésteres, hidrocarburos aromaticos o alifaticos o
cetonas. Por el otro lado, la solubilidad en agua es muy pobre (20-50 ppm),
principalmente a causa de la estructura de tetraeno, y puede ser mejorada por
disolucion en soluciones acidas o alcalinas con la natamicina siendo activa contra
hongos en el rango de pH entre 4 y 9. Sélo se han encontrado niveles de
solubilizacion elevados para algunos solventes polares como metanol,
dimetilsulféxido, glicerol y propilenglicol (Thomas, 1976; Brik, 1981).

La solubilidad y la naturaleza anfétera de la natamicina puede ser
comprendida si se mira este antibiético como dos cadenas: la cadena que
contiene los cuatro dobles enlaces es completamente hidrofébica, mientras que la
cadena con los dos grupos hidroxilo tiene una cara hidrofilica y una hidrofobica,
causando que la cadena sea anfifilica. El extremo polar de la cadena anfifilica
contiene los grupos carboxilo y micosamina. El otro extremo es mayormente no
polar con sélo un grupo hidroxilo. La natamicina forma una estructura cilindrica ya
gue se alinean los grupos hidroxilo de la cadena anfifilica entre si. El exterior del
cilindro es completamente no polar (Thomas, 1976).

Al observar los valores de grado de hinchamiento de las peliculas con y sin
natamicina, se ve que las que contienen natamicina absorben menos agua dado
que la parte hidrofilica de la molécula de natamicina probablemente interacciona
con la parte hidrofilica de las moléculas de almidén y PVA, haciendo que la

pelicula se torne mas hidrofébica.

3.8.3.2.3. Espectroscopia FTIR. Modo ATR

Los espectros presentados fueron obtenidos por ATR, excepto el de
natamicina que se obtuvo por transmision con pastilla de KBr. Las peliculas
cargadas con natamicina en cada formulacion se ensayaron del lado de la
pelicula que mostré contener mayor presencia de natamicina (ver seccion
4.5.1.3).
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Figura 3.28. Espectros FTIR de (a) Pelicula AIm/PVA 70:30, (b) Pelicula AIm/PVA

70:30 cara sustrato con 1 % natamicina, (c) Natamicina pura.

Para la pelicula AIm/PVA 70:30 en la cara sustrato conteniendo 1 % de
natamicina se observa en la Figura 3.28 un ensanchamiento de la banda de los
OH por el aporte de la natamicina que en esa zona tiene ademas la contribucion
de la deformaciéon del NH, a 3277 cm™. Luego a 1715 cm™ se observa la
contribucion del estiramiento de los carbonilos provenientes de los ésteres
conjugados del anillo de lactona de la natamicina. En la zona de los 1577 cm™ se
puede ver una banda que corresponde al estiramiento del doble enlace carbono-
carbono. También se destaca la banda correspondiente al anillo epoxi de la
natamicina a 1266 cm™ (Brik, 1981; Atta y col., 2012).
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Figura 3.29. Espectros FTIR de (a) Pelicula AIm/PVA/PU 70:25:5, (b) Pelicula

Alm/PVA/PU 70:25:5 cara aire con 1 % natamicina, (c) Natamicina pura.

Para el caso de las peliculas AlIm/PVA/PU 70:25:5 y Aim/PVA/PU 70:20:10
(Figuras 3.29 y 3.30), se observa al igual que para la Alm/PVA 70:30, la banda a
1715 cm™ y también se puede ver la aparicion de la banda alrededor de los 1577

cm™ correspondiente al estiramiento del doble enlace CH=CH.
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Figura 3.30. Espectros FTIR de (a) Pelicula AIm/PVA/PU 70:20:10, (b) Pelicula

Alm/PVA/PU 70:20:10 cara aire con 1 % natamicina, (c) Natamicina pura.

Para la formulacién Alm/PVA/PU 70:15:15 con natamicina al 1 % (Figura
3.31), entre los 3000 y 2800 cm™ se modifica el espectro mostrando cambios en
esta zona que corresponde al estiramiento de los grupos CH, observandose
particularmente el estiramiento de los grupos CH, a 2950 cm™. Al igual que para
las otras peliculas, se observa un incremento de la intensidad de la banda a 1715
cm™ correspondiente al estiramiento de los carbonilos de los ésteres conjugados
del anillo de lactona de la natamicina. También muestra cambios en la zona entre
1500 y 1600, donde para las otras formulaciones se observaba el estiramiento del
doble enlace C=H. Se puede observar la aparicién de una banda a 1266 cm™ que
corresponde a enlace epoxi entre C4 y Cs en la natamicina. A 1110 cm™ se
aprecia la aparicion de una banda que proviene del estiramiento asimétrico del
enlace C-OH (Brik, 1981; Atta y col., 2012).
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Figura 3.31. Espectros FTIR de (a) Pelicula AIm/PVA/PU 70:15:15, (b) Pelicula

Alm/PVA/PU 70:15:15 cara aire con 1 % natamicina, (c) Natamicina pura.
En todos los casos se observa la aparicion de bandas y corrimientos en el
espectro, indicativos de interacciones entre los componentes de la pelicula y la

natamicina (Cé y col., 2012; Bierhalz y col., 2013).

3.8.3.2.4. Espectrofotometria UV

Se conoce que los maximos de absorbancia para natamicina pura son a
281, 291, 304 y 319 nm (Brik, 1981). En la Figura 3.32 se presenta el espectro UV

para natamicina pura obtenido al 0,03 % en solucidén acuosa, entre 200 y 350 nm.
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Figura 3.32. Espectro de absorcion UV de natamicina en solucion acuosa.

Previamente se presentaron los espectros UV-visible para las peliculas

base (seccién 3.8.1.2.3), los cuales mostraron sélo un hombro correspondiente al

PVA alrededor de los 280 nm.
Los espectros en la zona UV de las peliculas AlIm/PVA 70:30, AIm/PVA/PU

70:25:5, AIm/PVA/PU 70:20:10 y AIm/PVA/PU 70:15:15 con 1 % natamicina y sin

ella se presentan en la Figura 3.33.
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Figura 3.33. Espectros UV de peliculas de AIm/PVA 70:30, Alm/PVA/PU 70:25:5,
Alm/PVA/PU 70:20:10 y AIm/PVA/PU 70:15:15 sin natamicina y con natamicina al
1 %.

Como se puede observar, cuando se adicioné natamicina a las peliculas se
encontraron en todos los casos los picos caracteristicos de la natamicina, aunque
con ligeros corrimientos relacionados con las interacciones entre los componentes

de la pelicula y la natamicina.

3.8.3.2.5. Propiedades térmicas
3.8.3.2.5.1. Calorimetria diferencial de barrido modulada (DSCm)

Las peliculas cargadas con natamicina al 1 % p/p no mostraron
modificaciones en las temperaturas de transicion vitrea con respecto a las

peliculas sin aditivar.
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3.8.3.2.5.2. Andlisis termogravimétrico (TGA)

La Tabla 3.11 muestra los valores de agua residual (%), temperatura inicial
de descomposicion (TID), indices térmicos Ts, Tso Y masa residual a 540°C para
peliculas aditivadas con natamicina al 1 % p/p.

Para todas las formulaciones, el contenido de agua residual fue de un 10 %
en peso aproximadamente, a diferencia de las peliculas sin natamicina que
mostraban una disminucion de este valor cuando se incorpora un 10 o 15 % de
PU en reemplazo de PVA. Estos resultados referidos al porcentaje de agua
residual de las peliculas estan en concordancia con lo encontrado en la seccion
3.8.3.2.1 al estudiar la humedad de las peliculas por secado en estufa. En otros
trabajos, se encontr6 que el efecto del agregado de natamicina depende
fuertemente de la naturaleza de la pelicula, encontrando que la humedad de
peliculas de pectina aumenté al incorporar natamicina, pero no hubo cambios

significativos en este parametro para peliculas de alginato (Bierhalz y col., 2012).

Tabla 3.11. Valores de agua residual (%), temperatura inicial de descomposicion
(TID), indices térmicos Ts, Tsoy masa residual a 540 °C de peliculas aditivadas

con 1 % de natamicina.

. Agua .
Composicion de las . TID Ts Tso Residuo
) residual
peliculas e  (°C) (°C) (Yop/p)
(%p/p)
Almidén/PVA 70:30 1 % nat 10,08  240,0* 105,8° 344,82 14,72

Almidon/PVA/PU 70:25:5 1 % nat 10,52  240,0® 96,73%° 347,0®® 10,3°

Almidéon/PVA/PU 70:20:10 1 % nat 10,2 233,5% 96,0®® 361,9° 13,8°

Almidon/PVA/PU 70:15:15 1 % nat 9,8% 234,0* 82,1° 350,0° 14,62

*TID: luego de la pérdida de agua.
*Masa residual a 540°C.

Letras iguales en cada columna indican medias iguales (test de Tukey a=0,05).

La masa residual a 540 °C presentdé un minimo para la mezcla AIm/PVA/PU
70:25:5, a diferencia de lo que sucedia con las peliculas sin aditivar en donde esta
mezcla presenté un maximo de residuo. Los valores para las otras formulaciones
son similares a los observados anteriormente para las mismas peliculas sin

natamicina.
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Bierhalz y col. (2013) encontraron que la adicién de natamicina como parte
de la solucion formadora de pelicula de alginato disminuy6 la TID en 10 °C, a
diferencia de lo que se observa para este caso donde la TID no vario para cada
formulacién con el agregado de natamicina.

Cuando se reemplaz6 PVA por PU, el indice Ts disminuyo, presentando el
valor minimo para las peliculas AIm/PVA/PU 70:15:15. Los valores de Ts para las
peliculas con PU estan dentro del rango de temperatura de pérdida de agua (60-
100 °C), mostrando que por un lado la naturaleza hidrofébica del PU facilita la
pérdida de agua en las muestras pero que, por otro lado, la naturaleza anfifilica de
la natamicina produce algunas variaciones en estos valores. Cuando hay
natamicina presente en la formulacién, se observd que la Ts disminuyo,
modificando el comportamiento de la estructura polimérica.

Para el indice térmico Tsp se observdO nuevamente un comportamiento
diferencial para la mezcla AIm/PVA/PU 70:20:10 con natamicina, pero en este
caso mostr6 un aumento de la estabilidad a diferencia de lo que ocurria sin
natamicina. Para las tres mezclas con PU en presencia de natamicina los valores
de Tsy Tso son estadisticamente iguales; pero en ambos casos hay una diferencia
estadistica con respecto a las peliculas sin PU.

3.8.3.2.6. Anédlisis de difraccion de rayos-X

A través del estudio de los diagramas de difraccion de rayos-X se estudio la
estructura de las peliculas. Para este estudio se compararon los diagramas de
difracciébn de rayos-X de peliculas base y peliculas con 0,1% y 1% p/p de
natamicina, con el objetivo de entender como la natamicina interactda con los
componentes de las peliculas. En las Figuras 3.34 a 3.37 se muestran los
espectros de pelicula base y peliculas aditivadas al 0,1 y 1 % para cada
formulacion de AIm/PVA 70:30, AIm/PVA/PU 70:25:5, Alm/PVA/PU 70:20:10 y
Alm/PVA/PU 70:15:15.
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(a) Alm/PVA 70:30
(b) AIm/PVA 70:30 0,1 % Nat.
(c) AIm/PVA 70:30 1 % Nat.

Intensidad (a.u.)
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Figura 3.34. Diagramas de difraccion de rayos-X para peliculas de AIm/PVA
70:30 y 70:30 conteniendo 0,1 y 1% p/p de natamicina.

(a) AIm/PVA/PU 70:25:5
(b) AIm/PVA/PU 70:25:5 0,1 % Nat.
(c) Am/PVA/PU 70:25:5 1 % Nat.

Intensidad (a.u.)
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2 theta (°)

Figura 3.35. Diagramas de difraccion de rayos-X para peliculas de AIm/PVA
70:25:5y 70:25:5 conteniendo 0,1 y 1% p/p de natamicina.
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(a) Alm/PVA/PU 70:20:10
(b) Alm/PVA/PU 70:20:10 0,1 % Nat.
(c) AIm/PVA/PU 70:20:10 1 % Nat.

Intensidad (a.u.)

Ly -
syl byt gt T b i "~ ol
I ! I ! 1 ! I ! I ¥ | ! I ' 1
5 10 15 20 25 30 35 40
2 theta (°)

Figura 3.36. Diagramas de difraccion de rayos-X para peliculas de AIm/PVA
70:20:10 y 70:20:10 conteniendo 0,1 y 1% p/p de natamicina.

(a) AIm/PVA/PU 70:15:15
(b) AIm/PVA/PU 70:15:15 0,1 % Nat.
(c) Alm/PVA/PU 70:15:15 1 % Nat.

Intensidad (a.u.)

2 theta (°)

Figura 3.37. Diagramas de difraccion de rayos-X para peliculas de AIm/PVA
70:15:15y 70:15:15 conteniendo 0,1 y 1% p/p de natamicina.
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En todos los casos se observa que al adicionar natamicina a la pelicula, la
estructura interna  se ve modificada, pudiendo detectarse sefiales
correspondientes a la forma cristalina del almidon. A mayor cantidad de
natamicina, mayor intensidad de las sefales, y, en algunos casos, presencia de
nuevas sefiales. El maximo a 20°, aparece con notoriedad para las peliculas
Alm/PVA 70:30, y conforme se reemplaza PVA por PU disminuye su intensidad.
Esta sefial corresponde al complejo amilosa-lipido, y suele ser mas notorio en
almidones de cereales, como el maiz (Casarrubias-Castillo y col., 2012).

La sefial con un maximo a 14,8° se vio maximizada con mayores
cantidades de PU, a diferencia de lo que se encontr6 al estudiar el
comportamiento cristalino de las peliculas de base.

La sefal a 17° se puede observar en las peliculas conteniendo tanto 0,1
como 1 % de natamicina, y s6lo se observa con mayor intensidad cuando esta
presente al 1 % de natamicina para las peliculas AIm/PVA/PU 70:15:15.

Por otra parte, se hizo evidente que conforme se reemplaza PU por PVA se
presenta un diagrama de difraccion con menos ruido, lo cual estaria indicando la

presencia de una estructura menos amorfa (Frost y col., 2009).

3.8.3.2.7. Propiedades mecénicas

Debido a cuestiones de disponibilidad de los equipos de DMA vy
texturometro para realizar los ensayos con las diferentes técnicas, para el analisis
de las propiedades mecanicas de las peliculas aditivadas se presentan

Gnicamente resultados del estudio empleando texturometro.

3.8.3.2.7.1. Con texturébmetro

Al igual que se hizo en secciones anteriores para los resultados de esta
técnica, la estadistica en todos los casos se presenta por patron de sombreado.
En la Figura 3.38 se presentan los resultados de tension maxima de ruptura para
peliculas conteniendo natamicina al 1 % y peliculas de base. En este caso
nuevamente se observa una gran dispersion en los resultados, pero de todas
formas se puede apreciar una gran caida del valor para las peliculas AIm/PVA
70:30 y AIm/PVA/PU 70:20:10 al agregar natamicina, seguramente porque la
natamicina esta perturbando las interacciones entre los componentes, reduciendo

la energia de cohesion y perjudicando por lo tanto la resistencia mecéanica. La
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reduccion de tensibn maxima puede ser atribuida a una modificacion en la
estructura polimérica por la incorporacion de agentes antimicrobianos (Bierhalz y
col., 2012). Varios autores han reportado una disminucion de la tension maxima al
incorporar un agente antimicrobiano a peliculas de biopolimeros: dos Santos Pires
y col. (2008) analizaron peliculas de celulosa con natamicina, Cha y Chinnan
(2004) estudiaron la incorporacién de nisina a peliculas de alginato y Pranoto y
col. (2005), evaluaron los efectos del sorbato de potasio y la nisina sobre las

propiedades mecanicas de peliculas de quitosano.
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Figura 3.38. Tensién maxima de ruptura (N/mm?) para peliculas de
Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con natamicina al
1 %. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Los resultados para el médulo elastico se pueden observar en la Figura
3.39. Para las formulaciones Alm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU 70:20:10 existe una

104



caida importante del valor de modulo eldstico, al igual que se observo con la
tensiobn maxima. Las peliculas AIm/PVA/PU 70:25:5 presentan también una caida
estadisticamente significativa del médulo elastico, pero en menor medida que las
anteriores. Por ultimo, las peliculas AIm/PVA/PU 70:15:15 no muestran una

diferencia significativa del valor del médulo.
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Figura 3.39. Mddulo elastico (MPa) para peliculas de AIm/PVA/PU 70:25:5,
70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con natamicina al 1 %. Letras iguales

indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).
En la Figura 3.40 se presentan los resultados de elongacion maxima de

ruptura porcentual obtenidos para las peliculas conteniendo natamicina

comparadas con las peliculas de base.
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Figura 3.40. Elongacién maxima de ruptura (%) para peliculas de AlIm/PVA/PU
70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con natamicina al 1 %. Letras

iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Los resultados de elongacion maxima presentan la misma tendencia que
los de tensibn maxima, con valores significativamente menores para las
formulaciones AIm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU 70:20:10 y sin cambios para las
demas. En una recopilacion de trabajos de peliculas aditivadas con
antimicrobianos, reportaron que es esperable encontrar cambios considerables en
las propiedades mecanicas ya que la adicion de estos aditivos lleva a la
modificacion de las caracteristicas fisicas (Bastarrachea y col., 2011). La pérdida
de integridad mecanica podria ser causada por un exceso de agente
antimicrobiano que no haya sido incorporado debidamente al polimero (Han,
2000).

106



3.8.3.2.8. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)
En la Tabla 3.12 a continuacion se presentan los valores de WVP

obtenidos para peliculas con y sin natamicina al 1 % p/p. En todos los casos la
comparacion estadistica se realizd por pares con y sin natamicina, no encontrado

diferencias significativas en ningun caso (a=0,05).

Tabla 3.12. Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de AlIm/PVA 70:30 y
Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con natamicina al
1 %.

WVP x 10 (g.s*.m™*.Pa™) Sin natamicina Con natamicina 1 %

Alm/PVA 70:30 0,065% 0,069°
Alm/PVA/PU 70:25:5 0,089? 0,076°
Alm/PVA/PU 70:20:10 0,081 0,062%
Alm/PVA/PU 70:15:15 0,103% 0,094°

Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Varios autores encontraron que el agregado de natamicina a peliculas de
biopolimeros como alginato o pectina incrementaba significativamente la
permeabilidad al vapor de agua (Pranoto y col., 2005; Bierhalz y col., 2012),
argumentando que en este tipo de peliculas, el pobre empaquetamiento de las
moléculas en la pelicula cargada con natamicina aumenté el volumen libre de la
estructura polimérica causando un aumento de permeabilidad. En algunos
trabajos también se presentan valores similares de WVP en presencia y ausencia
de natamicina como aditivo (Fajardo y col., 2010; da Silva y col.,, 2011). La
diversidad de los resultados refuerza el concepto de que la WVP depende

fuertemente de la composicion de la pelicula.

3.8.3.2.9. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electronica de barrido de secciones de crio-
fractura y de superficie de las peliculas cargadas con natamicina se muestran en
las Figuras 3.41y 3.42.

107



/4 \ 4
HV | mag |det| WD |spot| —— HV | mag |det| WD |spot
15.00kV|5.000x|ETD 0.2 mm| 4.5 IF - Fl- UNL 15.00kV|5.000x|ETD] 9.9 mm| 5.0

g |det| WD |spot] =——30ym—— WV | mag |det| WD |spot| —————30ym

ETD| 7.1 mm| 50 SeMFi-LIMF-FI-UNLP 1200kV|5000x|ETD| 89 mm| 50 SeMFi- LIMF - FI- UNLP )

Figura 3.41. Imagenes SEM (5000x) de cortes transversales de peliculas de (a)
Alm/PVA 70:30 con 1 % natamicina, (b) AIm/PVA/PU 70:25:5 con 1 % natamicina,
(c) AlIm/PVA/PU 70:20:10 con 1 % natamicina y (d) AlIm/PVA/PU 70:15:15 con 1 %

natamicina. Escala: 30 pm.

Se observan superficies lisas y sin huecos para todos los casos, sin
evidencia de separacion de fases, mostrando que la incorporacién de natamicina
al 1 % p/p no modificé la buena compatibilidad que existia previamente entre los
componentes de las formulaciones. No se observan cristales de natamicina en la
superficie, lo cual indica que la natamicina se incorpor6 completamente a la
dispersion polimérica.

La Figura 3.42 muestra las micrografias de la superficie de ambas caras de
peliculas AIm/PVA 70:30 con 1 % natamicina y AIm/PVA/PU 70:15:15 con 1 %

natamicina.
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Figura 3.42. Imagenes de SEM de superficie de peliculas de (a) AIm/PVA 70:30
con 1 % natamicina cara sustrato, (b) AIm/PVA 70:30 con 1 % natamicina cara
aire, (c) AlIm/PVA/PU 70:15:15 con 1 % natamicina cara sustrato y (d)
Alm/PVA/PU 70:15:15 con 1 % natamicina cara aire. Escala: 300 um.

En las imagenes de las superficies de ambas caras de las peliculas se
puede observar que la cara sustrato presenta una superficie lisa, que toma el
patron del material sobre el que estaba apoyado. En el caso de la cara aire se
observa una superficie irregular, con poros, pero sin presencia de cristales.

Algunos autores encontraron al analizar peliculas de almidon, celulosa,
metilcelulosa y alginato/quitosano conteniendo natamicina por SEM la presencia
de cristales de natamicina en los cortes y en las superficies, dada la baja
solubilidad de la natamicina (dos Santos Pires y col., 2008; Ture y col., 2009; da
Silva y col., 2011). En este trabajo se encontré una buena compatibilidad de la

natamicina con los componentes de la pelicula al estudiarlas con esta técnica.
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3.9. Conclusiones parciales

- Se obtuvieron peliculas compuestas por almidén en un 70 % y un 30 % de
mezclas de PVA y PU. Las peliculas compuestas presentaron mejoras en sus
propiedades mecanicas, ya que los componentes interactian entre si a través de
enlaces puente de hidrégeno, permitiendo buena miscibilidad entre ellos y
contribuyendo a la energia de cohesion.

- Los espectros FTIR evidenciaron que la interaccion ocurre entre las cadenas del
PU y los grupos —OH del almidén y del PVA.

- La incorporacion de PU en las formulaciones, ademas, provocé una mejora en
las propiedades de barrera ya que redujo el contenido de agua residual, el grado
de hinchamiento y la permeabilidad al vapor de agua por sus caracteristicas
hidrofobicas.

- Cuando se adicionaron antioxidantes a las peliculas, se obtuvieron buenas
peliculas con 1 % de a-tocoferol y con 3y 5 % de BHT. Cantidades mayores a 1
% de a-tocoferol llevaron a una separacion de fases del aditivo.

- El agregado de BHT produjo cambios en las propiedades mecanicas del
material, pero éstos no fueron muy importantes. Por el contrario, con a-tocoferol
los cambios fueron significativamente mayores.

- Al adicionar natamicina a las peliculas se encontrd, con las técnicas
espectroscopicas (FTIR, UV), que existen interacciones especificas entre los
componentes de base de las peliculas y la natamicina.

- La estructura interna de las peliculas se vio modificada por el agregado de
natamicina, pudiendo detectarse sefiales de difraccion de rayos-X
correspondientes a la forma cristalina del almidén. Con la adiciéon de natamicina al
0,1 % los cambios no fueron tan evidentes, comparado con lo observado con 1 %.
- Las imagenes por SEM de cortes transversales de peliculas aditivadas con
natamicina 1 % evidenciaron que no se modificé la buena compatibilidad que
existia previamente entre los componentes de las formulaciones.

- Las variaciones en las caracteristicas y propiedades de peliculas con natamicina
al 1 % son minimas, lo que permite concluir que las formulaciones aditivadas con
diez veces menos de natamicina (0,1 %) conforman un potencial recubrimiento

activo sin sacrificar las propiedades de las peliculas sin aditivar.

110



4. ENSAYOS EN SISTEMAS SIMULADOS Y REALES. ENSAYOS
MICROBIOLOGICOS

4.1. Introduccién

4.1.1. Migracidon en alimentos

Todos los envases o recubrimientos plasticos, ademas del polimero “base”,
contienen un numero de otras sustancias agregadas deliberadamente durante la
manufactura y procesamiento del mismo o bien de manera no-intencional en
forma de residuos provenientes del proceso de polimerizacion. El propio polimero,
al ser de alto peso molecular, inerte y con solubilidad limitada en sistemas
acuosos o grasos, es dificil que se transfiera al alimento en una cantidad
significativa. El interés de la “seguridad en el uso de envases/recubrimientos
plasticos” radica principalmente en la posible toxicidad de otros constituyentes de
bajo peso molecular presentes en el material final y que pueden migrar al
producto alimenticio durante el almacenamiento.

Como se dijo anteriormente estos compuestos no deseados pueden
provenir de dos fuentes:

1) Residuos de la polimerizacién, incluyendo mondmeros, oligbmeros,
catalizadores, solventes, emulsificantes y agentes de mojado, impurezas,
inhibidores y productos de descomposicion o de reacciones laterales.

2) Aditivos del proceso, tales como antioxidantes, agentes antibloqueo, agentes
antiestaticos, estabilizadores térmicos y UV, plastificantes, lubricantes, pigmentos,
cargas, fungicidas, entre otros.

Estos pueden ser agregados para facilitar el proceso o para mejorar las
propiedades y estabilidad del producto final, y pueden estar presentes en
cantidades variables, desde unas pocas partes por millon hasta porcentajes
cercanos a la unidad. Desde el momento en que los compuestos del primer grupo
son introducidos inadvertidamente, la Unica forma de reducir su contenido es
mediante la optimizacién del proceso de polimerizacion.

La migracion de aditivos desde los materiales de envase en contacto con
alimentos hacia el producto alimenticio, ha tomado mucha importancia desde

principios de los 80°s. Este creciente interés ha sido atribuido a la demostracion

111



del efecto carcinogénico en roedores y los potenciales efectos estrogénicos en
humanos, revelados por varios estudios toxicologicos sobre plastificantes de uso
comun en la industria del envase o recubrimiento. Esta incidencia indica que el
material mismo puede representar una fuente de contaminacién a través de la
migracion de diferentes sustancias hacia el alimento. Asi, las autoridades
regulatorias alrededor del mundo han reconocido que es necesario controlar estos
aspectos, y existe en muchos paises una legislacion extensa y en constante
actualizacion sobre estos temas (Lau y Wong, 2000).

Los procesos de migraciéon dependen de varios factores. Ademas de la
temperatura y del tamafio molecular de la especie que migra (migrante), la
estructura quimica y polaridad de cada compuesto condicionan su difusion a
través de la masa polimérica, razon por la cual moléculas diferentes (plastificantes
y antioxidantes por ejemplo) se comportan de forma muy distinta en el mismo
material, y por tanto, presentan migraciones muy diferentes. También la
naturaleza del polimero en el que difunden (grado de cristalinidad, densidad, etc.)
influye en el proceso de migracion. En consecuencia, no puede establecerse un
patrén general que permita evaluar la migracion especifica en todas las moléculas
y en todos los polimeros existentes (Nerin, 2002).

Katan (1996) ha definido la migracibn como “la transferencia de masa de
una fuente externa al producto envasado mediante un proceso submicroscopico”.
Las consecuencias basicas de dicha migracion son, basicamente:

- en el envase o recubrimiento, alteraciéon de las propiedades fisico-quimicas y
mecanicas del material por pérdida de componentes presentes inicialmente en el
mismo.

- en el producto, cambios en la composicion, por la incorporacion de sustancias
“‘migrantes” que pueden afectar sensiblemente sus caracteristicas sensoriales
modificando su calidad y aceptacion comercial, o que, en algunos casos, son de
caracter téxico para el organismo humano, limitando su aptitud para el consumo.

El primer aspecto puede tener algun interés tecnoldgico por afectar la
estabilidad del envase, pero no tiene incidencia en la calidad y salubridad del
alimento envasado, como si puede tener la incorporacion al mismo de

componentes del material por migraciéon (Catala y Gavara, 2002).
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4.1.2. Cuantificacion de la migracion

En principio, la migracion o, expresado de una manera mas rigurosa, la
extractabilidad de un compuesto de una matriz polimérica por un alimento, puede
ser determinado poniendo en contacto el polimero (de superficie conocida) con el
producto alimenticio bajo condiciones conocidas de temperatura y tiempo. Luego
utilizando una técnica analitica apropiada se cuantifica el compuesto de interés
presente en el alimento y, de esta manera calcular la migracion, la que
usualmente se expresa en términos de mg/dm?. Lamentablemente, en la préactica,
esta determinacion no es tan sencilla por varias razones (Catala y Gavara, 2002):
- los compuestos presentes en el material bajo analisis pueden ser desconocidos
y/o pueden haber sido degradados durante el procesamiento.

- muchos compuestos son dificiles de determinar analiticamente cuando se
encuentran en una matriz tan compleja como un alimento, en particular cuando se
encuentran en concentraciones muy bajas.

- se pueden extraer, junto con el compuesto de interés, otros migrantes o
compuestos del alimento, que interfieran y/o dificulten la cuantificacion.

- la mayoria de los alimentos son estables solo por un corto periodo de tiempo,
mientras que los datos de extractabilidad requieren estudios extensos en el
tiempo.

- las condiciones de ensayo no son faciles de definir, ya que las condiciones de
contacto en la practica varian mucho de acuerdo a la cadena de distribucion del
producto, cadena de frio, etc.

Es por estas razones que existen los denominados simulantes alimenticios
y condiciones de ensayo especificas para emular las condiciones de
almacenamiento que mas favorezcan la migracién hacia el alimento de un

determinado producto.

4.1.3. Clasificacion de alimentos, simulantes y condiciones de ensayo

El Cddigo Alimentario Argentino (CAA, 2014b) establece la clasificacion de
los alimentos y la asignacion de simulantes, para realizar los ensayos de
migracion sobre los mismos. Desde el punto de vista de la interaccion con los
envases y equipamientos plasticos, los alimentos se clasifican del siguiente modo:
- acuosos no acidos (pH > 4.5)

- acuosos acidos (pH < 4.5)
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- grasos (gque contienen grasas 0 aceites entre sus componentes)
- alcohdlicos (contenido de alcohol =2 5% (v/v))
- Secos

En el CAA se definen los siguientes simulantes para los ensayos de

migracion de envases y equipamientos plasticos en contacto con alimentos:

- Simulante A: agua destilada o desionizada.

- Simulante B: solucion de acido acético al 3% (m/v) en agua destilada o
desionizada.

- Simulante C: solucion de etanol al 10% (v/v) en agua destilada o desionizada,
concentracion que se ajustara al contenido real de etanol del producto en el caso
de que el mismo supere el 10% (v/v).

- Simulante D: solucién de etanol al 95% (v/v) en agua destilada o desionizada, o
isooctano, o MPPO (6xido de polifenileno modificado), segun corresponda;

- Simulante D’ (simulante equivalente al simulante D): aceites comestibles (aceite
de oliva, aceite de girasol, aceite de maiz) o mezclas sintéticas de triglicéridos.

En el caso de utilizarse simulantes de alimentos grasos en los ensayos de
migracion, segun el CAA corresponderan los siguientes: para los ensayos de
migracion total, simulante D (el que corresponda), o simulante D’; para los
ensayos de migracion especifica, simulante D (el que corresponda), o simulante
D’; para los ensayos de migracion de sustancias que confieren color en
materiales, envases y equipamientos plasticos que contengan colorantes en su
formulacion, aceite de coco.

Segun el tipo de alimento, los simulantes con los que se deberan realizar

los ensayos de migracién son los siguientes:
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Tabla 4.1: Tipo de alimento y simulante adecuado para los ensayos de migracion.

Alimento Simulante
Sdlo alimentos acuosos no acidos A
Solo alimentos acuosos acidos B
Soélo alimentos alcohdlicos C
Sdélo alimentos grasos DoD’
Alimentos acuosos no acidos y alcohdlicos C
Alimentos acuosos acidos y alcoholicos ByC
Alimentos acuosos no acidos conteniendo AyDoD’
grasas y aceites
Alimentos acuosos acidos conteniendo ByDoD’
grasas y aceites
Alimentos acuosos no acidos, alcohdlicos y grasos CyDoD’
Alimentos acuosos acidos, alcohdlicos y grasos B,CyDoD’

] No es necesario
Alimentos secos no grasos _
realizar el ensayo

Alimentos secos grasos DoD’

En los ensayos de migracion se debe realizar el contacto de los materiales
plasticos con el simulante, en las condiciones de tiempo y temperatura
seleccionados de modo de reproducir lo mas fielmente posible las condiciones
normales o previsibles de elaboracion, fraccionamiento, almacenamiento,
distribucion, comercializacion y consumo del alimento (CAA, 2014b).

Particularmente dentro de los simulantes grasos, el isooctano esta
recomendado para el caso de polimeros polares, el etanol (95%) para aquellos
no-polares y el MPPO para contacto a altas temperaturas. Por otro lado, segun el
tipo de alimento a envasar, se establecen para los simulantes D o D’ los llamados
“factores de reduccién”, usado convencionalmente para tener en cuenta la mayor
capacidad extractiva del simulante D o D’ respecto de la capacidad extractiva del
alimento en cuestion. Si el alimento a evaluar es un queso, el CAA recomienda

que se utilice un factor de reduccién de 3.
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4.2 Objetivos

En este capitulo los objetivos fueron:
- evaluar la efectividad de las peliculas aditivadas con antioxidantes en un sistema
simulado.
- estudiar mediante ensayos microbioldgicos la efectividad de los antifungicos
elegidos frente a cepas de interés.
- evaluar en el laboratorio la efectividad de las peliculas aditivadas
antimicrobianas frente a cepas de interés.
- determinar la efectividad de los recubrimientos funcionales sobre un alimento

testigo de alto contenido graso.
4.3 Materiales y métodos

4.3.1. Materiales

Se utilizaron los mismos materiales que se describieron en el capitulo
anterior. El isooctano fue de grado p. a. (Anedra), y el queso utilizado fue un
semiduro tipo Tybo marca Cayelac. Los agares Papa glucosado, Muéller Hinton y
Sabouraud glucosado utilizados fueron marca Brittania. Se utilizd6 natamicina
Delvo®Cid Salt y Delvo®Cid XT1, donadas gentilmente por Miguel Lombardo de

Grupo Harmony, Divisién “Food Specialties”.

4.3.2. Ensayos en peliculas

4.3.2.1. Absorcion de isooctano

Como se explicd anteriormente, el isooctano (2,2,4-trimetilpentano) es un
disolvente homologado por el CAA para su utilizacion como simulante graso.

Previo a los ensayos de migracion, se estudio la capacidad de absorcion
de isooctano de las peliculas base sin aditivos en frascos herméticos
sumergiéndolas en un volumen fijo del solvente (20 mL) a 25 °C y se hicieron

pesadas diarias hasta las 72 horas. El ensayo se realizo por duplicado.

4.3.2.2. Evaluacioén de la capacidad antioxidante de peliculas activas

Mediante el seguimiento de bandas de absorcion caracteristicas en el

espectro IR de un “alimento testigo”, se evalu6 el efecto antioxidante de las
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peliculas activas. Para este ensayo se utilizO aceite de oliva extra virgen
(corresponde a simulante D’ segun el CAA). Se colocaron 10 ml de aceite de oliva
extra virgen comercial “Nucete” en frascos de vidrio y se sumergio en los mismos
una pelicula de 4,5 cm de diametro y aproximadamente 60 um de espesor con las
diferentes concentraciones de BHT o a-tocoferol. La estabilidad oxidativa fue
ensayada a 60° C para llevar a cabo un proceso acelerado, evaluando también
una muestra sin aditivar a modo de control. También se prepararon 3 frascos
conteniendo aceite y la cantidad correspondiente a los porcentajes de
antioxidantes contenidos en la pelicula puros para evaluar el efecto maximo
posible de los mismos en contacto con el medio. A intervalos determinados de
tiempo, y previa agitacion, se tomaron muestras de cada frasco y se obtuvieron
los espectros FT-IR con el accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) de
ZnSe del equipo Nicolet 380 (EEUU). Los espectros vibracionales fueron
comparados entre ellos y con el de la muestra control a tiempo cero. Se estudi6 la
relacion de dos bandas, una constante en el tiempo y una variable para llevar a
cabo el seguimiento de la oxidacion del aceite. Las muestras se prepararon por

duplicado.

4.3.2.3. Estudio de la distribucién de natamicina en ambas caras de la pelicula

Mediante FT-IR con accesorio ATR se determiné la concentracion de
natamicina en ambos lados (aire y sustrato) de peliculas conteniendo natamicina
al 1 % para evaluar si la distribucion de ésta era homogénea o no. Para esto se
compararon los espectros de cada lado de la pelicula, observando
particularmente el pico a 1715 cm™ caracteristico del éster conjugado de
natamicina. Se trabajé con espectros de absorbancia, aplicando correccion de

linea de base y reduccion de ruido.

4.3.3. Aplicaciéon de recubrimientos activos sobre quesos

Para los ensayos con un sistema testigo se eligié un queso semiduro Tybo
comercial tipo barra marca “Cayelac” (Figura 4.1) (Cayelac, 2016). La eleccion de
este tipo de queso se hizo teniendo en cuenta que es un queso con un grado de
humedad distribuido homogéneamente en toda su masa (Bertola, 1982), que no
se modificaba considerablemente con el tiempo, y que, por lo tanto, permitié

realizar los ensayos con trozos obtenidos a partir de la barra.
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Por Porcion % VD por porcion
strition Facts Amount per Serving  perserving
Valor Energético / Energetic value 102 kcal o 424 kj 5%
Carbohidratos / Carbohydrates ' 05g 0.2%
Proteinas / Proteins 79 9%
Grasas Totales / Total fats 89 15%
Grasas Saturadas ! Saturated Fats 59 23%
Grasas Trans / Trans Fats 029 0%
Fibra Alimentania / Food fiber 0g 0%
Calcio / Calcium 165 mg 17 %
Sodio / Sodium 210 mg 9%

h

Figura 4.1. Caracteristicas del Queso Tybo marca Cayelac, empleado en los

ensayos.

4.3.3.1. Espesor de recubrimiento aplicado a queso

La determinacion del espesor final de las peliculas luego de la aplicacion
por inmersion, también se realiz6 con queso Tybo Cayelac, cortando cubos
pequefios de aproximadamente 3 cm x 3 cm x 1,5 cm. A fin de establecer una
clara diferencia entre la pelicula y la superficie del queso se utilizaron 3 colorantes
que se incorporaron en forma de solucién acuosa concentrada, a saber: negro de
eriocromo T, fucsina basica y cristal violeta.
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Se prepararon las dispersiones correspondientes a las peliculas 70:30,
70:25:5 y 70:15:15 de la forma habitual (seccién 3.5) pero sin incorporacién de
agua destilada. A continuacion se agrego la soluciéon del colorante concentrado (5
gotas de cada uno a cada mezcla). Luego las dispersiones se concentraron en
bafio a 70 °C con agitacion mecanica hasta eliminar aproximadamente el 28 % de
su peso inicial. En estas condiciones las dispersiones presentaron una mayor
viscosidad sin grumos, lo cual facilitd el proceso de incorporacion por capas sobre
el queso.

Se realizaron capas sucesivas por inmersion de los cubos de queso en las
dispersiones concentradas. Luego de cada inmersion se dejé escurrir el exceso, y
se coloco cada cubo sobre una placa siliconada. La placa se llevo a estufa de
conveccion forzada a 30 °C, y se hicieron volteos de los cubos cada 10-15
minutos para que todas las caras se secaran. Este proceso se repitié hasta lograr
cubrir todos los cubos con tres capas.

Posteriormente, se realizé un corte “limpio” a los cubos de queso para
poder visualizar la capa de colorante. Por ultimo, se utilizdé una lupa con aumento
10X, escala milimetrada y luz directa para fotografiar los limites de color. Para

determinar el espesor se utilizé el software Image-Pro Plus.

4.3.3.2. Ensayo de difusién de natamicina

El Cddigo Alimentario Argentino (CAA) establece que la natamicina es un
conservante permitido en superficie de quesos de muy alta, alta, mediana y baja
humedad, y no debe ser detectable a 2 mm de profundidad desde la “cascara”,
ademas de estar ausente en la masa (CAA, 2014a; CAA, 2014b).

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon dispersiones de
almidon/PVA/PU en proporciones 70:30, 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15, todas
conteniendo 1 % natamicina Delvo®Cid XT1, siguiendo las etapas previamente
explicadas en la seccién 3.5., con la salvedad de que no se llevo a cabo agregado
de agua destilada. Luego del agregado de todos los componentes, incluida la
natamicina solubilizada en agua de la misma forma antes expuesta en la seccion
3.5.5.2. se procedié a concentrar las mezclas por evaporacion a 70 °C en bafio
con agitacion mecanica, hasta lograr una pérdida de aproximadamente 28% p/p.
Luego las soluciones se llevaron a temperatura ambiente con agitacion magnética

en bafio de agua. Es necesario aclarar que en todos los pasos que incluian
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natamicina se mantuvieron las soluciones o mezclas en la oscuridad ya que la
molécula es muy sensible a la luz.

Para esta experiencia se utilizé también queso Tybo marca Cayelac, el cual
fue cortado en cubos de 3 cm x 3 cm x 3 cm. Se procedié a sumergir los cubos
de queso en las mezclas correspondientes, dejando escurrir el exceso para luego
colocarlos sobre una placa siliconada que fue llevada a una estufa de tiro forzado
a 30 °C. Cada 15 minutos se realizaron volteos de los cubos para asegurar que
todas las caras lograran secarse. Este proceso se llevd a cabo repetidamente
hasta cubrir los cubos con 3 capas. Para cada muestra se realizaron triplicados.

Los cubos recubiertos fueron colocados de manera individual en bolsas
plasticas para quesos y termoselladas al vacio con un equipo Vacuumed Saver
(Food Saver, Tila, Italia), y luego se colocaron en camara a 10 °C durante 75 dias
(Figura 4.2). El objetivo fue permitir la difusién de natamicina al interior del queso
(si esto ocurriera), durante un periodo de tiempo equivalente al de la maduracion
y distribucion de un queso semiduro, que oscila entre los 60 y los 90 dias,

dependiendo del tamafio del queso.

Figura 4.2. Fotografia de un cubo de queso recubierto con la formulacion
Alm/PVA/PU 70:25:5 conteniendo 1 % de natamicina, envasado al vacio.
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Para determinar si la natamicina difundié y logro penetrar mas de 2 mm de
profundidad en la masa del queso, se procedié segun la técnica de De Ruig y col.
(1987), que se corresponde parcialmente con la norma ISO 9233 (2013b),
también utilizada por Vierikova y col. (2015).

En primera instancia se procedio a remover la parte exterior de los cubos
de quesos a 2 mm de profundidad, y luego se corté el remanente en piezas de 0,5
cm?y se mezclaron para homogeneizar la masa. Luego se pesaron 5 + 0,01 g de
muestra y se colocaron en un Erlenmeyer de 100 mL. Se agregaron 50 mL de
metanol puro (MeOH) y se mantuvo con agitacion magnética durante 90 min, para
después agregar 25 mL de agua destilada. Para precipitar las grasas, se colocé el
Erlenmeyer en freezer a -18 °C, y se dej6 durante una hora. Se procedio a filtrar el
extracto frio con embudo Buchner y kitasato, utilizando un papel Whatman N° 3, y
se descartaron los primeros 5 mL. El extracto se llevé a temperatura ambiente, y
luego se filtr6 empleando una jeringa con filtro de nylon de 0,45 pum. Por udltimo se
filtr6 a través de un filtro de 0,2 um tipo FG con jeringa de vidrio.

Para la determinacion espectrométrica por UV-visible se hicieron medidas
entre 200 y 800 nm, utilizando como blanco una solucion MeOH:H,0 en relacién
2:1. Se midi6 la absorbancia del minimo a 311,5 nm, y de los maximos a 318 y
329 nm, bandas de absorcion caracteristicas de la natamicina.

Para las curvas de calibracion correspondientes se utilizé una solucion
madre de 37,5 ppm de natamicina en MeOH:H,O0 en relacion 2:1, y se realizaron

diluciones sucesivas.

4.3.4. Ensayos microbioldgicos

4.3.4.1. Aislamiento de colonias de Penicillium spp de quesos

Se procedi6 a aislar cepas de Penicillium spp a partir de quesos
enmohecidos de dos salas de maduraciéon de quesos, una perteneciente a la
Catedra de Agroindustrias de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la
Universidad Nacional de La Plata; la otra procedente del colegio Agrotécnico Don
Bosco Uribelarrea de la provincia de Buenos Aires.

Para esto se procedio a raspar la superficie de los quesos con un hisopo
estéril y luego se llevé a cabo el proceso para aislar e identificar las cepas de la
siguiente manera (Pitt, 1991):

1) Se tomaron muestras con bisturi estéril de la cascara de quesos.
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2) Se sembraron en tubos en pico de flauta con Agar Sabouraud glucosado
y cloranfenicol (250 mg/L).

3) Se incubaron a 25-28 °C, durante 10 dias.

4) Se repicaron las cepas mas representativas a Agar Papa glucosado y
Czapek-Dox. A partir de estos cultivos, se realizaron estudios macro y
micromorfolégicos a través de las caracteristicas de colonias gigantes y

microcultivos.

4.3.4.2. Estudio de sensibilidad de las peliculas frente a Penicillium spp.

Se trabaj6é con un total de seis peliculas de diferente composicién. Todas
las peliculas fueron inoculadas con una suspension 0,5 escala de Mc Farland, que
es equivalente a 1,5 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL con
Penicillium spp 1 y spp 2. Posteriormente, las peliculas fueron incubadas en
distintas condiciones de temperatura y humedad, como se detalla a continuacion:
1) Placas con agar al 2 % sobre el cual se depositaron las peliculas.

2) Placas con un papel embebido en agua destilada estéril dentro de las
cuales se colocaron las peliculas sobre un soporte de vidrio simple y otro doble
(geometria tipo “sandwich”).

Por otra parte, las seis peliculas fueron expuestas en placas durante 1 hora
al ambiente (sin inoculacion) y luego fueron incubadas a temperatura ambiente, a
28 °C durante 45 dias.

Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

En la Figura 4.3 se pueden observar las placas con soporte de vidrio simple
y tipo “sandwich” a tiempo cero conteniendo peliculas de almidén puro. En el
fondo de la placa se observa un papel embebido en agua destilada para otorgar
humedad al ambiente. Los numeros “1” y “2” corresponden a los puntos de

inoculacion de las cepas.
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Figura 4.3. Peliculas de almidoén: a la izquierda a tiempo cero sobre soporte de
vidrio simple, a la derecha sobre soporte tipo sandwich.

4.3.4.3. Evaluacioén de la capacidad antimicrobiana (antimicogramas)

En este ensayo se evalud la capacidad antimicrobiana de la natamicina
Delvo®Cid Salt (con 50 % NaCl) en concentraciones 0,1; 0,2 y 0,3% y de sorbato
de potasio al 1, 2 y 3 % frente a las distintas cepas aisladas de quesos semiduros
de Penicillium spp.; y también frente a las cepas de hongos ambientales que
crecieron sobre la superficie de las peliculas incubadas en frio Alternaria sp.,
Fusarium sp., Aspergillus Niger sp., Mucor sp. y Cladosporium sp.

Para realizar los antimicogramas se utiliz6 agar Mieller -Hinton (Comité de
la OMS para la normalizacion de las pruebas de susceptibilidad) y se llevé a cabo
el ensayo segun el método de Kirby-Bauer:

1) Se emplearon placas de 9 cm de diametro, y se agregaron 15 mL de medio
de cultivo por placa.

2) Se colocd un in6culo de 0,5 pyL de la cepa en concentraciéon 0,5 de la
escala de Mc Farland (1,5 x 10° ufc/mL) y se lo esparcié en forma homogénea
sobre la superficie con un aplicador estéril.

3) Con ayuda de un sacabocados se realizaron 3 pocillos en cada caja con
agar, en las cuales se colocaron los antimicrobianos en las 3 concentraciones.

4) Las placas fueron incubadas cerradas a 25-28 °C durante 96 hs.
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4.3.4.4. Evaluacion de desemperiio antifingico de peliculas cargadas con

natamicina

Las peliculas se obtuvieron como se explicé previamente en la seccion 3.5.
La natamicina utilizada en este caso fue la Delvo®Cid XT1 con 50 % de goma
xantica.

Se diluyeron colonias de cada una de las tres cepas de Penicillium spp,
hasta obtener una concentracion equivalente al patron 0,5 de Mc Farland. La
inoculacion de las placas de agar Mdueller Hinton se realiz6 adicionando un
volumen de 0,5 uL de la solucién de cada hongo Penicillium spp. a la superficie
del agar, para ser distribuida con un aplicador estéril en forma homogénea sobre
toda su superficie. Una vez inoculadas las placas de agar, se procedio a depositar
en la superficie los discos correspondientes a las muestras y a los controles
negativos. El control positivo y el PU se colocaron en forma liquida en pocillos
realizados en el agar: la natamicina en solucién al 0,1 % y el PU en dilucién al 50
%. Las placas se llevaron a incubacion a una temperatura de 25-28 °C durante 96
horas. Transcurridas las 96 horas, las placas fueron retiradas de la incubadora y
se procedid a realizar las mediciones de los halos de inhibicion de los controles y
las muestras. Todas las muestras fueron estudiadas por duplicado.

4.3.5. Ensayos de conservacion de gueso en condiciones de maduracién

Para llevar a cabo estos ensayos, se prepararon dispersiones de
almidén/PVA/PU en proporciones 70:30, 70:25:5 y 70:15:15, y mezclas 70:30 y
70:25:5 conteniendo 1% de natamicina y 0,1 % de natamicina respectivamente,
siguiendo las etapas previamente descriptas en la seccion 3.5. Luego, al igual que
en la seccidon 4.3.3.1. se procedié a concentrar las mezclas por evaporacién a 70
°C en bafo con agitacion mecanica, hasta lograr una pérdida de peso de
aproximadamente 28 % vy las soluciones obtenidas se llevaron a temperatura
ambiente y se realiz6 el agregado de la solucién de natamicina en los casos
correspondientes. En todos los pasos que incluian natamicina se mantuvieron las
soluciones 0 mezclas en la oscuridad.

Para cada una de estas experiencias se utilizd queso Tybo marca Cayelac,
el cual fue cortado en trozos de 5 cm x 6 cm x 2 cm. Se procedié a sumergir los

cubos de queso en las mezclas correspondientes, de la misma forma que en la
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seccién 4.3.3.1, hasta cubrir los cubos con 3 capas. Para cada muestra se
realizaron duplicados.

Los cubos recubiertos se colocaron en un ambiente controlado con
aproximadamente 80 % de humedad relativa con una solucién saturada de NaCl y
KCl a 10 °C, condiciones correspondientes a la maduracion de este tipo de
quesos, y se realiz6 un seguimiento fotografico diario de la superficie, para
evaluar aparicion y proliferacion de mohos.

El primer ensayo con 1 % de natamicina se llevé a cabo con el objetivo de
evaluar si existia un efecto significativo al adicionar natamicina a las
formulaciones en el desarrollo de hongos superficiales en las muestras, para

luego avanzar a ensayar con la cantidad acorde a las exigencias del CAA.

4.4. Anédlisis estadistico

En los casos correspondientes, los resultados fueron analizados mediante
analisis de varianza (ANAVA) y expresados como la media + desviacion estandar.
Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un nivel de significacién

a = 0,05, utilizando el programa InfoSTAT.

4.5 Resultados y Discusion

4.5.1. Ensayos en peliculas

4.5.1.1. Absorcién de isooctano

Se llevé a cabo un seguimiento del peso de las peliculas de Alm/PVA/PU
en sus tres formulaciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15. En la Tabla 4.2 a

continuacion se detalla el seguimiento de las peliculas.
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Tabla 4.2. Evolucién del peso de las peliculas de AIm/PVA/PU sumergidas
en isooctano a lo largo del tiempo.

Peso de la pelicula (g)

0 hs 24 hs 48 hs 72 hs

Alm/PVA/PU 70:25:5 0,0117% 0,0118* 0,0117* 0,0117%

Alm/PVA/PU 70:20:10 0,0125* 0,0125% 0,0127% 0,01282

Alm/PVA/PU 70:15:15 0,0121* 0,0122% 0,01222 0,0123°

Letras iguales indican medias iguales en la misma fila (Test de Tukey, a=0,05).

Luego de 72 hs a 25 °C las peliculas estaban integras, sin aumento de
peso y por lo tanto no absorbieron isooctano, lo que demuestra que el isooctano
es un simulante graso adecuado para evaluar el desempefio de las peliculas en

ensayos de liberacién de principios activos.

4.5.1.2. Evaluacién de la capacidad antioxidante de peliculas activas

El aceite de oliva extra virgen es una mezcla compleja compuesta en un 98
% de triglicéridos, y en un 2 % por sustancias insaponificables. Esta materia
insaponificable esta compuesta por escualeno (aproximadamente 50 %),
esteroles (1000-2000 mg/kg), alcoholes terpénicos y alifaticos, metilesteroles,
tocoferoles y compuestos volatiles que aportan al aroma y al sabor (mas de 150).
El acido graso mayoritario (entre 53 y 80 %) es el acido oleico monoinsaturado
con 18 atomos de carbono (Navarra y col., 2011).

En este ensayo, para estudiar si las peliculas activas podrian ejercer un
efecto antioxidante, se trabajé con la relacion de intensidades de maximos de
absorcién (absorbancia) a 3006 cm™ y 2854 cm™ del espectro infrarrojo. Segun
Rohman y Che Man (2013), durante una oxidacion acelerada de aceite de maiz a
160 °C, la sefial a 3008 cm™ decrece en funcién del tiempo debido a la
disminucién de enlaces cis alilicos (C=CH). Por otro lado, estos autores remarcan
que los picos a 2923 y 2854 cm™ resultaron inalterados durante el proceso; es por
esto que se eligié el maximo a 2854 cm™ en este ensayo como pico de referencia
para calcular la relacion entre absorbancias. Van de Voort vy col. (1994)

reportaron que la sefial a 3011 cm™ (también asignada a la vibracién de

126



estiramiento de los dobles enlaces cis del C-H) para aceite de cartamo oxidado de
forma acelerada sobre un cristal de ZnSe a 75 °C disminuye progresivamente. En
la Figura 4.4 se puede observar la disminucién en transmitancia de la sefal en el
espectro ATR-FTIR a 3006 cm™ luego de 42 dias de ensayo, y cémo la banda a

2854 cm™ se presenta sin cambios (las sefiales fueron convertidas a absorbancia
para los calculos).
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Figura 4.4. Espectro ATR-FTIR de aceite de oliva extra virgen puro al inicio y al

final del ensayo acelerado de oxidacion.

En la Figuras 4.5, 4.6 y 4.7 se muestran los valores obtenidos luego de 42
dias de almacenamiento a 60 °C para la relacion de absorbancias de las sefales
mencionadas Asposcm-1/A2854cm-1 Para aceite de oliva extra virgen puro, aceite de
oliva conteniendo concentraciones de 3 y 5 % p/p de BHT y 1 % p/p de a-
tocoferol, y para peliculas de AIm/PVA/PU en relaciones 70:25:5, 70:20:10 y
70:15:15 de base y conteniendo BHT al 3 y 5% p/p y a-tocoferol al 1%p/p.

En general, se evidencido que las peliculas de base no tuvieron ninguna
influencia en el proceso oxidativo, ya que cuando se las colocdé en aceite el

resultado fue el mismo que para el aceite de oliva puro.
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Figura 4.5. Relacion Asooscm-1/A2854 cm-1 Para aceite de oliva puro, aceite de oliva
conteniendo una concentracion de 1 % p/p de a-tocoferol, y para peliculas de
Alm/PVA/PU en relaciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y conteniendo
a-tocoferol al 1 % p/p; luego de 42 dias de almacenamiento a 60 °C. Letras

iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Se puede observar en la Figura 4.5 que el a-tocoferol al 1 % p/p adicionado
directamente sobre el aceite de oliva no tuvo un efecto antioxidante, dado que la
relacion de absorbancia entre las sefiales estudiadas se mantuvo igual a la del
aceite de oliva puro. Las peliculas conteniendo esa cantidad de a-tocoferol
tampoco ejercieron un efecto antioxidante; esto podria deberse a que, mas alla de
si se liber6 total o parcialmente, la cantidad de componente activo no fue
suficiente para lograr un efecto significativo.
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Figura 4.6. Relacion Aszooscm-1/A2854 cm-1 Para aceite de oliva puro, aceite de oliva
conteniendo una concentracion de 3 % p/p de BHT, y para peliculas de
Alm/PVA/PU en relaciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y conteniendo
BHT al 3 % p/p; luego de 42 dias de almacenamiento a 60 °C. Letras iguales

indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).
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Figura 4.7. Relacion Asooscm-1/A2854 cm-1 Para aceite de oliva puro, aceite de oliva
conteniendo una concentracion de 5 % p/p de BHT, y para peliculas de
Alm/PVA/PU en relaciones 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y conteniendo
BHT al 5 % p/p; luego de 42 dias de almacenamiento a 60 °C. Letras iguales

indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).

Con respecto a las Figuras 4.6 y 4.7, en el caso del BHT puro tanto al 3
como al 5 %, se encontré que cuando se lo adicioné directamente sobre el aceite
de oliva se evidencié un efecto antioxidante dado que la relacion de absorbancia
de las bandas 3006/2854 cm™ fue mayor con respecto a la presentada por el
aceite de oliva puro. El efecto fue mayor estadisticamente cuando se adicioné un
5 % (comparacion estadistica no mostrada).

Se encontr6 que ninguna de las peliculas conteniendo BHT (tanto al 3

como al 5 %) pudo ejercer su efecto antioxidante sobre el aceite de oliva. En este
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caso, al haber podido comprobar que el BHT en esas cantidades podia tener un
efecto antioxidante significativo, se llegé a la conclusion de que las moléculas de
BHT estaban interaccionando fuertemente con la matriz polimérica, de forma tal
gue no pudieron ser liberadas. La forma de incorporacion del aditivo modifica su
disponibilidad, como fue reportado recientemente por Pardini y col. (2015). En
este caso, dada la naturaleza de la matriz y de los aditivos antioxidantes no se
disponia de estrategias alternativas de incorporacion (en la dispersion o por
inmersion): la incorporacion dentro de la dispersion formadora de pelicula hace
que el aditivo forme parte de la morfologia de la pelicula, interaccionando

fuertemente e impidiendo eventualmente su liberacién.

4.5.1.3. Estudio de la distribucién de natamicina en ambas caras de la pelicula

Para verificar si la natamicina se encontraba distribuida homogéneamente
en la pelicula, se realizé una comparacion de los espectros de absorcién por FT-
IR con el accesorio ATR de ambas caras, estudiando particularmente la
contribucion de la banda del estiramiento de los carbonilos provenientes de los
grupos ésteres conjugados del anillo de lactona de la natamicina a 1715 cm™.

Del andlisis para las peliculas de AIm/PVA 70:30, se puede concluir que la
presencia de natamicina en la cara sustrato es mayor que la cantidad presente en

la cara aire (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AlIm/PVA

70:30 conteniendo 1 % de natamicina.

Para las peliculas 70:25:5 y 70:20:10 la tendencia se invierte (Figuras 4.9 y
4.10), siendo la cantidad de natamicina mayor en la cara aire que en la cara
sustrato. Estas peliculas tienen un mayor componente hidrofébico debido al
reemplazo de parte del PVA por PU, lo que lleva a que la natamicina se distribuya
preferentemente hacia la cara aire. Si bien la natamicina es anfifilica, por su
estructura tiene un caracter mas hidrofébico, tal como lo indica su limitada
solubilidad en agua (Thomas, 1976; Brik, 1981).

132



---- Natamicina (transmision)

------- Alm/PVA/PU 70:25:5 cara aire (ATR)
------- Alm/PVA/PU 70:25:5 cara sustrato (ATR)
— Alm/PVA/PU 70:25:5 (transmision)

=

Absorbancia

T T
1800 1700 1600 1500

NUmeros de onda (cm™)

Figura 4.9. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AIm/PVA/PU

70:25:5 conteniendo 1 % de natamicina.

Cuando soOlo hay PVA en la formulacion, la natamicina tiende a migrar
hacia el sustrato cuando el frente de agua que se evapora avanza hacia la cara
aire. En cambio, cuando se encuentra PU presente, el medio posee una
caracteristica mas hidrofébica y por tal razén la natamicina es mas afin a la matriz
y por ende se encuentra mejor distribuida, con lo cual al evaporarse el agua

podria quedar con una distribucion preferencial en la cara aire.
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Figura 4.10. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AIm/PVA/PU

70:20:10 conteniendo 1 % de natamicina.

Para las peliculas de AIm/PVA/PU 70:15:15 se puede observar una
tendencia similar a la que presentaron las peliculas AIm/PVA/PU 70:25:5 vy
70:20:10, como se puede observar en la Figura 4.11, aunque en este caso existe
en la zona de interés una contribucion al espectro de absorcion proveniente del

PU que dificulta la observacion del efecto puro de la adicion de natamicina.
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Figura 4.11. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AIm/PVA/PU

70:15:15 conteniendo 1 % de natamicina.

La modificacion de la distribucion de la natamicina en la pelicula como
consecuencia de la incorporaciéon del PU, podria ser de utilidad cuando se quiere
lograr una distribucion asimétrica en la matriz polimérica. Esto permitiria reducir el
contenido total del aditivo y disponerlo selectivamente en la interfase con el
sustrato.

4.5.2. Aplicacion de recubrimientos activos sobre quesos

Existen diferentes alternativas a la hora de estudiar la efectividad de un
recubrimiento o envase activo. Algunos autores utilizan quesos fabricados en su
propia planta, mientras otros autores realizan ensayos con porciones peguefas
de queso con el fin de evaluar de forma preliminar la eficiencia de su material,
aplicando una pelicula en contacto con el cubo de queso (Fajardo y col., 2010;
Hanusova y col., 2010). Para el trabajo actual, se decidio trabajar con cubos de

gueso semiduro Tybo como sistema testigo, pero aplicar el material a estudiar en
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forma de recubrimiento, de forma tal de dar un paso mas en la evaluacion de lo
que seria una potencial aplicacion en industria.

Se ha estudiado que el método de aplicacidén del recubrimiento activo tiene
una gran influencia sobre los resultados posteriores: es conveniente conseguir el
mayor contacto posible entre la superficie del queso y el recubrimiento, ya que
esto tiene una influencia directa sobre la eficiencia de migracién del compuesto

activo (HanusSova y col., 2012; Bierhalz y col., 2013).

4.5.2.1. Espesor de recubrimiento

En primera instancia, se intentdé completar las capas sucesivas mediante
aplicacion con pincel (pintado) pero no resultd eficiente, por lo que finalmente se
decidié hacerlo por inmersién de los cubos de queso en las dispersiones
concentradas. La solucion de negro de eriocromo T se desestabilizé al cubrir los
quesos (indicado en la Figura 4.12), por lo que se decidi6 descartar estas
muestras.

Para la determinacién del espesor de los recubrimientos, entonces, se
trabajé en esta instancia con los quesos recubiertos con mezclas conteniendo
cristal violeta ya que fue el que mostro limites mas definidos y con menos difusion

hacia el interior del queso.

¥
}

L TILXTPIT N C-NISALETA SN0

Figura 4.12. Fotografias de trozos de quesos recubiertos con peliculas

et Tha.

dopadas con diferentes colorantes.

Se llevaron a cabo las mediciones del espesor del recubrimiento
obteniéndose un espesor promedio de 55+5 um como resultado de tres capas
sucesivas por inmersion, lo cual resultd similar al espesor de pelicula que se

obtuvo por casting para las peliculas que se estudiaron con técnicas de
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caracterizacion de materiales. Por este motivo se decidié trabajar para los
ensayos aplicados con este sistema.

En la Figura 4.13 se muestran imagenes de los cubos de queso recubiertos
con solucion de cristal violeta y se observa el limite del recubrimiento al realizar

un corte.

S N S ————y

Figura 4.13. Cubos de queso Tybo recubiertos con dispersién polimérica con
colorante cristal violeta y corte de los mismos para medir espesor del

recubrimiento aplicado.

4.5.2.2. Ensayo de difusion de natamicina hacia la masa de queso semiduro

En primera instancia, se obtuvieron los extractos de queso en MeOH:H,0
para cada muestra. De Ruig y col. (1987) plantearon la posibilidad de, luego de
obtener un extracto del queso, estudiar la presencia de natamicina por via
espectrométrica con UV, mientras que la norma ISO 9233 (2013a; 2013b) y
Vierikova y col. (2015) propusieron como alternativa de mayor sensibilidad
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concentrar los extractos y estudiarlos por HPLC-espectroscopia de masa
acoplados. Para nuestro objetivo la sensibilidad de la técnica con espectrometria
UV fue adecuada ya que se trabajo con un limite de deteccion de 0,5 mg
natamicina/kg de queso.

Previamente, se realizaron las curvas de calibracién correspondientes al
minimo de absorbancia a 311,5 nm, y también para los maximos a 318 y 329 nm,
eligiendose como mejores ajustes las curvas para 311,5y 329 nm.

Para obtener el “blanco” se utilizé6 una solucion de MeOH:H,0 en relacion
2:1. Previamente se llevé a cabo la corroboracion de que esta solucién era un
“buen blanco”, ya que se realiz6 el procedimiento para obtener un extracto de un
queso sin recubrimiento, y el espectro obtenido fue igual al de la solucidn
MeOH:H,0 (no mostrado).

En la Figura 4.14 se muestran los resultados obtenidos para el contenido
de natamicina en la masa del queso luego de descartar los 2 mm superficiales de
cubos de queso recubiertos con mezclas concentradas de AIm/PVA 70:30 y
Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 conteniendo 1 % de natamicina.
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=
g3 : :
g - T
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E b
T 27 T
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£
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O T T T T
Alm/PVA Alm/PVA/PU Alm/PVA/PU Alm/PVA/PU
70:30 70:25:5 70:20:10 70:15:15

Figura 4.14. Contenido de natamicina en la masa del queso expresado como mg
de natamicina/kg de queso para cubos de queso recubiertos con mezclas de
Alm/PVA 70:30 y AIm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 aditivadas con 1 % de

natamicina. Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05)
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En todos los casos se encontr6 natamicina en la masa y se pudo
cuantificar. Los recubrimientos de AIm/PVA/PU mostraron menor liberacion de
natamicina que la mezcla AIm/PVA. Dentro de las mezclas ternarias, la que
mostré menor difusion de natamicina fue la 70:25:5. Las interacciones entre los
componentes de la pelicula y la natamicina, y la naturaleza anfotera y anfifilica de
la natamicina en si (Brik, 1981), determinan en cada caso un comportamiento
diferente en cuanto a la difusion de natamicina hacia la masa del queso. El
caracter hidrofobico del PU puede limitar la difusion de la natamicina que, a pesar
de ser considerada anfifilica, presenta, como ya se indicd, un caracter mas
hidrofébico por su estructura (Thomas, 1976).

Segun el CAA, a 2 mm de profundidad no deberia detectarse natamicina
presente. EI CAA también establece como condicion que en la superficie de un
queso no debe aplicarse natamicina en una relacién mayor a 1 mg/dm? de
superficie. Se decidi6 entonces evaluar el desempefio de recubrimientos sobre
queso conteniendo 0,1 % de natamicina ademas de los que contienen 1 %, de
forma tal de estudiar no solo si los recubrimientos son efectivos sino también la
efectividad que tendria un recubrimiento que puede ser aplicado cumpliendo los
requisitos del CAA.

4.5.3. Ensayos microbioldgicos

4.5.3.1. Aislamiento de cepas

Una préctica interesante a la hora de evaluar la efectividad de un
recubrimiento para quesos es realizar los estudios con microorganismos aislados
directamente de ambientes relacionados: salas de maduracion, salas de
elaboracion, o directamente de la superficie de quesos enmohecidos (Basilico y
col., 2001; HanuSova y col., 2010; HanuSova y col., 2012; Moatsou y col., 2015).
En este trabajo se recurrié a la aislacion de hongos de la superficie de quesos
enmohecidos provenientes de salas de maduracién, obteniéndose tres cepas de
Penicillium: spp 1, spp 2 y spp 3. Estos microorganismos son potenciales
productores de micotoxinas peligrosas para la salud (Hocking, 1997; Basilico y
col., 2001; HanuSova y col., 2012).
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4.5.3.2. Estudio de sensibilidad de las peliculas frente a Penicillium spp.

En este estudio se encontré que en las placas inoculadas e incubadas a 28
°C con las cepas de Penicillium spp no hubo biodeterioro visible importante. Sin
embargo, en las placas incubadas en frio se observd un enmohecimiento con
Penicillum spp y contaminacion de mohos ambientales (Fam. Dematiaceae;
Clase Deuteromycetes) siendo las mas frecuentes Alternaria sp y Cladosporium
sp (Figura 4.15). Con menor frecuencia, se aislaron Aspergilus Niger sp, Fusarium

sp y Mucor sp.

Figura 4.15. Pelicula AIm/PVA 70:30 sobre agar con crecimiento de

hongos ambientales Alternaria sp y Cladosporium sp.

En la Tabla 4.3 se presentan los resultados de crecimiento de
microorganismos para peliculas sobre vidrio simple, doble vidrio tipo “sandwich” y
agar al 2 %, a 28 °C y en frio a 4-6 °C. La escala utilizada fue de “-” a “+++”,

donde “-” simboliza que no hubo crecimiento y “+” simboliza crecimiento, a mayor

namero de simbolos, mayor crecimiento.
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Tabla 4.3. Crecimiento de microorganismos para peliculas de Almidon puro
(Alm), PVA puro (PVA), AIm/PVA 70:30 y AIm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y

70:15:15, expuestas al ambiente y sobre vidrio simple, doble vidrio tipo sandwich

y agar al 2%, a 28 °C y en frio a 4-6 °C inoculadas con Penicillium spp 1y spp 2.

Peliculas expuestas al ambiente sin inocular durante 45 dias

ALM

PVA

70:30

70:25:05

70:20:10

70:15:15

Peliculas
expuestas al

ambiente

+++

+++

+++

+++

Peliculas inoculadas con Penicillium spp 1y spp

2 durante 45 dias

ALM

PVA

70:30

70:25:05

70:20:10

70:15:15

Peliculas en
placa,
incubadas a
28°C,

“sandwich”

++

++

+++

+++

+++

Peliculas en
placa,
incubadas a
28°C, simple

+++

+++

+++

Agar 2%, 28°C

+++

+++

+++

+++

+++

Peliculas en
placa,
incubadas en

frio, “sandwich”

++

+++

+++

+++

++

Peliculas en
placa,
incubadas en

frio, simple

++

+++

++

Agar 2%
incubadas en

frio

+++

+++

+++

+++

+++
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Cuando se detectd crecimiento fungico, simbolizado con simbolos “+”, en
todos los casos correspondié a desarrollo de la cepa inoculada de Penicillium spp
en conjunto con mohos ambientales. Para las peliculas expuestas al ambiente,
so6lo se registré crecimiento de mohos ambientales, dado que no hubo inoculacién
de las peliculas. Estos mohos ambientales encontrados en todas las muestras
que presentaron crecimiento fungico fueron aislados y analizados posteriormente.
En este ensayo, solo las peliculas de PVA puro no tuvieron desarrollo microbiano.
Todas las muestras que contenian almidon evidenciaron crecimiento de hongos
cuando se las expuso al ambiente en un ambiente de alta humedad.

Con respecto a las peliculas inoculadas con cepas de Penicillium spp, las
peliculas de PVA puro solo desarrollaron mohos cuando se incubaron a 28 °C en
placa. Contrariamente, las peliculas de almidén puro mostraron un alto grado de
desarrollo fungico en agar, pero no tanto sobre vidrio simple o en “sandwich”. En
general, todas las peliculas que contenian almidén mostraron un gran desarrollo
fungico luego de 45 dias en agar, tanto en frio como a 28 °C, posiblemente
porque el agar constituy6 una superficie hUumeda en contacto directo.

Las peliculas AIm/PVA 70:30 y AIm/PVA 70:25:5 en los sistemas con vidrio
mostraron gran crecimiento. En cambio, las peliculas AIm/PVA/PU 70:20:10 y
70:15:15 desarrollaron gran crecimiento a 28 °C en vidrio tipo “sandwich” pero no
tanto en vidrio simple.

Se debe considerar que todas las muestras estaban expuestas a
ambientes de alta humedad, ya fuera por la presencia de un papel humedo en la
base de las cajas o por el agar en si, lo cual sumado a la temperatura de 28 °C en
algunos casos, ofrecia buenas condiciones para el desarrollo de mohos, dado que
ademas las peliculas estan conformadas en un 70 % por almidon. Es interesante
observar que, en algunos casos, en los sistemas tipo “sandwich” hubo mas
desarrollo de mohos que en los sistemas de vidrio simple, para una misma
muestra: una vez que el moho colonizé la pelicula, se desarroll6 mejor en un
ambiente limitado entre dos superficies.

Con respecto a lo sucedido a lo largo de los 45 dias de ensayo (datos no
mostrados en la Tabla 4.3), las muestras incubadas en frio tardaron mas en
mostrar desarrollo fungico: cuando las peliculas incubadas a 28 °C evidenciaban

crecimiento de mohos, las placas en frio no, y esta condicion se mantuvo hasta el
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dia 20 del ensayo. Para cuando se alcanzaron los 30 dias de ensayo, algunas
placas en frio mostraban también desarrollo.

Es evidente que el factor temperatura fue determinante para retrasar el
desarrollo de mohos, aunque para el final del estudio todas las muestras que
contenian almidon mostraron crecimiento de hongos. Esto es importante si se
piensa en una potencial maduracion de quesos en una sala a 13 °C, que ofreceria

un ambiente intermedio entre las dos condiciones ensayadas.

4.5.3.3. Evaluacioén de la capacidad antimicrobiana (antimicogramas)

Se utilizaron dos tipos de natamicina, ambas al 50 %, una con 50 % de
NaCl, y la otra con 50 % de goma xantica. La natamicina Delvo®Cid Salt en
concentraciones de 0,1; 0,2 y 0,3 % (Figura 4.16) posee actividad inhibitoria frente
a Penicillium spp, siendo mayor a mayor concentracion de antifungico. Estas
concentraciones utilizadas son superiores a las CMI propuestas por De Boer y
Stolk-Horsthuis (1977). La capacidad inhibitoria de la natamicina Delvo®Cid XT1
se evaluo en conjunto con las peliculas cargadas, y se muestra en la Figuras 4.21
a 4.24 en la seccion 4.5.3.4. Se encontré que la natamicina con goma xantica
posee mayor capacidad inhibitoria que la que contiene NaCl; esto puede deberse
a que la mezcla XT1 permite una distribucibn mas homogénea y una mejor
dispersién en agua de la natamicina en la solucién a 40 °C, y por lo tanto también
en la dispersion empleada para la preparacion de las peliculas. Por este motivo,
se eligié la Natamicina Delvo®Cid XT1 para evaluar el desempefio de peliculas
cargadas.

El Sorbato de K en solucion acuosa al 1% inhibe en forma escasa, mientras
que al 2-3 % posee casi la misma actividad frente a Penicillium spp; aunque entre
las 72 y 96 horas, las placas fueron invadidas totalmente por la cepa en estudio,
perdiendose completamente la efectividad del sorbato como antifingico (Figura
4.16). En conclusion, el sorbato de potasio perdié accion fungistatica a las 96 hs,
y por este motivo se descarté como potencial antifingico para dopar o aditivar las

peliculas.

143



Sorbato de K Natamicina

Figura 4.16. Placa inoculada con Penicillium spp 1 luego de 96 hs de incubacion
con (a) sorbato de potasio en solucién al 1, 2y 3 % y (b) natamicina en solucion al
0,1,0,2y0,3 %.

En las Figuras 4.17 a 4.20 se pueden observar los antimicogramas de las
diferentes cepas de Penicillium spp y de mohos ambientales estudiados contra

natamicina Delvo®Cid Salt luego de 96 hs de incubacién.

Penicillium spp 1 Penicillium spp 2

——

0,2y 0,3 %.
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Penicillium spp 3 Fusarium sp

Figura 4.18. Antimicogramas para Penicillium spp 3 y Fusarium sp con

natamicina al 0,1, 0,2y 0,3 %.

Alternaria sp

0,1 %]

Figura 4.19. Antimicogramas para Cladosporium sp y Alternaria sp con

natamicina al 0,1, 0,2y 0,3 %.
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Mucor sp Aspergillus Niger sp

Figura 4.20. Antimicogramas para Mucor sp y Aspergillus Niger sp con
natamicina al 0,1, 0,2y 0,3 %.

Se puede observar que para todas las muestras la inhibicion se hace
mayor conforme se incrementa la cantidad de natamicina en solucién y en todos
los casos, la solucién de natamicina al 0,3 % mostré halos de inhibicion definidos.
Para concentraciones menores, hubo variacién en la eficiencia de la inhibicion del
crecimiento de cada hongo destacandose como poco efectiva la concentracién de
0,1 % frente a Alternaria sp y Aspergillus Niger sp.

Por dltimo, en base a los resultados obtenidos, se asumié que la
natamicina Delvo®Cid XT1 también seria efectiva frente a las cepas de mohos

ambientales.

45.3.4. Evaluacion de desemperio antifingico de peliculas cargadas con

natamicina

Como se puede observar comparando las Figuras de la seccién 4.5.3.2y la
4.5.3.3, la natamicina en solucién acuosa al 0,1 % con goma xantica posee mayor
capacidad inhibitoria que la que contiene NaCl; y por este motivo, se eligi6 la
Natamicina Delvo®Cid XT1 para evaluar el desempefio de peliculas cargadas
frente a Penicillium spp. En las Figuras 4.21 a 4.23 se presentan los resultados
obtenidos para placas incubadas conteniendo Penicillium spp frente a peliculas
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control, peliculas conteniendo natamicina al 0,1 % y soluciones de natamicina y
PU.

Figura 4.21. Halos de inhibicién de peliculas (a) Alim/PVA 70:30, (b) AIm/PVA/PU
70:15:15 y (c) AIm/PVA/PU 70:25:5 aditivadas con 0,1% de natamicina; (d) PU al
50 %, (e) natamicina al 0,1 % p/p y (f) pelicula control AIm/PVA 70:30 frente a
Penicillium spp 1.

Figura 4.22. Halos de inhibicion de peliculas (a) AIm/PVA 70:30, (b) Aim/PVA/PU
70:15:15 y (c) AIm/PVA/PU 70:25:5 aditivadas con 0,1% de natamicina; (d) PU al
50 %, (e) natamicina al 0,1 % p/p y (f) pelicula control AIm/PVA/PU 70:15:15
frente a Penicillium spp 2.
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Figura 4.23. Halos de inhibicién de peliculas (a) Alim/PVA 70:30, (b) AIm/PVA/PU
70:15:15 y (c) AlIm/PVA/PU 70:25:5 aditivadas con 0,1 % de natamicina; (d) PU al
50 %, (e) natamicina al 0,1% p/p y (f) pelicula control AIm/PVA/PU 70:25:5 frente

a Penicillium spp 3.

En la Tabla 4.4 se presentan los resultados para los valores de halos de
inhibicién medidos. Las peliculas control no presentaron halos de inhibicién por lo

gue no se incluyen los datos en la tabla.

Tabla 4.4. Diametros de halos de inhibiciébn (mm) para peliculas de Alm/PVA
70:30, Alm/PVA/PU 70:25:5, AIm/PVA/PU 70:15:15 aditivadas con 0,1 % de
natamicina; PU y natamicina al 0,1 % p/p en solucion.

Halos de inhibicién en mm

Penicillium Penicillium Penicillium

PELICULAS spp 1 spp2 spp 3
Alm/PVA 70:30 0,1 % Nat 29,52 27,5% 31°
AIm/PVA/PU 70:25:5 0,1 % Nat 26,52 30° 312
AIm/PVA/PU 70:15:15 0,1 % Nat 29° 28,5% 32,52
Poliuretano puro* 40,5° 49,5% 50,5¢
Natamicina 0,1 % solucién 44" 44" 43,5

* Datos de un ensayo previo

Letras iguales indican medias iguales (test de Tukey, a=0,05).
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Estos resultados mostraron que:

- La natamicina en solucién al 0,1 % tiene un efecto inhibitorio significativo sobre
las 3 cepas de Penicillium spp estudiadas, y este efecto es igual para todas las
cepas.

- EI PU puro aplicado en dispersion acuosa también presenta un efecto inhibitorio
significativo frente a las 3 cepas estudiadas, aunque este efecto fue mayor contra
Penicillium spp 2 y spp 3 que contra Penicillium spp 1.

- La natamicina en solucion al 0,1 % tiene un efecto inhibitorio similar al PU en
dispersion frente Penicillium spp. Se destaca el PU frente a Penicillium spp 3
como mas efectivo.

- Las peliculas cargadas con natamicina al 0,1 % mostraron un efecto inhibitorio
significativo, aunque menor al que mostraron tanto la natamicina en solucion en la
misma concentracion como el PU en dispersion. Este efecto fue el mismo
estadisticamente para todas las formulaciones de peliculas frente a las 3 cepas.
Las interacciones entre los componentes que conforman la pelicula producen que
la natamicina esté menos disponible para actuar cuando se la incorpora en las
peliculas como compuesto activo.

Hanuvosa y col. (2012) estudiaron la liberacién de natamicina desde films
de PVC conteniendo una cantidad de natamicina que resulta en la superficie del
queso 7,1 mg/dm? en placas de Petri conteniendo hongos aislados de la
superficie de un queso blando (Penicillium spp. y Cladosporium spp.,
principalmente), encontrando halos de inhibicion para todas las cepas frente a la
pelicula activa. De Oliveira y col. (2007) ensayaron peliculas a base de celulosa
de 33 y 95 um de espesor conteniendo natamicina entre 0,2 y 4 %, frente a una
cepa de Penicillium roquefortii, encontrando que se necesitdo un minimo de 2 %
de natamicina en las peliculas de 33 um para un control efectivo y que las
peliculas de 95 um resultaban poco flexibles y no se adherian al agar. Estos
autores también destacan la importancia de estudiar la diferencia entre la
efectividad de la natamicina en solucion y la natamicina contenida en una pelicula

polimérica.

4.5.4. Ensayos de conservacion de queso en condiciones de maduracion

Los ensayos de conservacion de cubos de queso testigo se llevaron a cabo

utilizando las siguientes muestras (Figura 4.24):
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Sin

recubrimiento
(control)
Almiddn/PVA:70/30

Queso Tybo

\ Con

recubrimiento

Almiddn/PVA:70/30 +
Natamicina

Almidén/PVA/PU: 70/25/5

/IN

Almidon/PVA/PU: 70/25/5 +
Natamicina

Almidén/PVA/PU:70/15/15

Figura 4.24. Esquema de trabajo para el ensayo de conservacién con cubos de

gueso con recubrimiento.

Tanto en las muestras control como en las que poseen recubrimiento sin
natamicina se comenzé a observar crecimiento de hongos al dia 5. Para el
ensayo con natamicina al 1 % se tomd como dia de referencia el dia 6, en el cual
se puede observar desarrollo de hongos superficiales avanzado en las muestras
sin natamicina y aun no en las que contenian natamicina. Para el ensayo con 0,1
% de natamicina, se tomo el dia 5 como referencia ya que fue el Unico en el que

se encontrd desarrollo sélo en los quesos sin natamicina.

45.4.1. Con natamicina al 1 % p/p en las formulaciones

En las Figuras 4.25, 4.26 y 4.27 se muestran fotos de los cubos de
queso sin recubrimiento, y con recubrimientos AIm/PVA 70:30, AIm/PVA 70:30
con 1 % de natamicina, AlIm/PVA/PU 70:15:15, AlIm/PVA/PU 70:15:15 con 1 % de
natamicina, AIm/PVA/PU 70:25:5 y AIm/PVA/PU 70:25:5 con 1 % de natamicina,

todas al dia 0 (izquierda) y al dia 6 del ensayo (derecha).
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Figura 4.25. Quesos control sin recubrimiento y quesos con recubrimiento y

Alm/PVA/PU 70:15:15 al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de

almacenamiento (derecha).

En la Figura 4.25 se muestran los resultados para los quesos control sin
recubrimiento y para los quesos recubiertos con la formulaciéon Alm/PVA/PU
70:15:15. Los quesos con recubrimiento de Alm/PVA/PU 70:15:15 mostraron un
efecto antifungico/fungistatico, ya que el crecimiento fue menor que para los
qguesos recubiertos con formulacién Alm/PVA 70:30 y que para el control sin
recubrimiento; este efecto también fue evidente pero en menos medida para la
formulacion AIm/PVA/PU 70:25:5 (ver Figura 4.27). Es interesante remarcar que
en este caso se pudo evidenciar un efecto antifingico de la presencia de PU en
las peliculas, a pesar de que en la seccion 4.5.3.4 las peliculas control no
mostraron un efecto antifungico. Cuando se realiza un ensayo de desempefio

frente a microorganismos la concentracion utilizada es mucho mayor, lo que
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seguramente impidié que se pudiera observar el efecto de la presencia de PU en
ese ensayo.

Figura 4.26. Quesos con recubrimiento AIm/PVA 70:30 y AIm/PVA 70:30 con 1 %

de natamicina al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de

almacenamiento (derecha).

En la Figura 4.26 se puede observar que los quesos con recubrimiento de
almidon y PVA 70:30 mostraron un mayor crecimiento de hongos en la superficie
que aquellos quesos que no tenian recubrimiento (control “sin nada”). Esto puede
deberse a que ambos componentes de la mezcla resultan sustratos propicios para
los microorganismos. Cuando se adiciono natamicina al 1 % a esta formulacion se
evidencio el efecto antifiungico de la natamicina y al dia 6 todavia no habia
crecimiento de hongos en la superficie. Este efecto se mantuvo hasta el dia 8 de
almacenamiento, mostrando ademas un desarrollo mas lento de los hongos sobre

la superficie de los quesos con el pasar de los dias.
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Figura 4.27 Quesos con recubrimiento AIm/PVA/PU 70:25:5 y Alm/PVA/PU:

70:25:5 con 1 % de natamicina al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis

dias de almacenamiento (derecha).

En la Figura 4.27 podemos ver que cuando se incorpora natamicina a la
formulaciéon AIm/PVA/PU 70:25:5, el efecto antifungico es completo adn al dia 6.
En estos quesos con natamicina también se observo la aparicion de hongos al dia
8 de almacenamiento, y éstos fueron de desarrollo méas lento. Por lo tanto, los
recubrimientos con natamicina al 1% mostraron una mejora en el tiempo de
conservacion de aproximadamente un 60 %.

La discusion de estos resultados, junto con los obtenidos con
recubrimientos conteniendo 0,1 % de natamicina se realizara en la seccion

siguiente luego de presentar los datos completos.
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4.5.4.2. Con natamicina al 0,1 % p/p en las formulaciones

En las Figuras 4.28, 4.29 y 4.30 se presentan los resultados obtenidos de
forma similar a la utilizada en la seccién anterior. La diferencia con el ensayo
presentado en la seccién 4.5.4.1 fue la utilizacibn de una menor cantidad de

natamicina en las formulaciones para cumplir con las especificaciones del CAA.

Figura 4.28. Quesos control sin recubrimiento y quesos con recubrimiento y

Alm/PVA/PU 70:15:15 al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de cinco dias

de almacenamiento (derecha).

En este caso se observaron algunas similitudes con los ensayos con
natamicina al 1 %: los quesos recubiertos con la formulacién Alm/PVA/PU 70:30
presentaron mayor desarrollo de hongos en la superficie que aquellos sin
recubrimiento (control); los recubrimientos que contenian PU mostraron un efecto
fungicida/fungistatico ya que el desarrollo fungico en la superficie de los cubos
recubiertos con estas formulaciones fue menor que para el control.
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Figura 4.29. Quesos con recubrimiento AIm/PVA 70:30 y Alm/PVA 70:30 con 0,1
% de natamicina al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de cinco dias de

almacenamiento (derecha).

Los sistemas con natamicina (Figuras 4.29 y 4.30) retrasaron la aparicion de
hongos en la superficie de los quesos, aunque en este caso la mejora obtenida en
el tiempo de conservacién sin aparicion de hongos en la superficie de los quesos
fue de un 30 %. Considerando que la cantidad adicionada en este ensayo es 10
veces menor que la que se utilizé en la seccion anterior, es importante destacar
gue la eficiencia de la natamicina como antifingico no es una funcion lineal de su
concentracion. Por ultimo, se observé que a esta concentracién la natamicina
también mostré un efecto de ralentizacion en el crecimiento de los hongos una

vez comenzado su desarrollo.
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Figura 4.30. Quesos con recubrimiento AIm/PVA/PU 70:25:5 y AlIm/PVA/PU:
70:25:5 con 0,1 % de natamicina al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de

cinco dias de almacenamiento (derecha).

4.5.4.3. Discusién de resultados

Existen diversos métodos para aplicar natamicina en la conservacion de
quesos para evitar el crecimiento de hongos superficiales indeseables y/o
potencialmente peligrosos. En la industria nacional una practica comdn es rociar
la superficie de los quesos con una solucion de natamicina, esto lleva a que no
exista control de la cantidad de compuesto activo por unidad de superficie, de la
cantidad de natamicina que puede migrar hacia el interior del queso ni de la
efectividad del tratamiento. Reps y col. (2002) estudiaron el uso de Delvo®Cid
para proteger quesos semiduros frente al crecimiento de hongos superficiales por
distintos métodos de aplicacion: inmersién de queso en salmuera conteniendo
natamicina, inmersion en suspension acuosa de natamicina (antes o después de
la salmuera), recubrir quesos con polivinil acetato conteniendo natamicina en

156



capas con y sin cera, envasar quesos con peliculas que fueron sumergidas en
solucién de natamicina y envasar quesos luego de la inmersién en solucién de
natamicina con bolsas al vacio. Los resultados mostraron que el contenido de
natamicina se agota en el tiempo, y que esta pérdida depende de las condiciones
de aplicacion de la misma: el mayor tiempo de presencia de natamicina se obtuvo
cuando se aplicaron 3 capas de polivinil acetato conteniendo natamicina y una
capa de cera final. De Oliveira y col. (2007) demostraron, en concordancia con
estos resultados, que el uso de un recubrimiento en capas conteniendo
natamicina resulta en una menor cantidad de natamicina en la cascara del queso
que si se aplica la natamicina directamente en solucién. La eficiencia de una
pelicula antimicrobiana depende, entonces, de la cantidad de natamicina liberada,
de la calidad del contacto entre el queso y la pelicula, de las propiedades de
barrera de las peliculas y de las condiciones en la sala de maduracion.

En bibliografia se puede encontrar una variedad de trabajos de
conservacion de quesos blandos, semiduros y duros con recubrimientos o
peliculas activas (sintéticas o de fuentes naturales) conteniendo natamicina. En la
mayoria de los casos se obtienen buenos resultados de conservacién en funcién
de los tiempo de maduracién del tipo de queso propuesto (Var y col., 2006; de
Oliveira y col., 2007; Fajardo y col., 2010; HanuSova y col., 2012; Yangilar y
Yildiz, 2016).

En el caso del presente trabajo debe considerarse que los recubrimientos
se evaluaron en condiciones de maduracion de 80 % de humedad relativa 'y a 13
°C, conteniendo natamicina en una cantidad que logréd inhibir el crecimiento de
hongos en la superficie pero que mantuvo este efecto en un corto plazo. A pesar
de que el método de aplicacién en tres capas sucesivas conteniendo natamicina
en su formulacion parece ser adecuado para obtener los mejores resultados, es
posible que el espesor final no sea el 6ptimo para poder lograr una conservacion
de los quesos en un plazo méas extenso (cercano al tiempo de maduracion
correspondiente a un queso de estas caracteristicas). Por otra parte, los ensayos
se llevaron a cabo con porciones de queso con el objetivo de realizar un ensayo
tentativo de la efectividad de los recubrimientos activos, pero para poder conocer
la efectividad real en condiciones de maduracion deberia llevarse a cabo un
ensayo con hormas de queso enteras, basandose en los resultados obtenidos en

estas secciones.
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4.6 Conclusiones Parciales

- Dada la no absorcion de isooctano por parte de las peliculas AIm/PVA/PU, se
concluye que el isooctano es adeuado como potencial simulante graso para
evaluar el desempefio de las peliculas. Lamentablemente, la cuantificacion de
natamicina liberada hacia isooctano no se pudo concretar con las técnicas
espectroscopicas disponibles.

- Las peliculas conteniendo 1 % de a-tocoferol no ejercen efecto antioxidante;
esto puede deberse a que el compuesto antioxidante no se libera de las peliculas,
0 bien a que, aunque se libere total o parcialmente, la cantidad empleada no es
suficiente para lograr un efecto antioxidante significativo.

- Las peliculas aditivadas con BHT, tanto al 3 como al 5 %, no pueden ejercer su
efecto antioxidante sobre el aceite de oliva extra virgen, ya que las moléculas de
BHT estan interaccionando fuertemente con la matriz polimérica, de forma tal que
no pueden ser liberadas para ejercer su efecto antioxidante.

- El espesor promedio de los recubrimientos sobre queso fue de 555 um.

- Para las peliculas con natamicina, la presencia de natamicina en la cara sustrato
es mayor que la cantidad presente en la cara aire para la formulacion Alm/PVA
70:30, mientras que para las peliculas conteniendo PU la tendencia se invierte.

- En placas incubadas en frio se observd un enmohecimiento con Penicillium spp
y también contaminacién de mohos ambientales: Alternaria sp, Cladosporium sp,
Aspergilus Niger sp, Fusarium sp y Mucor sp.

- Al estudiar la difusiébn de natamicina hacia la masa del queso cuando se lo
recubrié con mezclas cargadas al 1 %, se encontrd en todos los casos presencia
del antifungico. Por este motivo se decidié estudiar la eficacia de recubrimientos
conteniendo natamicina al 0,1 %, cumpliendo con la condiciéon del CAA de 1
mg/dm? de queso.

- Las peliculas cargadas con natamicina al 0,1 % muestran un efecto inhibitorio
frente a Penicillium spp significativo. Este efecto es el mismo estadisticamente
para todas las formulaciones de peliculas frente a las 3 cepas y menor al que
muestran tanto la natamicina en solucion en la misma concentracion como el PU
en dispersion. Las interacciones entre los componentes que conforman la pelicula
pueden hacer que la natamicina esté menos disponible para actuar en las

peliculas activas.
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- Los recubrimientos con natamicina al 1 % sobre queso mostraron una mejora en
el tiempo de conservacién de aproximadamente un 60 %, mientras que los que
contenian 0,1 % mostraron una mejora del 30 %. La eficacia de la natamicina en

funcién de su concentracion no fue por lo tanto una funcion lineal.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Se obtuvieron peliculas compuestas con un contenido minimo de 70 % de
almidén. El restante 30 % se completdé con PVA o mezclas de PVA y PU en

diferentes proporciones.

Las peliculas compuestas conteniendo PU presentaron mejoras en sus

propiedades mecanicas respecto a la pelicula conformada por almidén y PVA.

La incorporaciéon de PU en las formulaciones, provocé una mejora en las

propiedades de barrera.

Cuando se adicionaron antioxidantes a las peliculas, se obtuvieron peliculas
homogéneas con 1 % de a-tocoferol y con 3 y 5 % de BHT. Cantidades

mayores a 1 % de a-tocoferol llevaron a una separacion de fases del aditivo.

Las caracteristicas y propiedades de peliculas con natamicina no se vieron
modificadas en forma sustancial, lo que permiti6 concluir que las
formulaciones aditivadas con natamicina conforman un potencial

recubrimiento activo con propiedades similares a las peliculas sin aditivar.

Las peliculas cargadas con natamicina al 0,1 % mostraron un efecto
inhibitorio significativo frente a diversas cepas de Penicillium spp aisladas de
la superficie de quesos enmohecidos y frente a diversas cepas de mohos

ambientales.

Los recubrimientos con natamicina al 1 % sobre queso mostraron una mejora
en el tiempo de conservacion de aproximadamente un 60 %, mientras que los
que contenian 0,1 % mostraron una mejora del 30 %. La eficacia de la

natamicina en funcién de su concentracién no es una funcion lineal.
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6. TRABAJOS FUTUROS

Completar la caracterizacion con determinaciones de &ngulo de contacto,
permeabilidad al oxigeno y permeabilidad al diéxido de carbono.

Estudiar si hay difusion de natamicina hacia la masa del queso cuando se
recubre con formulaciones al 0,1 % de natamicina.

Estudiar la liberacion de natamicina desde la matriz de las peliculas.
Ampliar ensayos con cepas de hongos de otros establecimientos/regiones.

Realizar ensayos de eficiencia de peliculas aditivadas en hormas enteras
de queso.

Ensayar sistemas en capas con y sin antifingico: primero dos capas sin
natamicina y por Gltimo una capa final con natamicina mas concentrada.

Evaluar peliculas activas en otros tipos de quesos (enteros o procesados
como queso en hebras) y/o en otros alimentos.

Ensayar sistemas AIm/PU, en particular 90:10 y 85:15.

Utilizar plastificantes poliméricos alternativos a poliuretano.

Incorporar antifingicos alternativos a la natamicina.

Incorporar antioxidantes alternativos al BHT y a-tocoferol.

Llevar a cabo estudios de la biodegradabilidad del material polimérico.

Realizar ensayos con peliculas aditivadas con porcentajes entre 0,1 y 0,5
% de aditivo.
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Figura 4.9. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AlIm/PVA/PU
70:25:5 conteniendo 1 % de natamicina.
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Figura 4.10. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AIm/PVA/PU
70:20:10 conteniendo 1 % de natamicina.

Figura 4.11. Espectros FTIR de natamicina pura y de las peliculas AIm/PVA/PU
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Figura 4.13. Cubos de queso Tybo recubiertos con dispersion polimérica con
colorante cristal violeta y corte de los mismos para medir espesor del
recubrimiento aplicado.
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Figura 4.19. Antimicogramas para Cladosporium sp y Alternaria sp con
natamicina al 0,1, 0,2 y 0,3 %.
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almacenamiento.
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70:25:5 con 0,1 % de natamicina al comienzo del ensayo y luego de cinco dias de
almacenamiento.

7.2. Tablas

Capitulo 1

Tabla 1.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de la natamicina frente a
distintos hongos.

Tabla 1.2. Aplicaciones de natamicina a distintos alimentos: concentracidon
maxima permitida por el Codex Alimentario.

Capitulo 3

Tabla 3.1. Formulaciones ensayadas y su evaluacion en funcion de su flexibilidad,
fragilidad y separacion de fases.

Tabla 3.2. Proporciones de los componentes evaluados.
Tabla 3.3. Contenido porcentual de agua de las peliculas.

Tabla 3.4. Valores de grado de hinchamiento obtenidos para las distintas
formulaciones de peliculas (t=24 hs).
Tabla 3.5. Principales asignaciones de las bandas FTIR del PU H1,MDI/PPG2000.
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Tabla 3.6. Transiciones térmicas de peliculas de los componentes puros y de las
mezclas.

Tabla 3.7. Valores de agua residual (%), temperatura inicial de descomposiciéon
(TID), indices térmicos Ts, Tsoy masa residual a 540 °C de los componentes puros
y mezclas.

Tabla 3.8. Valores de permeabilidad al vapor de agua (WVP) obtenidos para las
distintas formulaciones de peliculas.

Tabla 3.9. Contenido porcentual de agua de las peliculas aditivadas con 1 % p/p
de natamicina.

Tabla 3.10. Valores de grado de hinchamiento obtenidos para las distintas
formulaciones de peliculas con 1 % p/p de natamicina (t=24 hs).

Tabla 3.11. Valores de agua residual (%), temperatura inicial de descomposicién
(TID), indices térmicos Ts, Tso Y masa residual a 540 °C de peliculas aditivadas
con 1 % de natamicina.

Tabla 3.12. Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de AIm/PVA 70:30 y
AIm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 de base y aditivadas con natamicina al
1 %.

Capitulo 4
Tabla 4.1: Tipo de alimento y simulante adecuado para los ensayos de migracion.

Tabla 4.2. Evolucién del peso de las peliculas de AlIm/PVA/PU sumergidas en
isooctano a lo largo del tiempo.

Tabla 4.3. Crecimiento de microorganismos para peliculas de Almidon puro (Alm),
PVA puro (PVA), AIm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15,
expuestas al ambiente y sobre vidrio simple, doble vidrio tipo sandwich y agar al
2%, a 28 °C y en frio a 4-6 °C inoculadas con Penicillium spp 1 y spp 2.

Tabla 4.4. Diametros de halos de inhibicion (mm) para peliculas de Alm/PVA
70:30, AIm/PVA/PU 70:25:5, AIm/PVA/PU 70:15:15 aditivadas con 0,1 % de
natamicina; PU y natamicina al 0,1 % p/p en solucion.
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