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Resumen

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizada para la produccion de
bebidas y alimentos fermentados. En este trabajo, se estudio el desarrollo de peliculas de
biomasa de levadura por casting. Los resultados mostraron que la biomasa de levadura es
una fuente viable para ser utilizada en peliculas biodegradables utilizando la combinacion
de homogeneizacion, tratamiento térmico y otra homogeneizacion. Se anadioé glicerol como
plastificante y las peliculas obtenidas se evaluaron a través de traccion uniaxial, degradacion
térmica, color, cinéticas e isotermas de sorcién de agua y permeabilidad al vapor de agua.
Cuando se incrementd el contenido de glicerol, la temperatura de transicion vitrea se
desplazo de 64,5 a 0,5°C, se alcanzd una deformacion a ruptura de 12%, el modulo elastico
disminuy6 de 88 a 9 MPa y la sorcidn de agua de las peliculas aumento6 de 0,49 a 0,79 g de
H20 / g de materia seca. Las cinéticas de hidratacion permitieron obtener la solubilidad del
agua en la pelicula y el coeficiente de difusidn. El coeficiente de permeabilidad experimental
al vapor de agua fue obtenido a través del método ASTM-E96 y éste se compard con el
coeficiente de permeabilidad obtenido multiplicando el coeficiente de difusion y la solubilidad
del vapor de agua en la pelicula. Se encontré una excelente correspondencia entre ambas
mediciones. El aumento de la solubilidad del vapor de agua en las peliculas impulso el
aumento del coeficiente de permeabilidad, mientras que en peliculas de mayor espesor se
observé un mayor coeficiente de difusion y una menor solubilidad. El pH de las dispersiones
cambid la deformacion a ruptura de las peliculas desde 7,6+2,3% (pH 4) a 29,11+4,6% (pH
11). Con respecto a la degradacion térmica, se observd un desplazamiento gradual de la
temperatura de maxima velocidad de degradacion entre pH 4 y 11. Se estudio el papel de
las fracciones soluble e insoluble de levadura y cémo ambas impactan en las caracteristicas
de las peliculas. La fraccion soluble aumenté el color pardo, la solubilidad del agua en la
pelicula y disminuy6 el modulo elastico y la resistencia a la traccion. La mayor deformacion
a ruptura, entre las peliculas preparadas con mezclas de fracciones soluble e insoluble, se

encontré a pH 11 y 100% de fraccion insoluble. No obstante, el comportamiento no fue
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superior al de una pelicula preparada con la biomasa sin separar. Se estudio la incorporacién
de nanofibras de celulosa obtenidas a partir de cascaras de arroz y de nanocelulosa de
origen bacteriano, como refuerzo de la pelicula, para mejorar las caracteristicas mecanicas.
La nanocelulosa bacteriana fue mas efectiva e incrementé el médulo elastico, la resistencia
a la traccion, la deformacion y tenacidad a ruptura. Asimismo, se estudio la incorporacion de
timol para conferir a las peliculas caracteristicas antioxidantes y se realizé6 una evaluacion
de su liberacion en medios simulantes, obteniendo mas de 80% de actividad antioxidante,
medida en términos de % RSA (radical scavenging activity). Se exploré también la
posibilidad de utilizar levadura residual cervecera y de procesar el material a través de

moldeo por compresion.

Abstract

Saccharomyces cerevisiae yeast has been widely used for the production of fermented
beverages and foods. In this work, the development of films by the casting method was
studied through the combination of one or two high-pressure homogenizations and heat
treatment of dispersions. The results showed that yeast biomass is a viable source for use
in biodegradable films using the combination of homogenization, heat treatment, and a
further homogenization. Glycerol was added as a plasticizer and films were evaluated using
different techniques to analyse mechanical behaviour, thermal properties, colour, water
sorption, and water vapour transport. When the glycerol content was increased, the glass
transition temperature shifted from 64.5 to 0.5°C, the reached elongation at break was 12%,
the elastic modulus decreased from 88 to 9 MPa and the water sorption of the films increased
from 0.49 to 0.79 g of H20/g of dry matter. Hydration kinetics allowed obtaining the solubility
of water vapour in the film and the diffusion coefficient. When the glycerol content was
increased, the water vapour solubility increased while the diffusion remained constant. The
increase in film thickness decreased the water vapour solubility and increased the diffusion
coefficient. Experimental water vapour permeability was obtained through the ASTM-E96
method and was compared with an alternative way to obtain the permeability coefficient, i.e.,
the product of the diffusion coefficient and the solubility coefficient of the water vapour in the
film. Great correspondence between both methodologies was found. The increase in water
vapour permeability of films, with the addition of glycerol, was due to increased water vapour
solubility in the film matrix, while thicker films had a higher diffusion coefficient and a lower
water vapour solubility. The pH of the dispersions modified the elongation at break of films
from 7.6 £2.3% (pH 4) to 29.1 £4.6% (pH 11). Regarding the thermal degradation, a gradual
shift of the maximum temperature of the degradation rate of films was observed between the
minimum and maximum pH studied (4 to 11). Different assays were proposed to understand
the changes promoted by pH in soluble and insoluble fractions of yeast biomass and how

each fraction impacted on the characteristics of films. The soluble fraction increased the
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brown colour and solubility of the water vapor in the film, but decreased the elastic modulus
and tensile strength. The highest elongation at break was found at pH 11 and 100% of the
insoluble fraction. The addition of cellulose nanofibers from rice husks and bacterial
nanocellulose was studied as film reinforcement to improve mechanical characteristics. In
addition, thymol was incorporated in the films in order to give antioxidant characteristics to
them, and an assessment of the release of thymol in different media was carried out. The
possibility of using brewing residual yeast and processing the biomass by compression-

molding were also explored.
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Capitulo I: Introduccion y objetivos de la tesis
1.1 Acerca del tema de esta investigacion

Uno de los desafios actuales de la produccion industrial es mejorar la eficiencia
de los procesos a través de un uso sostenible de los recursos, valorizando los
subproductos generados y reutilizandolos en otros procesos. La racionalidad en
el uso de los recursos y la mejora en la explotacion de los mismos significa una
atenuacion del impacto que tienen las actividades humanas en el medio
ambiente y también significa una mejora de la competitividad de las empresas
(Bello, 2014; Pearson et al., 2012). Estas estrategias estan resumidas en lo que
se conoce como los 12 principios de la ingenieria verde (Gémez-Civicos, 2008).
En un articulo publicado por Anastas y Zimmerman (2003) se proponen los
principios fundamentales de la ingenieria verde, siendo su espiritu el desarrollo
sostenible de las actividades humanas en el tiempo. Los principios establecen
gue es mejor evitar la generacién de residuos que tratarlos o limpiarlos una vez
gue se producen (principio 2), que los procesos de separacion y purificacion
deben ser disefiados de manera tal de minimizar el consumo de energia y el uso
de materiales (principio 3) y que los productos, procesos y sistemas deben ser
diseflados de manera tal de maximizar su eficiencia (principio 4). Por otra parte,
en el principio 6 se sostiene que el esfuerzo realizado en el reciclado, retso o
tratamiento debe ser considerado como una inversion y en los principios 10y 11
se determina que los productos, procesos y sistemas deben tener el mayor grado
de integracion posible (disminuyendo las corrientes residuales) y que se debe
pensar en la vida posterior a la utilizacion. En el anexo | se transcriben los doce
principios de la ingenieria verde.

En este sentido las corrientes residuales de las industrias de produccion y
procesamiento de alimentos suelen generar efluentes ricos en proteinas,
polisacéaridos, lipidos y otros componentes con propiedades funcionales que
pueden ser aprovechadas en otros procesos (Garcia — Garcia et al., 2019). En
caso de no ser aprovechados industrialmente, los compuestos presentes en las
corrientes deben ser tratados antes del volcado en cursos de agua (Devesa —
Rey et al., 2011). El potencial perdido también deber ser visto como un costo de

no calidad, por no aprovechar sus propiedades funcionales.
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En la industria alimentaria, las corrientes residuales poseen en general gran
carga de materia organica y son ricas en contenido de fésforo y nitrégeno por su
contenido de proteinas. Muchas investigaciones actuales dedican sus esfuerzos
a estudiar propiedades funcionales de la materia organica residual en busca de
agregarle valor y promover su uso en nuevas aplicaciones.

Se entiende por biomasa integral a la materia total que compone a una
porcién delimitada de un ser o varios seres vivos (Wierny et al., 2015). La
utilizacién de la biomasa sera clave en el futuro, dentro de una economia que
tiende a la integracion de los procesos. La bioeconomia es, en su definicién
ampliada, la utilizacion sustentable de recursos renovables para la generacion
de nuevos productos e insumos de base bioldgica que tengan el fin de producir
alimentos y materiales, incluyendo también en insumos a los biocombustibles,
productos medicinales y farmacéuticos.

La integracion de los procesos desde las explotaciones agricolas hacia la
comercializacion de los productos al consumidor permite disminuir el impacto de
nuestras actividades humanas. La biomasa de los procesos fermentativos es
también una gran fuente de recursos de compuestos que pueden ser
aprovechados por sus propiedades funcionales (Pinto et al., 2015). En este
sentido, las levaduras han sido empleadas en diversas investigaciones que
buscan nuevas aplicaciones en alimentos, ademas de las tradicionales
relacionadas con la produccion de etanol y CO2. Se ha propuesto el empleo de
estos hongos unicelulares como fuente de bioemulsificantes debido a la
capacidad emulsionante de las proteinas de la pared celular. Con algunas
modificaciones, por ejemplo, la lisis de polisacéaridos ligados a las proteinas,
éstas demostraron ser aptas para la estabilizacién de los sistemas coloidales
(Barriga et al., 1999; Vasallo et al.,, 2005). También se publicaron otras
aplicaciones para las levaduras y/o sus componentes como potenciadores del
sabor, estabilizantes, produccién de materias colorantes, entre otras (Wagner et
al., 2008).

Las levaduras contienen aproximadamente un 40-60% de proteinas
dependiendo de su etapa de desarrollo y de las fuentes de crecimiento. Se
pueden obtener concentrados y aislados con diversas propiedades funcionales
tales como la retencion de agua, la capacidad de modificar el comportamiento

reolégico y de disminuir la tension superficial entre fases oleosas y acuosas
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(Sceni et al., 2009; Pacheco y Sgarbieri, 1998; Kinsella, 1986). La pared celular
de la levadura, que habitualmente se obtiene por la ruptura de la célula en
condiciones de estrés osmatico o por accién enzimatica, se comercializa para el
engorde de animales o la industria farmacéutica. Varios autores han sefalado
las propiedades funcionales de los polisacaridos que componen la pared, B-
glucanos y mananos. Los B-glucanos, componentes de la pared celular, poseen
efectos inmunomoduladores y son capaces de acelerar la cicatrizacion de
heridas (Chan et al., 2009), en la industria alimentaria podrian utilizarse como
espesante de alimentos (Paul et al., 1986 y Xiu et al.,, 2011) y en la industria
cosmeética, se han introducido en desodorantes de preparaciones orales,
enjuagues bucales y panales (Kwiatkowski, S. y Kwiatkowski, S. E., 2012). A
pesar de la multiplicidad de usos propuestos para la levadura, se ha explorado
levemente la posibilidad de utilizar algunos de sus componentes como material
para peliculas y recubrimientos, en particular se ha propuesto el uso de la pared
celular y de sus componentes (Novak et al., 2012), asi como se han patentado
usos y procedimientos para encapsular, recubrir u obtener peliculas a partir de
ellos (Kasai y Eguchi, 2009; Shirasu et al., 2002). No obstante, en estos
documentos, publicaciones y patentes no se propone un uso de toda la biomasa
y en la bibliografia consultada mediante buscadores de publicaciones cientificas
y patentes, no hay antecedentes del empleo completo de la biomasa de
microorganismos para la preparacion de peliculas biodegradables.

La eleccion del tema de la presente investigacion se fundamenta en la
necesidad de buscar nuevas aplicaciones de materias primas y subproductos de
la industria alimentaria. Las levaduras son empleadas tradicionalmente en la
industria por su capacidad fermentativa y en el caso de las cerveceras
representan un importante subproducto industrial. Segun estimaciones de
Ferreira et al. (2010), el volumen de levadura generado es 1,5 — 2,5% del
volumen de cerveza final, por lo que representa un subproducto importante cuyo
destino mayoritario es la produccién de alimento para animales. No obstante,
como se dijo antes, las levaduras poseen una gran potencialidad para
aplicaciones de mayor valor agregado, como el desarrollo de peliculas
biodegradables, que permite la incorporacion de agentes capaces de ser
liberados de forma controlada, con diferentes aplicaciones en la industria

alimentaria (material soporte, sistemas activos), en la farmacéutica (capsulas
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blandas de liberacion controlada) y en agroindustria (cobertura de siembra y

crecimiento, mulching).
1.2 Materiales poliméricos, polimeros biodegradables y no degradables

1.2.1 Introduccién a los materiales poliméricos

En la bibliografia clasica de la ciencia de materiales se clasifica a éstos en
grandes grupos, uno de ellos es el de los materiales poliméricos, de gran
importancia por la diversidad de aplicaciones que tienen. Se llama
coloquialmente “plasticos” a los materiales formados por mondémeros basados
en carbono que son moldeables o conformables por operaciones que aplican
temperaturas y presiones elevadas. Dado lo difuso del concepto, se suele preferir
“materiales poliméricos” que es una denominacion mas técnica basada en la
naturaleza repetitiva de unidades enlazadas a través de uniones covalentes
(Ohring, 1995).

Los plasticos pueden ser clasificados en elastomeros, termoplasticos y
termorrigidos. Los elastomeros son materiales que pueden deformarse de gran
manera con bajos esfuerzos, como el caucho, el poliuretano o los
fluoropolimeros. Los termoplasticos son materiales que funden o fluyen bajo la
aplicacion de alta temperatura y presioén, como el polipropileno, el polietileno,
polietileno terftalato, acrilonitrilo butadieno estireno, poliamida, poliestireno,
politetrafluoroetileno, entre otros. Los termorrigidos, por el contrario, una vez que
adoptaron una forma a alta temperatura ya no pueden ser nuevamente
moldeados porque se degradan, como es el caso de las resinas epoxi (Jones y
Ashby, 2005). Aunque la mayoria de estos materiales son derivados del petrdleo,
en el caso de polietileno, polipropileno y el polietileno terftalato, existen versiones
comerciales muy difundidas basadas en recursos renovables, que no son
biodegradables, pero si son totalmente reciclables. En la figura 1.1 se observa
gue, de la demanda de plasticos en la Union Europea por tipo de polimero en
2018, el sector del envasado concentra el 40%.

Se entiende por materiales biodegradables a aquellos que pueden ser
degradados por accion biolégica en un periodo de tiempo determinado (3
meses), ademas pueden ser compostables si producen un abono de calidad para

las plantas. Hay materiales basados en petréleo y gas, que son sintéticos, pero
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también biodegradables. Son ejemplos de éstos, polibutileno-succinato,
polibutileno-adipato, policaprolactona y alcohol polivinilico. Para la produccién de
los polimeros a base de petréleo y gas se realizan reacciones de polimerizacion
por condensacion o por adicion de los mondémeros (Koutinas et al., 2014). Debido
a la dependencia general de la industria plastica del petréleo, por ser la materia
prima de produccion, las modificaciones en su costo provocan cambios en el
precio de los productos. Estos cambios, a su vez, impactan en las decisiones de
los gobiernos, las empresas y los consumidores o usuarios. El aumento del
precio del petrdleo significa un impulso al desarrollo de alternativas a la
explotacion de petroleo, alentando el desarrollo de productos y la produccion de
energia a través de medios que no estan basados en el crudo.

La conciencia sobre el impacto de las actividades humanas en el medio
ambiente empuja a que los materiales pléasticos sean biodegradables y se
generen a parir de fuentes renovables. El costo de los materiales biodegradables
continla siendo elevado y debido a esto se exploran nuevas fuentes de
polimeros, por ejemplo, las corrientes residuales, como una manera de reducir
el costo de produccion. No obstante, al tratarse de un problema social donde la
conducta de los actores es central, el problema no puede resolverse
exclusivamente con el desarrollo de nuevos materiales. Se necesita que la
sociedad sea responsable y se comprometa con el cuidado del ambiente. De
esta manera, el cambio necesario requiere varias acciones desde el &mbito de
la produccién, por ejemplo, repensar los procesos para hacerlos mas eficientes,
evitando el derroche innecesario de recursos y disminuyendo el volumen de
residuos a tratar. Desde el rol de consumidores y/o usuarios de productos y
servicios podemos disminuir el consumo de envases de corta vida Util,
reutilizarlos cuando son aptos, facilitar la clasificacion de los residuos inevitables
y disponer finalmente cada uno de ellos de manera responsable.

En la figura 1.2 se observa la capacidad de produccién de polimeros a base
de recursos renovables por regiones, se excluyé Africa por la falta de datos. En
la figura 1.3 se observa la capacidad global de produccion de polimeros a partir
de recursos renovables, con la discriminacion entre los biodegradables y los no
biodegradables. En ambos gréaficos se puede ver que, a pesar del crecimiento

en el tiempo, es necesario un impulso en la produccion de los mismos.
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Figura 1.1 Distribucion de la demanda de plasticos en la Union Europea
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Datos a 2018, gréafico adaptado del informe de Plastics Europe, 2019.

Figura 1.2 Capacidad mundial de produccion de plasticos basados en fuentes

renovables en 2018 y proyeccion a 2023
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Grafico adaptado del informe del Instituto para la Ecologia y la Innovacion Nova
(Chinthapalli et al., 2019). No se incluyen en los datos poliuretanos, resinas epoxiy

acetato de celulosa.
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En los materiales biodegradables obtenidos a partir de recursos renovables, las
caracteristicas de procesamiento y uso dependen de cada polimero y son muy
diversas entre ellos, muchos coinciden en su hidrofilicidad afecta su desempefio
debido a la hidratacion, aunque hay también materiales hidrofébicos. A
continuacion, se hace una breve resefia de los mas importantes de acuerdo a su

produccion y uso.

Figura 1.3 Evolucion de la produccion global de plasticos basados en fuentes

renovables desde 2017 a 2023 (desde 2019 son proyecciones)
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Grafico adaptado del informe del Instituto para la Ecologia y la Innovacion Nova
(Chinthapalli et al., 2019) y European Bioplastics (2018).

1.2.2 Polimeros biodegradables obtenidos por produccién de microorganismos:

acido polilactico vy polihidroxialcanoatos

El &cido polilactico (PLA) es uno de los materiales mas extendidos, ha tenido
buena aceptacion en las industrias por sus caracteristicas de procesamiento y

por los consumidores debido a sus prestaciones. El 4cido lactico se obtiene por
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fermentacion de la glucosa por bacterias de los géneros Lactobacillus,
Lactococcus y Sporolactobacillus. La seleccion del género y la especie depende
entre otras cosas del estereoisomero buscado (L, D, o la proporcion de mezcla
buscada) y en general se desea que buena parte del medio de cultivo haga uso
de biomasas residuales para reducir los costos. No obstante, la mayor parte de
la produccidon se obtiene a partir de almidon de maiz, aunque existen otras
fuentes muy difundidas como el almidén de mandioca. Luego de la produccién
del monomero, para obtener el PLA se realiza la polimerizacion por
condensacion utilizando catalizadores. Las propiedades finales dependeran del
porcentaje de oligdmeros, de la mezcla de estereoisomeros utilizada (o no), entre
otros factores. EI PLA posee un punto de fusion de 150 — 160 °C. La
transparencia del material depende del grado de cristalinidad en la muestra,
cuanto mas cristalino, menos transparente. El modulo elastico es 3 - 4 GPay la
tension maxima es 50 — 70 MPa (Jiménez et al., 2012), lo cual lo hace un material
prometedor para aplicaciones en envasado de alimentos. La temperatura de
transicion vitrea se encuentra entre 55 y 65 °C y la deformacion a ruptura es 2 a
10%, menor a la del polietileno, polimero de referencia para la produccion de
envases. No es apto para realizar contenedores de bebidas calientes y puede
ser plastificado con adipatos o el propio monémero o bien, tratado térmicamente
para mejorar la deformacién a ruptura. Como tal, es una mala barrera a los
gases, pero puede acompafar sistemas multilaminados con otros materiales que
sean una mejor barrera.

Por su parte, la sintesis de los polihidroxialcanoatos como el
polihidroxibutirato, el polihidroxivalerato y sus copolimeros, es realizada por
microorganismos especificos. El polimero de interés se acumula en una vacuola
de reserva. Al finalizar el proceso de produccion, se realiza la extraccion y
purificacién del compuesto sintetizado.

El polihidroxibutirato de cadena corta (P(3HB)) tiene un moédulo elastico de
3,5 GPay una baja deformacion a ruptura (1 a 15%). El largo de la cadena puede
incrementar dicha deformacion. Su temperatura de fusion es de 170-180 °C y la
copolimerizacion con hidroxivalerato o hidroxidecanoato disminuyen la
temperatura de fusion a 130 °C y en el caso del hidroxidecanoato, aumenta
mucho la deformacion a ruptura, hasta 300% (Mozejko-Ciesielska y Kiewisz,
2016).
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1.2.3 Polisacéaridos

Los polisacaridos son polimeros donde la unidad repetida es un azucar,
habitualmente una hexosa o un derivado de ella. Los polisacaridos cumplen
diferentes funciones en los organismos, pero esencialmente son dos, funciones
de estructura o de reserva energética. El almidén es de los polisacaridos mas
utilizados en la industria alimentaria por sus diversas aplicaciones y su gran
disponibilidad, en la naturaleza es la reserva energética de las plantas. A través
de ciertas modificaciones con aditivos y gelatinizacion se pueden alcanzar
deformaciones a ruptura superiores a 200%, aunque la tensién maxima suele ser
menor a la del polietileno (Nascimento et al., 2012; Jiménez et al., 2012).
En la industria de envases ha llegado a utilizarse en productos realizados por
soplado e inyeccién (Thunwall et al., 2008; Mayer y Elion, 1994). Respecto de
sus caracteristicas negativas, la fluctuacion de las propiedades, especialmente
las mecanicas, con la humedad relativa ambiente es posiblemente una de sus
mayores falencias, caracteristica compartida con otros polisacaridos y las
proteinas que son utilizadas para realizar peliculas (Mehyar y Han, 2004). Otros
polisacaridos muy difundidos son la celulosa, el quitosano, las pectinas y los
alginatos. El quitosano es uno de los polimeros biodegradables de mayor
desarrollo, es un polisacarido de carga positiva, con capacidad antimicrobiana
(Dutta et al., 2009, Coma et al., 2002). Se cree que la capacidad antimicrobiana
per se que posee el polimero no depende del grado de deacetilacion sino de la
capacidad de adherirse a la membrana celular de las bacterias y entorpecer el
intercambio de sustancias entre el medio y el microorganismo (Elsabee y Abdou,
2013) Las propiedades mecanicas son similares a las de otros polimeros
naturales y dependen del tipo y grado de plastificacion, asi como de la humedad
a la que esta expuesto. En particular, la deformacién a ruptura informada por
diferentes autores esta entre 10 y 30% y la resistencia a la traccion de una
pelicula plastificada no supera 20 MPa, inferior a la del PLA (Suyatma et al.,
2005, Caner et al., 1998). La resistencia a la traccién de las peliculas de
guitosano depende del peso molecular utilizado y del grado de deacetilacion.

La celulosa es un polisacarido no aprovechable desde el punto de vista
nutricional por el humano. Consiste en 10000 a 15000 repeticiones de la unidad

(CeH100s)n. El establecimiento de puentes de hidrégeno intercatenarios entre
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unidades adyacentes de glucosa estabiliza la configuracién del polimero. Uno de
los primeros plasticos obtenidos a base de celulosa fue el celofan, una buena
barrera a los gases, aunque sus propiedades se modificaban negativamente
cuando el mismo era expuesto al agua. Su produccién tuvo su auge en la década
del ’50 del siglo XX y luego comenzé a decaer. No obstante, la celulosa es uno
de los biopolimeros mas disponibles y con mayores aplicaciones y productos
derivados. En el dltimo tiempo ha cobrado cada vez mayor interés la obtencién
de productos nanométricos, como nanofibras y nanocristales, por sus diversas
aplicaciones. Por ejemplo, es imprimible, transparente y puede actuar como
sustrato para la produccion de pantallas flexibles, posee buenas propiedades
mecanicas y de barrera a los gases, al mismo tiempo que puede actuar como

aditivo modificando las propiedades de otros materiales.

1.2.4 Proteinas

En el caso de las fuentes proteicas, las mas difundidas para la produccién de
peliculas biodegradables son la gelatina (Sobral et al., 2001), el caseinato de
sodio (Schou et al., 2005), las proteinas de suero de leche (a-lactoalbumina y
beta-lactoglobulina) (Coughlan et al., 2004), las proteinas aisladas de soja (las
mayoritarias son la glicinina, B y y-conglicinina) (Kokoszka et al., 2010), la zeina
de maiz (Del Nobile et al., 2008) y el gluten de trigo (Domenek et al., 2004).
Algunas proteinas como la gelatina, son muy utilizadas para la produccion de
laminas y pequefios recubrimientos, especialmente en la industria farmacéutica
(Ali et al., 2018). Sus caracteristicas mecanicas son muy dependientes de la
presencia de plastificantes, al igual que en los polisacaridos y en particular, del
agua (Calva-Estrada et al.,, 2019). Las peliculas basadas en proteinas se
destacan como barrera a los gases, aunque esta barrera disminuye con el
contenido de agua y los plastificantes (Murrieta-Martinez et al., 2018). Las
peliculas formadas con proteinas pueden alcanzar elongaciones a ruptura
superiores al 100% (como en el caso de gluteninas, gliadinas de trigo, zeina,
caseinas, debidamente plastificadas) y en general, su modulo elastico y la
tension a ruptura son bajos en comparacion con los polimeros sintéticos e incluso
el almidéon (Calva-Estrada et al., 2019). Para lograr un aumento del médulo
elastico fueron propuestas varias estrategias, una de ellas fue el

entrecruzamiento covalente de los polipéptidos. Los agentes mas eficaces han
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sido el glutaraldehido y la transglutaminasa, aungque ninguno de estos es apto
para el consumo alimentario por lo que se prefieren otros agentes, de accion mas
suave, pero aptos para el contacto con alimentos (Bourtoom, 2009). Un
entrecruzamiento pronunciado puede provocar un aumento drastico del médulo
elastico, pero un entrecruzamiento moderado puede mejorar la elongacion sin
un cambio elevado del modulo elastico o de la tension maxima. Chambiy Grosso
(2006) prepararon peliculas con diferentes combinaciones de gelatina bovina y
caseina. Los resultados de los ensayos mecanicos de traccién uniaxial
realizados sobre las peliculas mostraron que la incorporacion de gelatina
aumenta la resistencia a la traccion, pero no se produce un cambio con la accién
de la transglutaminasa, mientras que, en la deformacion a ruptura, se encontré
gue en la proporcion de 75% de caseina y 25% de gelatina con la accion de la
enzima se podia duplicar el valor respecto de la muestra sin agente
entrecruzante. En otro caso, en gelatina bovina tipo A junto a carbonato de calcio,
Wang et al. (2015) obtuvieron un incremento gradual de la deformacién a ruptura

con la incorporacioén de transglutaminasa.

1.2.5 Mezclas de polimeros naturales

Los enfoques tradicionales para desarrollar nuevos materiales biodegradables
fueron la purificacién de sustancias interesantes de su contexto nativo, ya sea
proveniente de biomasa vegetal o animal, realizar modificaciones fisicas o
guimicas para mejorar su capacidad de formar peliculas y sus propiedades, y
estudiar el impacto de estos cambios en las caracteristicas del producto final
(Han, 2014; Visakh y Thomas, 2010). Algunos autores han estudiado mezclas
intencionales de proteinas, polisacaridos u otros polimeros para encontrar
posibles efectos sinérgicos entre ellos (Yu et al., 2006). Las interacciones entre
macromoléculas se han estudiado en peliculas compuestas como proteina de
suero y polisacaridos, aislado de proteina de suero, gelatina y alginato de sodio,
y compuestos de pectina y gelatina de piel de pescado o proteina de harina de
soja (Yoo y Krochta, 2011; Wang et al., 2010; Liu et al., 2007), asi como el efecto
de los agentes de reticulacion (Su et al., 2010) con la expectativa de una mejora
en las propiedades mecanicas o de barrera (Brindle y Krochta, 2008). En un
trabajo publicado recientemente, se ha propuesto otro enfoque (el de la presente

tesis) que es aprovechar toda la biomasa de microorganismos, como la levadura
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Saccharomyces cerevisiae, con la aplicacién de tratamientos fisicos que mejoran
la formacidén de pelicula. Este enfoque se basa en la hipdtesis de que las
macromoléculas o los biopolimeros (principalmente proteinas y polisacaridos)
pueden actuar cooperativamente para construir una estructura resistente y los
compuestos de bajo peso molecular contribuyen a plastificarla. De esta manera,
este nuevo enfoque contribuye a un proceso mas limpio con menos desperdicio,

lo que agrega valor a una gran cantidad de componentes.
1.3 Levaduras

Las levaduras son un grupo diverso de microorganismos que pertenecen al reino
Fungi y a la clase ascomicetes o basidiomicetes, algunos son hongos
imperfectos de los que no se conoce la fase de reproducciéon sexual. Pueden
encontrarse en forma de ascos libres de 1 a 8 células o en formas hifales. Son
microorganismos aerébicos, aunque varios géneros son capaces de obtener
energia a través de la fermentacion. Esta capacidad es una de las caracteristicas
de su aprovechamiento tecnolégico. Saccharomyces cerevisiae es la levadura
mas ampliamente difundida por su aplicacion en la fermentacion de las masas
panarias y en la produccion de bebidas fermentadas. Se trata de un fermentador
vigoroso de azucares, mono Yy disacaridos. Las levaduras del género
Saccharomyces se reproducen frecuentemente por gemacion, aunque son
capaces de reproducirse también por via sexual.

La célula de levadura consiste en una cubierta externa denominada pared
celular, muy permeable pero resistente a esfuerzos mecanicos, compuesta
mayormente por polisacaridos (figura 1.4). La pared celular significa entre un
cuarto y un tercio de la masa seca de la célula (Lesage y Bussey, 2006; Nguyen
et al., 1998), ésto depende de las condiciones de crecimiento y el estadio
madurativo. Los polisacaridos mayoritarios son f-glucanos, polimeros de
glucosa con uniones B(1—3) y B(1—6). Los B-glucanos pueden ser solubles o
insolubles en medio alcalino, los insolubles en pH alcalino varian entre el 15% y
el 48% y los solubles entre 10% y 48%, la diferencia entre los solubles y los no
solubles en medio alcalino es que los primeros son lineales con uniones 3(1—3)
y los segundos, estan altamente ramificados por uniones B(1—6) (Fleet y
Manners, 1976). Los B-glucanos altamente ramificados con enlaces B(1—6)

tienen un grado de polimerizacion de 24 y una masa promedio de 150 kDa,
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mientras que los B(1—3)-glucanos tienen un grado de polimerizacion de 240 y
una masa promedio de 1500 kDa. Existe también una fraccion mayoritariamente
ligada por uniones B(1—3) y ligeramente ramificada con uniones (1—6), que es
insoluble en acido y en alcali. La totalidad de los B-glucanos en la pared celular
es poco mas de la mitad de su masa; Santipanichwong y Suphantharika (2009)
realizaron el aislamiento de los B-glucanos de pared celular de levadura residual

cervecera y obtuvieron un rendimiento de 51%.

Figura 1.4 Célula de levadura S. cerevisiae y descripcion de organelas
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Jerarquicamente, los B-glucanos estan dispuestos en la pared de la siguiente
manera, los lineales, de uniones (3(1—3) se encuentran en el interior a modo de
hélice, como un resorte, capaces de absorber las expansiones y contracciones
debidas a la deshidratacion y rehidratacion (figura 1.5). En las partes externas
de la pared se ubican los B(1—6) glucanos, altamente ramificados y
generalmente asociados a las proteinas de pared celular. Las proteinas también
pueden unirse directamente a los B(1—3) glucanos a través de un enlace

conocido como ASL (enlace sensible al alcali). Los B-glucanos solubles en alcali
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son capaces de formar geles de acuerdo a lo demostrado por Santipanichwong
y Suphantharika (2009) y Thammakiti et al. (2004).

Ademas de los B-glucanos, existen proteinas glicosiladas con polimeros de
manosa, denominadas mananoproteinas, que significan alrededor de un cuarto
de la masa de la pared celular. Existen al menos 20 glicoproteinas y mas alla de
las funciones generales de la pared, cumplen diversas funciones especificas
para la célula. Las mananoproteinas consisten en 50% a 95% de polisacaridos
y se ubican en la parte externa de la pared, extendiéndose hacia el interior de la
misma. Las mananoproteinas que cumplen roles estructurales consisten
aproximadamente en 90% de polisacarido y 10% de proteina, mientras que las
unidades manosa también se encuentran en las enzimas periplasmicas, de
mayor contenido proteico. Barriga et al. (1999) obtuvieron una fraccién,
denominada a, con buenas propiedades emulsificantes a partir de las
mananoproteinas, pero con una reduccion del contenido de polisacarido
respecto del original. La fraccion de gran contenido de polisacaridos es pobre
estabilizando emulsiones. Se han postulado diversas aplicaciones tecnolédgicas
de las mananoproteinas en la produccion de vino, por ejemplo, adsorcion de
ocratoxina A, estimulacion del crecimiento de bacterias malolacticas, inhibicion
de la cristalizacion del tartrato, floculacion de las levaduras, entre otras (Caridi,
2006).

La presencia de quitina en las levaduras es reducida, a diferencia de los
hongos filamentosos que la poseen en gran medida. Es frecuente encontrar
quitina en el anillo del cuello de la célula madre, en el tabique primario y en las
escaras. En las paredes laterales no hay quitina, por lo que se puede concluir
gue no es esencial para la resistencia mecéanica de la misma. La pared celular
cumple la funcién de proteccién de la célula de agentes externos de estrés, asi
como también de la turgencia interna. Klis et al. (2006) sefialaron también dos
funciones adicionales de la pared celular, el mantenimiento de la forma de la
célula y el andamiaje necesario para las proteinas. Las proteinas relacionadas
con la pared celular limitan la permeabilidad de la pared celular a
macromoléculas, cerrdndola a un tamafio de exclusion de 740 Dalton, la
protegen del ataque de enzimas externas, evitan la pérdida de precursores en la
construccion de la pared y contribuyen a la retencién de agua junto a los grupos

fosfato de los carbohidratos en las proteinas glicosiladas.
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Figura 1.5 Corte de la membrana y la pared celular de la levadura S. cerevisiae
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Entre la pared celular y la membrana fosfolipidica existe un espacio conocido
como espacio periplasmico, con presencia de enzimas utiles al microorganismo,
capaces de degradar sustancias complejas en moléculas mas pequefias que
pueden atravesar la membrana y nutrir a la célula. La membrana plasmética es
una bicapa fosfolipidica con complejos proteicos que facilitan el ingreso o egreso
de sustancias. Posee un espesor de 7,5 nm y la capa interna esta compuesta
por fosfolipidos como fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina,
mientras que la externa esta mas enriquecida en fosfatidilcolina. Los lipidos del
citoplasma y de la membrana celular son el 7% de la materia seca de la levadura
(Delgado et al., 2016). A diferencia de las células animales, donde es frecuente
encontrar colesterol, en las levaduras es frecuente el ergosterol y una pequefia
cantidad de zimoesterol (Van der Rest et al., 1995).

La membrana celular representa en el peso celular total una fraccion
minoritaria y al momento de una ruptura por homogeneizacién se desintegra para
formar micelas. Las funciones primarias de la membrana plasmatica son la
proteccion fisica de la célula, el control de la estabilidad osmdética y la regulacion
del transporte de sustancias. También sirve de anclaje para la citocinesis, el
control de la sintesis y reparacion de la pared celular y la localizacion de

componentes de las vias de sefiales de transduccion.
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En el interior de la célula de levadura se encuentra la compartimentalizacién
propia de una célula eucariota donde las funciones estan especializadas en
diferentes organelas. El pH interno es ligeramente &cido (5,2) y en el medio se
encuentran solubles compuestos de bajo y medio peso molecular, tales como
proteinas, glicogeno y otras macromoléculas solubles. Las entidades
macromoleculares como ribosomas, proteosomas y particulas lipidicas se
encuentran suspendidas en el citoplasma. En el citosol se encuentran
numerosos complejos enzimaticos, enzimas glicoliticas, enzimas para la sintesis
de proteinas y el mantenimiento de estructuras.

Las estructuras internas con mayor densidad de proteinas en el citoplasma,
fuera de las vesiculas de transporte son el reticulo endoplasmaético y el aparato
de Golgi. El reticulo endoplasmaético es la organela clave donde se realizan los
procesos que controlan la estabilidad, la modificacion y el transporte de
proteinas. Se trata de un sistema extendido de tubos ramificados recubiertos por
una bicapa fosfolipidica. El reticulo endoplasmatico significa el 10% del volumen
de la célula. Todas las proteinas de transporte de la membrana plasmatica y de
las diferentes organelas se producen en el reticulo endoplasmaético. Antes de ser
transportadas, un sistema de plegado asistido controla la correcta conformacién
de las proteinas antes de emigrar al aparato de Golgi.

El aparato de Golgi consiste en una serie de sacos plegados, siendo la red
de sacos cis la entrada al aparato y los sacos trans, la salida de él. En el aparato
de Golgi se procesan proteinas y polisacaridos, se realiza la formacién de
complejos polisacarido — proteinas N-acetilglicosiladas, fosforilacion de
oligosacaridos, sintesis de protoglicano, modificacion de lipidos, entre otras
reacciones. También existe un sistema de transporte inverso desde el aparato
de Golgi al reticulo endoplasmatico. Un sistema de control de calidad devuelve
las proteinas que no fueron correctamente plegadas antes de ser liberadas para
su empleo. Segun la base de datos Isoelectric point database (Kozlowski, 2016),
gue calcula los puntos isoeléctricos de las proteinas secuenciadas de diferentes
microorganismos, se observa que la distribucion de puntos isoeléctricos de
proteinas de S. cerevisiae es bimodal con centros en pHs 4 -6y 8 - 10.

Las células de S. cerevisiae pueden considerarse un coadyuvante o
ingrediente alimentario, segun sea el caso, de bajo costo y abundante. Wagner

et al. (2009) explicaron que una suspension de células de levadura se puede
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tratar adecuadamente y que es posible aislar componentes de interés
individuales. Este tratamiento se determina segun la ubicacion del compuesto,
intracelular o extracelular. Cuando la localizacion del compuesto es extracelular,
es posible separarlo por centrifugacion o filtracion. Por otro lado, si el compuesto
es intracelular, es necesario romper la célulay luego separar la fraccion insoluble
y soluble. En la bibliografia se describen dos tipos de ruptura: mecéanica y no
mecéanica (Liu et al.,, 2013). Las metodologias mecanicas comprenden
homogeneizacién a alta presion, molino de bolas, microfluidificador, prensa,
entre otras. Las vias no mecanicas de ruptura son la lisis celular por tratamiento
térmico y choque osmatico, la adicion de solventes (tolueno) o el uso de
detergentes y/o enzimas (Freimund et al. 2003 y Bzducha-Wrobel et al., 2014).
Sceni et al. (2009) describieron el fraccionamiento de células de levadura por su
ruptura con un molino de bolas de vidrio y caracterizaron cada fraccion, soluble
e insoluble. La composicion de la levadura de panaderia prensada fue
determinada en Delgado et al. (2016), el contenido de los principales
macrocomponentes encontrado fue 7,72+0,04% de &cidos nucleicos,
41,2 £ 0,4% de proteinas y 46,6 £ 1,2% de carbohidratos. Novék et al. (2012)
describieron las aplicaciones de los componentes celulares de levadura para la
preparacion de peliculas biodegradables. Las suspensiones de polisacaridos de
la pared celular de levadura (B(1—3)-(1—>6)-D-glucano) se aislaron de la
levadura panadera para preparar peliculas con la adicion de glicerol como
plastificante. Las peliculas preparadas fueron insolubles en agua, compactas, no

porosas y no cristalinas.
1.4 Métodos de ruptura celular

La ruptura de las células de levadura se puede realizar a través de diferentes
métodos, que pueden clasificarse en mecanicos y no mecanicos. El interés en
realizar la ruptura celular radica en facilitar la recuperacién de los compuestos
celulares, la eleccion de uno u otro método depende de qué se necesita obtener
y en qué volumen. Liu et al. (2016) publicaron una extensa revision de los
métodos disponibles para realizar la ruptura celular. Entre los medios no
mecanicos disponibles para la ruptura de las células estan los campos eléctricos
pulsados, la descarga eléctrica de alto voltaje y la ruptura enzimatica por

proteasas y glucanasas. La via enzimatica es la mas difundida de estas
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alternativas a nivel industrial, especialmente cuando se necesitan componentes
de la pared celular. Borchani et al. (2014) mostraron un proceso donde
combinaron dos tratamientos con enzimas, una savinasa (peptidasa) y una
lipasa, lo que condujo a un rendimiento del 18% en B-glucano con una pureza
del 79%. La lisis enzimatica tiene sus aspectos negativos cuando se buscan
preservar las caracteristicas de las proteinas que componen a la levadura, ya
gue las enzimas realizan una lisis indiscriminada. Cuando se desea preservar
distintas macromoléculas de la levadura, la mejor alternativa puede ser un
método mecanico. La ruptura por medios mecanicos se puede realizar por
molinos, equipos de ultrasonido, microfluidificadores y homogeneizadores de
alta presion. El molino de bolas es uno de los equipos mas efectivos para realizar
la ruptura con alta eficiencia energética y facil escalado. Consiste en una camara
cilindrica con discos que se mueven en su interior y empujan un lecho de bolas
gue rompen las células. El tamafio de bolas, la cantidad de carga de las mismas,
el numero de pasos, el tiempo de residencia y la velocidad de agitacion son las
principales variables a considerar durante la operacién del equipo. En el caso de
la dispersion, la concentracion de células también es una variable importante
para la eficacia alcanzada en la ruptura (Heim et al., 2007). En general, las bolas
mas pequefias (menores a 0,5 mm) tienen mayor eficiencia en la ruptura que las
mas grandes. No obstante, si el tamafio es demasiado pequefio, perjudica al
rendimiento, dado que las bolas més pequefias tienen tendencia a flotar.
Mientras que Currie et al. (1972) encontraron que la relacion con la liberacion de
proteinas al medio seguia una cinética de orden lineal y la reduccién en el
tamafio de las bolas mejoraba el porcentaje de células rotas, Deters et al. (1976)
encontraron lo opuesto, las bolas méas pequefias producian un menor nimero de
células rotas. En la primera investigacion se utiliz6 un molino industrial y en la
segunda, un molino de laboratorio.

En la ruptura por ultrasonido, las altas frecuencias de las ondas producen el
colapso de las burbujas de gases disueltos y del vapor de agua. La implosion de
las burbujas y las ondas producidas por esto llevan a la ruptura de la pared. La
efectividad de la ruptura depende de la potencia de la fuente de ultrasonido
empleada y del volumen de dispersion a tratar con dicha fuente. También
depende de la frecuencia de las ondas de ultrasonido, la concentracion y la

temperatura de la suspensién de células, el nimero de ciclos utilizado y el tiempo
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de exposicién. Liu et al. (2013) utilizaron sonicadores de bafio y punta para
romper ceélulas de levadura en una dispersion al 1%. A través de los
experimentos, evaluaron la aplicacién de diferentes potencias de ultrasonido a
200 ml de suspension y la relacion de apagado — encendido en el ciclo de trabajo.
Los investigadores encontraron una disminucion en el tamafio de particulas,
consecuente con la ruptura celular, conforme mayor potencia fue suministrada,
al igual que en el caso de mayor tiempo de encendido. Al comparar la eficacia
del tratamiento con un sonicador de punta y otro de bafio a la misma potencia
(600 W), el de tipo punta (0,6 mg mlt de proteina liberada) fue mucho mas
efectivo que el de bafio (0,1 mg ml! de proteina liberada) en la liberaciéon de
proteina desde la célula.

En forma resumida, un homogeneizador a valvula puede ser considerado
como un sistema con una bomba de desplazamiento positivo, con un pistén que
impulsa un flujo a través de una valvula de homogeneizacion y un anillo de
impacto (figura 1.6). La ruptura de células consiste en someter las células a altas
presiones, las células se rompen por el impacto y la cavitacion local al impactar
contra la valvula y el anillo de impacto. La valvula permite regular la presion de
trabajo que es una de las variables mas importantes para la ruptura en este
equipo. Spiden et al. (2013) realizaron un estudio de la ruptura de células de
levadura en homogeneizador a valvulas a diferentes presiones, desde 10 a
150 MPa. La concentraciéon de las suspensiones fue de 0,5 g L. Si bien la
presion de trabajo incrementd el grado de ruptura de las células, segun diferentes
indicadores como la viscosidad, la turbidez (medida a 750 nm), la liberacion de
proteinas o el conteo de células, se obtuvieron valores similares a partir de
99 MPay 4 pasos de homogeneizacion. La ruptura por homogeneizacion de alta
presion estd muy difundida en la industria, sin embargo, para aplicaciones en las
gue se necesita purificar un compuesto o un grupo de compuestos de interés, se
dificulta el proceso de extraccion y purificacion debido a la liberacion masiva de

compuestos intracelulares.

|39



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

Figura 1.6 Representacion de una valvula de homogeneizacion
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Brookman (1974) propuso que la ruptura celular se produce por la abrupta
diferencia de presion que existe entre el ingreso a la valvula y el egreso de la
misma. Segun propone la hipétesis, tamafia diferencia somete a las células a
una compresion — descompresion que las células no pueden soportar y estallan.
Mas tarde, Keshavaz-Moore et al. (1990) aportaron evidencia acerca del rol que
cumple la forma de la valvula del homogeneizador en el proceso de ruptura, su
conclusion final fue que cerca del 20% de la ruptura obtenida después del primer
paso se debe a la geometria de la valvula, el 80% restante se debe al impacto
de las células con la unidad de la valvula. Ayazi-Shamlou et al. (1995) realizaron
otros experimentos para determinar un modelo de ruptura de las células de
levadura y llegaron a la conclusién que las células se rompen debido las fuerzas
extensionales que existen en zonas del homogeneizador donde el flujo tiene
forma hiperbdlica plana como, por ejemplo, a la salida de la valvula de impacto.
Estos autores también coinciden en la importancia de variables como la presion,

la concentracion de células e incluso, el tamafo de las mismas.
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1.5 Formacion de peliculas con materiales poliméricos

Los materiales poliméricos pueden ser procesados para obtener diversas formas
de envases alimentarios como contenedores, bandejas, laminas, entre otros.
Una pelicula es una lamina fina de material que se coloca sobre un alimento u
otro producto para protegerlo de agresiones externas e ingreso o egreso de
sustancias (Robertson, 2005).

Las peliculas son formadas previamente a su aplicacion, mientras que, en el
caso de un recubrimiento, el mismo se forma luego de ser aplicado sobre la
superficie del alimento, generalmente por evaporacion de agua (Pavlath y Orts,
2005). Los polimeros naturales, tales como polisacéaridos y proteinas, pueden
ser utilizados para formar peliculas que ademéas pueden ser comestibles, es
decir, no solo protegen al alimento, sino que también forman parte de él
(Jeevahan y Chandrasekaran, 2019).

Con respecto a la obtencion de peliculas, la técnica de formacion mas
difundida a escala laboratorio es la evaporacién de solvente o casting (Garrido
et al., 2016). En general, la solucion o dispersion se coloca en una placa o en un
contenedor y las peliculas se obtienen retirando el agua por conveccion a
temperaturas por debajo de 60 °C (figura 1.7), aunque existen ciertas variantes
(Otoni et al., 2017). EI método de casting permite la produccion de peliculas a
baja escala, con la ventaja de poder probar diferentes condiciones sin necesidad
de contar con una gran cantidad de material. Sin embargo, no es un método
popularizado a nivel industrial, dado que es un proceso discontinuo que requiere
de gran consumo de energia para remover grandes cantidades de agua. Una
variante de este método, que si permite producciones de escala, es la
metodologia tape-casting (Ortiz et al., 2017). En esta forma de produccion, la
solucion o dispersion se coloca sobre un rodillo caliente en forma continua y el
espesor se ajusta con una cuchilla que distribuye homogéneamente el producto.
A medida que el rodillo gira, se produce la evaporacion del solvente y la pelicula
se forma gradualmente, siendo retirada al final del giro por otra cuchilla y

conducida fuera por un sistema de cintas. El resultado es una lamina del material.
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Figura 1.7 Proceso simplificado de produccion de peliculas por el método de

casting

Vertido en placa :; Evaporacion L/\) Separacion de la pelicula
A nivel industrial predominan otras formas de producciéon, por ejemplo, la
extrusion y luego el soplado o la inyeccién, que son métodos para el
procesamiento de polimeros termoplasticos en grandes cantidades. La extrusion
es un proceso en el cual un polimero es conducido por un tornillo, que lo somete
a elevados esfuerzos de corte, contra un cafion contenedor a través de perfiles
de presion y temperatura con el objetivo de formar pellets del material. Luego de
la extrusion, el material podra ser inyectado en un molde, soplado (para generar
envases o0 bolsas) o calandrado para formar peliculas, entre otras posibilidades.
Existe también la posibilidad de procesar el material por moldeo por compresion,
con el objeto no ya de obtener peliculas, sino placas del material. EI moldeo
consiste en una prensa que comprime el material alojado en un marco entre dos
placas, acondicionado a una temperatura suficiente para que el mismo funda o
fluya segun sea su condicion (Ashter, 2016). De esta manera pueden obtenerse

contenedores, recipientes, entre otros accesorios.

1.5.1 Comportamiento de peliculas de polimeros naturales con el agua

El contenido y la actividad de agua en los alimentos tienen un rol fundamental en
la vida Gtil de los alimentos debido a que las reacciones quimicas, el crecimiento
microbiano, la turgencia en los tejidos se ven afectados por estos factores, por
lo tanto, la proteccion del cambio en el contenido de agua (y su actividad, aw) es
necesaria para mantener la estabilidad en el alimento. Es por esto que se espera
gue los materiales utilizados para la protecciéon del ingreso o egreso de agua del
alimento tengan una baja permeabilidad al vapor y mantengan sus

caracteristicas por exposicion a atmdsferas de alta o baja humedad (Ozden y
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Bayindirli, 2002). En algunos casos, el envase puede actuar como agente de
sacrificio, perdiendo en primer lugar su propia humedad y preservando la
humedad del producto alimenticio, extendiendo su vida util (Plotto et al., 2004).
Las peliculas preparadas a partir de polimeros naturales tienen una desventaja
clara respecto de muchos polimeros sintéticos para actuar como barrera al vapor
de agua debido a su alta hidrofilicidad, de hecho, la mayoria de los polimeros
sintéticos que son buena barrera al vapor de agua poseen una permeabilidad en
torno a 101? a 10 g m?! s? Pa' (Robertson, 2005), mientras que en los
polimeros naturales la permeabilidad al vapor de agua suele estar en el orden
de 101° g m? st Pa'a temperaturas de 20 - 25 °C (Embuscado y Huber, 2009),
dos a cuatro ordenes por encima de los otros.

El estudio del transporte de agua a través de peliculas es esencial para una
mejor comprension y optimizacion de la funcion protectora de estas membranas
(Kester y Fennema, 1986). Ademas, las peliculas de biopolimeros obtenidas de
recursos agroindustriales como almidoén, zeina de maiz, proteinas de suero de
leche, proteinas de soja, entre otras, pueden interactuar fuertemente con el agua,
ganando o perdiendo el contenido de agua facilmente, de acuerdo con la
humedad relativa (HR) del medio ambiente (Peltzer et al., 2017, Pavlath y Orts,
2009). El agua de hidratacion afecta las principales propiedades estructurales y
funcionales de las peliculas hidréfilas porque actia como plastificante al
insertarse entre las cadenas de polimeros, espaciandolas, disminuyendo la
temperatura de transicion vitrea (Tg) y mejorando la flexibilidad (Cuq et al.,
1997a, Levine y Slade, 1988). La fuerte interaccion y la relativa facilidad en la
sorcién y desorcion de agua, segun la exposicion a ambientes con diferentes
humedades relativas, afecta fuertemente las caracteristicas de las peliculas,
especialmente el desempefio mecéanico y la permeabilidad a los gases.

El agua de hidratacion desempefia un papel fundamental en el transporte de
materia a través de peliculas (Kester y Fennema, 1986; Koelsch, 1994). La
permeabilidad al vapor de agua en estos materiales depende de la hidratacién o
solubilidad del agua en la pelicula, asi como de su movilidad dentro de la misma
(Roy et al., 2000; Rogers et al., 1985). Por lo tanto, la estructura quimica, la
polaridad, el grado de cristalinidad, la densidad, el grado de reticulacion, el peso
molecular y el grado de polimerizacion, asi como la presencia de otros

plastificantes, son factores que afectan la permeabilidad, ya que influyen en las
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propiedades de hidratacion, el grado de movilidad molecular y la difusion en el
material (Molyneux, 2001; McHugh y Krochta, 1994).

Los polisacéaridos y las proteinas interacttan fuertemente con el agua, por lo
gue las peliculas preparadas con estos biopolimeros son peliculas hidréfilas. Las
peliculas basadas en biomasa de levadura representan un buen modelo para el
estudio de peliculas hidrofilicas y su interaccién con el agua porque estan
formadas basicamente por polisacaridos y proteinas. En general, las peliculas
hidrofilicas hechas de biopolimeros muestran isotermas de absorcién de agua
con un ligero aumento en la hidratacion para valores bajos de aw y un aumento
significativo para aw> 0,6. Esto sugiere una hidratacion principalmente en formas
de multicapa, con una pequefia monocapa. De esta manera, en estas peliculas
hidrdfilas, el agua de hidratacion es agua movil, no fuertemente unida a la matriz
polimérica (Peltzer et al., 2017).

El mecanismo por el cual las moléculas de agua se transportan a través de
peliculas de polimeros naturales es complejo y aun no se comprende bien,
especialmente debido a la fuerte dependencia del coeficiente de permeabilidad
con el espesor de la pelicula (Hu et al., 2001; Gennadios et al., 1994a; McHugh
et al., 1993) y el contenido de plastificante (Nazan Turhan y Sahbaz, 2004; Cuq
et al., 1997b; Gennadios et al., 1994b).

Ademas de intervenir en la calidad de la barrera al vapor de agua, el agua
también puede afectar caracteristicas muy importantes de las peliculas, como el
desempefio mecanico. Una excesiva plastificacion por la inclusion de agua
puede ser perjudicial para aplicaciones de envasado, asi como también el
cambio drastico en las propiedades debido a la fluctuacion de la humedad en el
ambiente. Uno de los grandes desafios en los materiales basados en polimeros
naturales es el control de las caracteristicas mecéanicas y la disminucién del

grado de interaccién con el agua (Siracusa et al., 2008).

1.5.2 Propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas con polimeros

naturales
1.5.2.1 Caracteristicas mecanicas generales
Las propiedades mecanicas de las peliculas de polimeros naturales son, en

general, inferiores a las de los polimeros sintéticos. Las peliculas obtenidas por
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diversos métodos, evaporacion del solvente/dispersante (casting), tape-casting,
moldeo por compresion, extrusion, en general poseen un modulo elastico que no
supera 200 MPa, la resistencia a la traccion raramente se encuentra por encima
de 50 MPa (Calva-Estrada et al., 2019) y la deformacion a ruptura es variada,
mientras algunos son quebradizos, con una deformacién a ruptura inferior a 5%,
otros al ser plastificados alcanzan deformaciones a ruptura de hasta 250%
(Embuscado y Huber, 2009).

Las propiedades mecéanicas de las peliculas pueden ser afectadas por la
incorporacion de un refuerzo o por el cambio en las interacciones entre los
polimeros que las componen, debido a la incorporaciébn de nuevos grupos
funcionales (funcionalizacion o derivatizacion), plastificantes, la simple
modificacion del pH o la fuerza ionica de la solucién/dispersion que genera la
pelicula. Las modificaciones de pH, la introduccion de cationes divalentes en las
dispersiones 0 soluciones han sido estudiadas por diferentes autores en

peliculas de proteinas, polisacaridos y mezclas de ellos con diversos resultados.

1.5.2.2 Plastificantes, pH de las dispersiones que generan las peliculas y

refuerzos de celulosa

Los plastificantes modifican de gran manera el comportamiento mecanico,
siendo el agua el principal plastificante de los polimeros naturales. Tal como
sefialan Krauskopf y Godwin (2005), la IUPAC define a los plastificantes como
sustancias que incorporadas a un material mejoran su flexibilidad,
manipulabilidad y distensibilidad. Los plastificantes pueden reducir la viscosidad
de los polimeros fundidos, disminuir la temperatura de una transicién de segundo
orden como la transicion vitrea o reducir el modulo elastico. En el caso de los
polimeros naturales, los plastificantes mas utilizados suelen ser polioles, por su
bajo peso molecular y por su capacidad de interaccion con macromoléculas
hidrofilicas. Vieira et al. (2011) realizaron una gran revision de las sustancias
plastificantes utilizadas en peliculas de polimeros naturales. El mas frecuente de
los plastificantes es el glicerol, aunque también habitualmente son utilizados en
las publicaciones cientificas sorbitol, otros monosacaridos y disacéaridos, urea,
etilenglicol y polietilenglicol.

El pH de las dispersiones o soluciones afecta la fortaleza de las interacciones

intermoleculares. En el caso de geles, especialmente de los producidos a partir
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de proteinas, la fortaleza del gel puede variar de acuerdo a la intensidad de la
interaccion (Puppo y Aion, 1998). Cuando el pH se acerca al punto isoeléctrico
de la proteina donde la carga neta es cero, las fuerzas de corto alcance, como
las fuerzas de dispersion de London o de Van der Waals predominan mientras
qgue, lejos del punto isoeléctrico, son importantes las fuerzas electrostaticas
debido a la carga neta de la proteina. En este caso, las fuerzas de corto alcance
pueden estar desfavorecidas y la red que se formara tendra caracteristicas
diferentes. En los polisacéridos, el pH puede afectar la solubilidad y la carga neta
de los grupos funcionales, por ejemplo, en los que cuentan con grupos
funcionales acidos, como las pectinas, donde a pHs alcalinos la carga neta es
negativa (Espitia et al., 2014), mientras que, en el quitosano, a pHs acidos la
carga neta es positiva (Elsabee y Abdou, 2013). La carga neta afecta la
posibilidad de establecer interacciones con cationes metalicos, lo que repercutira
en la fortaleza de la red formada.

La incorporacion de particulas tales como arcillas, fibras, asi como particulas
de orden nanométrico como nanotubos, nanocristales o nanofibras esta
destinada a modificar las propiedades mecéanicas, aunque también puede tener
repercusion en la capacidad de barrera al vapor y también a los gases (Souzay
Fernando, 2016). Los materiales compuestos consisten en tres partes de gran
interés, la fase continua o matriz, el refuerzo o fase dispersa y la region de
interfase (Ngo, 2018). Si al incorporarse un refuerzo a una pelicula existe una
buena adhesién interfacial, aumenta la resistencia de la misma, ya que la fase
continua descarga el esfuerzo en las particulas dispersas que cuentan con mayor
resistencia (Yao et al., 2013).

El arroz (Oryza sativa) es uno de los grandes pilares de la alimentacion
mundial y el almidén que se obtiene a partir de él es muy valorado para diversos
fines, no solo alimentarios. La industrializacion del cariopse, que incluye el
endospermo (de gran contenido almidonoso), el embrion, las capas de aleurona,
gue es la fraccion mas rica en proteinas, el tegumento y el pericarpio, genera
industrialmente un subproducto que es la cascara de arroz, conocida también
como glumela, con dos partes principales, palea y lema. La cascara de arroz es
de naturaleza abrasiva, posee bajo valor nutritivo y alto contenido de cenizas
(Jurado et al., 2003) debido a la presencia de silice. Se estima que en 2018 se

obtuvo una cosecha mundial de 770 millones de toneladas de arroz cascara, lo
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gue implica 510 millones de toneladas de arroz blanco (FAO, 2018). En Argentina
el volumen de produccion es de 1.050.000 toneladas por afo. Las cascaras de
arroz contienen 80% de sustancias organicas y el 20% son materiales
inorganicos. Los principales componentes elementales son: carbono (C), 37,05%
p/p, hidrogeno (H), 8,80% p/p; nitrogeno (N), 11,06% p/p; silicio (Si) 9,01% p/p y
oxigeno (O), 35,03% p/p. Estas cascaras estan compuestas por 20-22% de
hemicelulosa; 30-35% de celulosa y 25-30% de lignina (Mansaray y Ghaly,
1998). A partir de la cascara de arroz se pueden obtener fibras y fibrillas que son
capaces de modificar el comportamiento mecanico de peliculas obtenidas con
polimeros naturales. En este trabajo se exploré la obtencién de nanofibras de
arroz para reforzar las peliculas de levadura.

La nanotecnologia es un campo de la ciencia y la tecnologia que estudia las
propiedades y las aplicaciones, asi como su manipulacion, de la materia en el
orden nanométrico. Se trata de una tecnologia de tipo transversal porque cruza
a sectores muy diferentes de la ciencia y la tecnologia, sirviendo como una nueva
herramienta para continuar con el desarrollo. Se habla habitualmente de
nanoparticulas cuando al menos una de las dimensiones de las mismas posee
menos de 100 nm (Rauscher et al., 2014), aunque todavia no hay consenso
sobre una definicion con limites tajantes (Boholm y Arvidsson, 2016; Maynard,
2011; Kreyling et al., 2010), dado que hay “nanotecnologia” con tamafos
ligeramente mayores. Los denominados nanomateriales son materiales que se
encuentran en la escala nanométrica y han ganado atencion en las ultimas tres
décadas por sus propiedades particulares, por ejemplo, su interaccion con el
campo electromagnético, la gran relacion de aspecto o su gran relacién
area/volumen en relacion a la de las particulas mas grandes. Las nanoparticulas
pueden modificar el comportamiento de materiales o bien, proveerles nuevas
caracteristicas para que respondan a determinadas aplicaciones.

La celulosa esta estructurada en forma de fibrillas que conectadas forman
fibras. De acuerdo a la evidencia disponible, en las plantas vasculares, la fibrilla,
unidad elemental de la pared celular, esta formada por 36 cadenas de celulosa
(Chinga-Carrasco, 2011). Una fibrilla elemental de celulosa posee 3,5 nm de
diametro. Las fibrillas tienen dominios altamente ordenados, cristalinos, que
estan aislados entre si e intercalados entre los dominios amorfos. Las fibras de

celulosa se retnen con las hemicelulosas y la lignina para formar macrofibras
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gue dan rigidez y resistencia mecanica a los tejidos vegetales. La celulosa
también puede obtenerse de algas, tunicados y bacterias, y en el caso de estas
dltimas, a través de la produccion por bacterias del acido acético (Esa et al.,
2014). La ventaja de la produccion de celulosa bacteriana es que se obtiene una
estructura constituida unicamente por celulosa sin hemicelulosas o lignina, con
altisima capacidad de retencion de agua. La hidrdlisis de las secciones amorfas
de las fibrillas de celulosa permite obtener cristales. Las nanoparticulas de
celulosa son materiales nanométricos que han ganado gran atencioén en el Gltimo
tiempo debido a sus multiples aplicaciones, entre las que se pueden encontrar la
fabricacion de pantallas electronicas flexibles, la mejora de las propiedades
mecanicas de papel y materiales de envasado, la formacién de compuestos con
resistencia a la compresién y al impacto, la estabilizacion de emulsiones y la
formacion de geles con elevada capacidad de retencion de agua, el empleo en
dispositivos biomédicos por su compatibilidad y resistencia, entre otras
aplicaciones (Malho, 2015). En particular las nanofibras y los nanocristales
pueden ser utilizados para modificar las propiedades mecéanicas de peliculas
(Perumal et al., 2019). Las nanofibras de celulosa son nanoparticulas de elevada
relacion de aspecto (largo/diametro), se caracterizan por elevado madulo
elastico cercano a 140 GPa y por su resistencia a la traccion, que es de
aproximadamente 1 GPa (Eichhorn et al., 2010). Los nanocristales poseen una
gran resistencia a la traccion (7,7 GPa, segun la determinacion tedrica) y pueden
ser utilizados para reforzar compuestos, disminuir la permeabilidad de ciertos
sistemas (Fortunati et al., 2014) y formar cristales liquidos cuando se dispersan
en agua, entre otras aplicaciones. Gonzélez et al. (2019b) usaron nanofibras de
celulosa de cascara de soja para mejorar el médulo de peliculas biodegradables
hechas con aislado de proteina de soja. Encontraron que al incorporar las fibras
al 40% en peso, el modulo crecio 8 veces y la resistencia a la traccién lo hizo 4
veces. Se han publicado trabajos en los se obtienen nanofibras a partir de
cascaras de arroz, en general se buscan fuentes residuales para poder
incrementar su valor. Kalita et al. (2015) obtuvieron fibras a partir de cascaras de
arroz de dos variedades, una de otofio y otra de verano. Luego de un proceso
gue involucrd la limpieza con una solucién alcalina de NaOH, un intenso
tratamiento con vapor durante 8 horas repetido dos veces y un tratamiento de

blanqueo con NaOH, &cido acético e hipoclorito de sodio, se obtuvieron las
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nanofibras. La moda poblacional de la variedad estival tuvo un diametro
ligeramente superior (40-50 nm) al de las fibras obtenidas de la variedad de
otofio (30-40 nm). Johar et al. (2012) sefialaron que el tratamiento de blanqueo
reduce el tamafio de las fibras debido a que se elimina lignina y hemicelulosas
gue actian como material adhesivo entre las fibras. Las fibras obtenidas de
cascara de arroz disminuyeron su diametro de 170 a 7 um debido al blanqueo y
luego fueron convertidas en nanocristales mediante una hidrélisis acida. Las
cascaras de arroz son un subproducto muy abundante y las nanofibras obtenidas
a partir de esta fuente son un posible refuerzo para las peliculas de levadura.
Kargarzadeh et al. (2017) utilizaron nanocristales y fibras de celulosa para
reforzar peliculas de almidon. EI médulo elastico de las peliculas se incremento
de 12 MPa a méas de 40 MPa con la incorporacion de 6% de nanocristales,
mientras que las fibras (7 um de diametro) no produjeron un cambio de gran
magnitud en el modulo. La deformacién a ruptura se mantuvo en la muestra con
nanocristales, mientras que, en las peliculas reforzadas con fibras, la
deformacion cayé. Este Ultimo resultado puede deberse a una insuficiente
interaccién matriz — refuerzo, dado que por las caracteristicas de uno y otro se
descarta que exista incompatibilidad, podrian mejorarse si se utilizan fibras de
menor tamafio de diametro, aumentando la relacion de aspecto. Por otra parte,
Montoya et al. (2018) utilizaron nanocelulosa de origen bacteriano para reforzar
peliculas de almidén termoplastico, la solucion se prepar6 con almidén al 4% p/p
y celulosa bacteriana al 7,5% p/p. Las peliculas estaban destinadas a almacenar
piezas de mango. Mientras que la resistencia a la tracciéon aument6 al doble, el
moédulo elastico se incrementd6 mas de diez veces luego de 5 dias de
almacenamiento a 5 °C y 75% de HR. Después de 10 dias de almacenamiento,
el esfuerzo fue similar entre las peliculas modificadas con nanocelulosa y las no
modificadas, mientras que el modulo de las peliculas modificadas con
nanocelulosa si bien disminuy0, siguio siendo varias veces superior al de las
peliculas sin modificar. Por otra parte, tanto en las peliculas de proteina de soja
como en las de almidén, la incorporacion de nanofibras perjudicé a la

deformacion.
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1.6 Materiales y envases activos

1.6.1 Introduccién a los envases activos

Los envases pueden intervenir en el desarrollo microbiano, inhibiendo a los
microorganismos patdgenos, controlando el crecimiento de la flora alterante o
bien, evitando reacciones de deterioro que disminuyen la calidad iniciadas o
promovidas por agentes fisicos y quimicos, secuestrando metales, entre otras
cosas (Realini y Marcos, 2014). De esta manera el envase tiene un rol activo en
la preservacion de la vida util del alimento y deja el rol pasivo de ser so6lo un
contenedor. Los envases activos pueden ser emisores o absorbedores de
sustancias. El reglamento de la Comisién Europea 450 (UE, 2009) define a los
materiales activos como aquellos que estan “destinados a prolongar la vida util
0 a mantener o mejorar el estado del alimento envasado”. Luego afirma que
“estan disefiados para incorporar intencionadamente componentes que liberaran
sustancias en el alimento envasado o0 en su entorno o absorberan sustancias del
alimento o de su entorno”. En el d@mbito de la produccion alimentaria los
materiales absorbedores generalmente estan preparados para capturar oxigeno,
etileno o dioxido de carbono. Los capturadores de oxigeno estan basados en la
utilizaciéon de sales de hierro, enzimas o acido ascorbico y son frecuentes
comercialmente en las tapas de botellas de cerveza y vino, donde el oxigeno
puede promover reacciones de oxidacién que pueden alterar el sabor de las
bebidas. Los capturadores de etileno se utilizan para prolongar la vida util de
frutas climatéricas dado que el etileno es la hormona de maduracién. La
tecnologia de atrapamiento consiste en utilizar sales de permanganato de
potasio (KMnOa4) o paladio, o las mas modernas estructuras metal-organicas. En
el caso del agua, comercialmente se utilizan absorbedores que consisten en
almohadillas con poliacrilato de sodio, aunque también existen otras tecnologias
gue involucran el uso de celulosa. Para los productos cérnicos existen emisores
de CO2 con acidos y bases, que se activan al recibir el agua por goteo del
musculo. El CO2 emitido actua descendiendo el pH del masculo y modificando la
composicién de la atmdésfera en contacto con el producto, lo que controla el
crecimiento de microorganismos. (Mihindukulasuriya y Lim, 2014).

En los desarrollos de peliculas y recubrimientos, es frecuente encontrar que

se incluyen compuestos antioxidantes y antimicrobianos, dado que la oxidacién

| 50



Capitulo I: Introduccién y objetivos de la tesis

y la alteracidbn microbiana son las principales causas de deterioro de los
alimentos.

Los envases activos antimicrobianos surgieron como una alternativa para
controlar el crecimiento de microorganismos alterantes e inhibir el desarrollo de
microorganismos patdgenos en la superficie de los productos, a través de
distintos mecanismos. De acuerdo con White et al. (2002), un grupo reducido de
patdégenos son los responsables de las intoxicaciones por ingestion de alimentos
contaminados que llevan a la muerte. Los microorganismos patdgenos
principales son Salmonella (34%), Listeria (28%), Toxoplasma (21%), virus
varios (7%), Campylobacter (5%), y Escherichia coli O157:H7 (3%). El restante
5% se encuentra distribuido entre distintos microorganismos como Yersinia
pestis, Vibrio sp., Bacillus anthracis, Streptococcus pyogenes, y Staphylococcus
aureus. Una tendencia actual es el desarrollo de envases antimicrobianos para
la industria alimentaria a través de la incorporacion de sustancias de origen
natural que puedan ser activas contra el amplio espectro de microorganismos.
Se prefiere en el caso de utilizar aditivos, que sean aquellos identificados como
GRAS (por las siglas en inglés generally recognized as safe). De esta manera,
se busca reemplazar ciertos aditivos presentes en la formulacion de envases,
como el caso de algunos antimicrobianos/antioxidantes de origen sintético
(Ramos et al., 2012).

La forma mas eficaz de evitar la rancidez oxidativa de los alimentos es
removiendo el oxigeno presente en el espacio de cabecera y evitando el ingreso
de nuevo oxigeno desde la atmosfera externa. Industrialmente, es relativamente
caro y dificil llegar a atmosferas modificadas que contengan menos del 1% de
oxigeno. Por otra parte, los materiales de envase de aceites y grasas son
seleccionados entre un compromiso de precio y calidad de barrera al oxigeno.
El vidrio es una excelente barrera, pero su precio es mas elevado que el de
polimeros sintéticos como el policloruro de vinilo o el polietileno terftalato. Para
evitar la oxidacion de los lipidos existe otra estrategia, que es el uso de
compuestos antioxidantes. Los antioxidantes son compuestos capaces de inhibir
las reacciones de oxidacion, a través de dos vias posibles. Una de ellas es a
traves de la transferencia de electrones, estabilizando e inhibiendo a los
propagadores de la reaccion, los radicales libres, especialmente los peroxilos y

alcoxidos. La otra via posible es la descomposicion de los radicales, evitando
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gue puedan involucrarse en la propagacién del conjunto de reacciones de
oxidacion. Los donantes de electrones mas activos son los polifenoles, mas
efectivos que los galatos, el &cido nordihidroguaiarético y los flavonoides. Las
aminas aromaticas también inhiben a través de la transferencia de electrones.
Las quinonas son inhibidores por recepcién de electrones, compiten con el
oxigeno por la reaccién con los radicales alquilo. Dado que a presiones
atmosféricas la reaccion entre el oxigeno y los radicales alquilo es
extremadamente rapida, las quinonas sélo son eficaces como antioxidantes a
presiones parciales muy bajas, donde la velocidad de reaccién es inferior
(Pokorny et al. 2001).

Los compuestos azufrados como el acido tiodipropionico, la metionina y los
tioéteres son capaces de descomponer a los radicales libres y evitan que estén
disponibles para las reacciones de oxidacion. También se considera dentro de
esta via a todos los compuestos que son capaces de atrapar iones metalicos que
favorecen la aparicion de radicales libres.

Los aceites esenciales son responsables del aroma y el sabor caracteristico
de las especias y hierbas. Varios de ellos, como los de canela, clavo de olor,
cilantro, ajo, nuez moscada, orégano, perejil, romero, salvia, mostraron ser
inhibidores de diversas bacterias y mohos debido a que estan compuestos en su
mayoria de sustancias fendlicas (Burt, 2004). La caracteristica lipofilica comun
de los compuestos de los aceites esenciales hace posible su penetracion en la
membrana plasmatica (Hill et al., 2013), generando rupturas por donde se fuga
el material citoplasmatico, lo que produce la muerte celular. Diferentes aceites
esenciales fueron incorporados y probados en matrices biodegradables
obteniendo resultados positivos en la inhibicibn de bacterias y hongos. Por
ejemplo, el aceite esencial de orégano fue introducido en peliculas producidas
con proteinas de leche (Oussalah et al., 2004), asi como el aceite esencial de
ajo en peliculas a base de aislados de proteinas de trigo (Seydim et al., 2006).
Los compuestos que integran los aceites esenciales, especialmente los
polifenoles son antioxidantes, como fue explicado, por su capacidad de brindar
un electron para estabilizar a los radicales libres. La actividad antioxidante de los
aceites esenciales y sus compuestos fue probada para diferentes sustratos.
Tsimidou et al. (1995) comprobaron que el empleo de 1% de hojas de orégano

tenia la misma efectividad que 200 ppm de butilhidroxianisol (BHA) para prevenir
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la oxidacion de aceite de caballa. En peliculas, también es frecuente encontrar
desarrollos orientados a la capacidad antioxidante. Recientemente, Talon et al.
(2019) han publicado un trabajo donde incorporaron eugenol encapsulado a
peliculas de almidon de maiz. La encapsulacion del eugenol trajo un efecto
positivo en la capacidad antioxidante, las peliculas con el eugenol encapsulado
tuvieron mayor actividad antioxidante que las peliculas con el compuesto libre.
La capacidad antioxidante fue cuantificada a través de la reaccién del 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) y la determinacién del EC50, la concentracion de
antioxidante necesaria para reducir 50% de la cantidad inicial de DPPH. Los
autores propusieron la aplicaciéon de las peliculas como contenedores de aceite
de girasol. En otra investigacion, Afonso et al. (2019) probaron la capacidad
antioxidante de peliculas de quitosano reacetilado con polvo de semillas de
annato, utilizando el método ORAC (capacidad de captura de radicales de
oxigeno, por sus siglas en inglés). De acuerdo a los resultados, los autores
propusieron que las peliculas preparadas con capacidad antioxidante podrian

ser utilizadas en aplicaciones cosméticas.

1.6.2 Diseio y mecanismos de accidn de los envases antioxidantes

Gobmez - Estaca et al. (2014) realizaron una extensa revision de los desarrollos
en envases antioxidantes donde se puede ver que las formas de entrega de
antioxidantes de mayor difusion comercial tienen el activo en forma separada del
envase, ya sea en forma de gel, pad, pintura superficial o sachet que se adhiere
al mismo. Estas formas de entrega del activo se denominan “dispositivos
independientes”. Cuando el activo se incorpora al material para obtener un
“material antioxidante”, es necesario franquear varios obstaculos hasta lograr la
aplicacion apropiada. Para la utilizacion a escala de los materiales antioxidantes
los compuestos activos deben ser incorporados junto con los polimeros que
forman la matriz en el proceso de produccion y generalmente, las temperaturas
utilizadas para procesar el polimero afectan y degradan al compuesto
antioxidante. Esto implica una limitacion para el procesamiento y produccion de
envases a partir del material antioxidante. Por otra parte, la liberacion del
antioxidante debe ser sostenida en el tiempo y no explosiva. Los antioxidantes
incorporados al material deben cumplir las mismas regulaciones que los aditivos

de los alimentos, especialmente en los limites maximos de concentracion. La
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liberacion del antioxidante se puede entender como un proceso de transporte y
un equilibrio de concentraciones entre un minimo de dos fases que componen al
sistema, el material del envase y el medio al que se libera, que es el alimento. El
activo se reparte entre las fases de acuerdo a la afinidad por una u otra. Si los
antioxidantes son volatiles, se incorpora una tercera fase que es el ambiente y
también puede existir una fase adicional si existe un espacio de cabecera entre
el alimento y el envase. También puede ocurrir que el activo s6lo se encuentre a
nivel de superficie a manera de recubrimiento y que el resto de la matriz del
envase no contenga el antioxidante. La relacion de concentraciones dada por el
coeficiente de reparto entre las fases es importante para el éxito en la liberacion
del activo. Si fuera necesaria una gran liberacion del activo, el coeficiente de
reparto entre el recubrimiento que posee el activo y el alimento debe ser bajo. Si
solo el recubrimiento contiene activo y el resto de la pelicula no lo contiene, el
coeficiente de reparto entre el recubrimiento y la matriz debe tener un valor alto,
porque si no fuera asi, la matriz de la pelicula podria retenerlo excesivamente,
dificultando su liberacién. En el caso de que exista un espacio de cabecera entre
el alimento y el envase y el activo sea volatil, un bajo coeficiente de solubilidad

mantiene una alta concentracion del activo en la fase gaseosa.

1.6.3 Timol, compuesto de multiples aplicaciones

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un compuesto fendlico que se halla en los
aceites esenciales de plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae (géneros
Thymus, Ocimum, Origanum y Monarda), familia a la que pertenecen el orégano
y el tomillo (Marchese et al., 2016). Es un compuesto hidrofébico, soluble en
alcohol y poco soluble en agua y otros solventes polares. Se puede separar por
destilacion fraccionada a partir del aceite esencial de las hojas de las plantas,
aunque existe también un procedimiento industrial patentado por la empresa
Bayer donde puede obtenerse timol por reaccion a partir de m-cresol y propileno
en un reactor tubular a presion que contiene alimina activada (Mukhopadhyay,
2004). El timol tiene diferentes aplicaciones en las industrias alimentaria, de
saborizantes y perfumes debido a su aroma y sabor. Ademas de sus
caracteristicas aromaticas se ha demostrado la actividad antimicrobiana del timol
en diferentes especies de géneros de bacterias Gram-positivas como

Micrococcus, Sarcina, Staphylococcus (particularmente la especie aureus),

| 54



Capitulo I: Introduccién y objetivos de la tesis

Bacillus (especies licheniformis y thuringiensis), y Listeria (especie innocua) asi
como en especias de diferentes géneros de bacterias Gram-negativas,
Escherichia (coli), Proteus, Pseudomona, Salmonella, Serratia y Yersinia. El
efecto inhibitorio varié segun la sensibilidad del microorganismo (Marchese et
al., 2016). Del mismo modo, Abbaszadeh et al. (2014) publicaron resultados de
la aplicacion del timol como una alternativa natural para controlar el crecimiento
de hongos en alimentos en lugar de implementar fungicidas sintéticos.

Otras investigaciones probaron la capacidad del timol como efecto repelente
de mosquitos, en particular Park et al. (2005) publicaron el efecto sobre Culex
pipiens pallens y en el caso de Zahran y Abdelgaleil (2011) ampliaron el estudio
a las larvas de esta especie. Se ha demostrado también efecto insecticida y
actividad genotoxica en la mosca comun Drosophila melanogaster (Karpouhtsis
et al. 1998) una de las plagas mas frecuentes en la industria alimentaria. Por otra
parte, el timol tiene capacidad antioxidante, esta capacidad esta relacionada a
su estructura, se sabe que los monoterpenos con grupos —OH adyacentes
presentan actividad y la ubicacion de ese grupo donante de hidrogeno es
fundamental (Cai et al., 2004). Segun informé Embuscado (2015) en una revision
de los antioxidantes naturales, el aceite esencial de tomillo es el segundo de
mayor poder inhibitorio en la reaccion del DPPH. El aceite esencial de tomillo
contiene ademés de timol, varios compuestos que pueden tener actividad
antioxidante: carvacrol, p-cumeno-2,3-diol, &cidos fendlicos como galico, cafeico
y rosmarinico, diterpenos fendlicos y flavonoides.

La aplicacibn de este tipo de compuestos es limitada en productos
terapéuticos debido a la baja solubilidad en agua, lo que limita su entrega a las
células. Debido a esto la capacidad antioxidante deberia ser enfocada
primariamente a la proteccion de alimentos susceptibles de oxidacién que
puedan ver alteradas sus caracteristicas organolépticas y disminuida, luego, su
vida util.

El timol y otros componentes naturales de los aceites esenciales han sido
registrados por la Comisibn Europea para su uso como saborizantes en
alimentos ya que son inofensivos para la salud del consumidor (Marchese et al.,
2016). La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) ha clasificado a estos compuestos como GRAS. En el Cédigo Alimentario

Argentino, el timol esta catalogado como un aromatizante con olor pungente a
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especias y no se ha establecido un limite maximo admitido. Hay una gran
variedad de casos de su incorporacion exitosa en Vvarias peliculas
biodegradables, y sus capacidades antimicrobianas y antioxidantes fueron
comprobadas en las diferentes matrices. Se ha reportado la adicion de timol en
peliculas de acido polilactico (PLA) (Ramos et al.,, 2014), en mezclas de
quitosano y almidon (Pelissari et al., 2009), en films de gelatina (Li et al., 2018),
en recubrimientos realizados con zeina (Del Nobile et al., 2008), asi como en
otras matrices. La particularidad del timol es que, al ser poco afin al agua, puede
ser incluido en materiales hidrofébicos sin mayores problemas de compatibilidad.

En el trabajo de Ramos et al. (2014) la mejor combinacion segun los autores
fue una mezcla de 2,5% de arcillas y 8% de timol respecto al peso de PLA. Esa
mezcla consiguié mas de 84% de inactivacion del radical DPPH. Por otra parte,
Davoodi et al. (2017) realizaron peliculas con un derivado de almidon
(hetastarch) y timol, analizaron la capacidad antioxidante por el método del ABTS
(acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) y del DPPH, la actividad
antimicrobiana (frente a Escherichia coli, Salmonella entérica, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa) y las propiedades
mecanicas. Curiosamente encontraron gue el timol actuaba como plastificante
del almiddn, disminuyendo la resistencia a la traccion y el modulo elastico e
incrementando al doble la deformaciéon a ruptura. Ademas, hallaron que la
concentracion minima inhibitoria del timol atrapado en la pelicula es el doble de

la correspondiente al timol libre para la mayoria de las bacterias estudiadas.

1.6.4 Migracion de compuestos antioxidantes

El proceso de migracion es un fenomeno de transferencia de materia, al poner
en contacto el envase que contiene el compuesto activo con un alimento o un
simulante de él (en el cual la cantidad inicial de activo es cero) se genera un
gradiente de concentraciones que rige el proceso de transferencia. Si el envase
es un medio no poroso, el aditivo se moviliza a través de la pelicula mediante
difusion hasta llegar a la interfase con el alimento o simulante, en donde se
solubilizan y finalmente difunden hacia su interior (Bhunia et al., 2013),
cumpliendo este mecanismo con la ley de Fick de transferencia de materia. Las
resistencias existentes en el proceso de migraciéon de un activo desde una

pelicula hacia el medio el alimento o simulante son tres: la resistencia propia del
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material del envase, la existente en la interfase (relacionada con la solubilizacion
de los activos en el simulante o alimento) y aquella proveniente de la solucion
(Arvanitoyannis y Kotsanopoulos, 2014). Si bien este modelo es util para
entender el fendmeno en forma global, en la realidad, algunos supuestos en los
gue esta basado pueden no verificarse. Varios autores hicieron propuestas
complementarias para explicar como sucede realmente la migracion de
sustancias. Mastromatteo et al. (2009) estudiaron la migracion del timol en
peliculas de almidén en contacto con una solucién acuosa y propusieron que el
fendmeno se desarrolla en varias etapas. La primera es la difusion del agua hacia
la matriz polimérica, que ocasiona una relajacion macromolecular y luego se
produce la contradifusién del compuesto activo desde la red polimérica hinchada
hacia el exterior. Por su parte, Ouattara et al. (2000) plantearon un modelo
similar, en el cual el simulante ingresa primero a la matriz y disuelve el compuesto
activo, permitiendo la posterior liberacion del polimero, en este caso se trata de
una situacion no fickiana, ya que la transferencia de activo no depende
exclusivamente de la diferencia de concentraciones. Esta secuencia transcurre
hasta que la pelicula se satura de simulante y no es posible extraer mas cantidad
de compuesto, observando una meseta (etapa de equilibrio) cuando se mide la
concentracion de la misma en la solucion. Uno de los intereses en modelar los
fendmenos de migracion en procesos fickianos radica en poder conocer el
coeficiente difusivo (D) parametro que permite conocer la facilidad o no de
liberacion de los aditivos para que cumplan con la funcién propuesta y los
requerimientos legales en el caso de un envase en contacto con alimentos.

El estudio de la liberacion de compuestos activos a través de envases es
fundamental para el desarrollo de los mismos, ya que determina si podran ejercer
0 no su funcion de proteger al alimento de los agentes de deterioro. De esta
manera, la liberacibn de los antioxidantes no debe ser mas lenta que la
propagacion de los radicales. Los antioxidantes deben encontrarse en el medio
a proteger para estabilizar a las especies reactivas y evitar que la reacciéon
continte propagandose. Las caracteristicas del alimento o del simulante juegan
un rol fundamental en la liberacién de los antioxidantes (Cagri et al., 2004). Las
caracteristicas de la pelicula (polaridad, estado vitreo o gomoso, modo de
obtencion) y como interaccionan los activos con ésta también son muy

importantes en la liberacion (Bhunia et al., 2013; Gemili et al., 2010). Segin como
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se relacionen, sera mas o menos sencilla la liberacion a través de la pelicula.
Adicionalmente, la volatilidad del compuesto y su tamafio molecular influyen de
manera directa, ya que la difusion se vera favorecida cuanto mayor sea la

tendencia a pasar a la fase gaseosa y cuanto menor sea su peso molecular.
1.7 Conclusion del capitulo |

La finalidad de este trabajo es demostrar la potencialidad de la biomasa celular
de levadura para producir peliculas aptas para la industria con fines de
envasado, recubrimiento y/o proteccion. La caracterizacion de las dispersiones
y de las peliculas se planteé de manera amplia, para conocer el impacto de las
variables de procesamiento sobre la formacion de las peliculas y sus
caracteristicas finales, asi como también la determinacién de las principales
caracteristicas que hacen a la aplicacion y la mejora de las mismas, interviniendo
variables e incorporando aditivos. En la bibliografia no hay descripciones sobre
el uso de la célula completa de levadura para producir peliculas, es decir tanto
los componentes de su pared celular, como los del citoplasma. Se decidié
estudiar esto en forma acabada para lograr el maximo aprovechamiento posible
de los polimeros naturales (principalmente los polisacaridos y las proteinas). La
determinacion de la capacidad real de la biomasa para la produccion de
peliculas, con sus alcances y limitaciones, despojandose de cualquier sesgo
voluntarista sobre las mismas es el animo de este trabajo, como Unico camino

de aportar luz sobre este tema.
1.8 Objetivos de la tesis doctoral

Obijetivo general

Obtener peliculas a base de biomasa de levadura Saccharomyces cerevisiae,
optimizando las condiciones de obtencion y evaluando sus propiedades fisicas,
de manera de identificar claramente su potencial y sus limitaciones para el
empleo en envases y recubrimientos destinados a la industria de los alimentos,
mejorando su vida atil y agregando valor a un subproducto de la industria

alimentaria.
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Objetivos especificos

e Estudiar variables de tratamientos (ruptura celular, pH, fracciones soluble e
insoluble y tratamiento térmico) y su efecto sobre la capacidad de producir
peliculas a partir de dispersiones de levadura.

e Evaluar las condiciones de transformacion y obtencion de peliculas por
diferentes métodos a fin de otorgarles caracteristicas adecuadas para su
utilizacion en contacto con alimentos.

e Analizar la influencia de la composicion, la cantidad de plastificante y el
refuerzo con micro y nanoparticulas de celulosa sobre la permeabilidad al
vapor de agua, las propiedades mecanicas, térmicas y estructurales de las
peliculas de levadura.

e Analizar la liberacion de un antioxidante en la matriz de levadura para su

posterior aplicacion.

Hipdtesis de trabajo

La biomasa de la levadura S. cerevisiae es una fuente posible de materiales
biodegradables debido a su composicion rica en proteinas y polisacaridos. Es
posible valerse de los componentes celulares en forma integral utilizando
tratamientos fisicos adecuados para la formacién de peliculas con propiedades

y caracteristicas adecuadas para la proteccion de alimentos.
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2.1 Método de preparacion de peliculas

2.1.1 Materiales utilizados

En este trabajo se utilizo levadura panadera comercial y levadura residual de una
cerveceria artesanal proveniente de un productor del Gran Buenos Aires. La
descripcion completa de las caracteristicas de la levadura residual se encuentra
detallada en el capitulo X, donde se describe la obtencién de peliculas a partir
de ésta. La levadura comercial panadera utilizada fue obtenida de CALSA AB-
MAURI Argentina S.A. en sus presentaciones comerciales de 50 g y 500 g (bajo
la marca Virgen).

El resto de los materiales utilizados se detalla en cada ensayo, la calidad de

los mismos fue de grado analitico.

2.1.2 Estudio del efecto de la presién sobre la ruptura celular

Se utilizé levadura panadera comercial (500 g, 33 g/100 g de materia seca).
La biomasa se disperso en 2 litros de agua destilada y se lavo por centrifugacion
a 4 °C y 1.380 xg (Centrifuga Beckman J2-MC, Beckman Coulter Inc., EUA)
durante 20 minutos. Posteriormente, se prepard una primera dispersion de 10%
peso/peso (p/p) en agua destilada, utilizando el sedimento de la centrifugacion
anterior y se someti6 a una homogeneizacion continua bajo diferentes
condiciones de presion de 40 a 125 MPa, durante 9 minutos en un
homogeneizador a valvula (Panda 2K NS1001L, GEA Niro-Soavi, Italia). Para
disminuir el incremento de la temperatura durante la homogenizacién y la
coagulacion proteica dentro del equipo, el homogeneizado se enfridé entre los
ciclos de homogeneizacion con un bafio de agua con hielo. Una vez obtenidas
las dispersiones, se realizd un tratamiento térmico durante 20 min en bafio a 90
°C para producir la desnaturalizacion de proteinas. A través de calorimetria
diferencial de barrido (ver seccién 2.1.3) se determinaron las condiciones de
temperatura para que el tratamiento térmico produjera la desnaturalizaciéon. Los
resultados obtenidos se compararon con lo informado en una publicacion previa
(Otero et al., 2002).
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Las dispersiones tratadas en homogeneizador de alta presion se colocaron
en tubos de centrifuga de 15 ml. Dado que las proteinas de levadura al ser
desnaturalizadas pueden formar coagulos que retienen fisicamente agua, la
formacion de coagulos puede estar directamente relacionada con la liberacién
de proteinas y su cantidad, por lo que se analiz6 el volumen de coagulos
formados. Se repitio la experiencia por triplicado.

Las dispersiones fueron observadas con un microscopio 6éptico digital (400x,
PentaView, Celestron) antes de ser tratadas térmicamente. Se utilizé una leve
tincibn con azul de metileno para facilitar la visualizacibn del campo al

microscopio.

2.1.3 Calorimetria diferencial de barrido de las dispersiones sometidas a

homogeneizacion

Para analizar el grado de desnaturalizacion de las proteinas producido por el
tratamiento de homogeneizacién, se colocaron 5 — 10 ul de dispersion, tratadas
a 40, 50, 75, 100 y 125 MPa, asi como una dispersién sin tratar en capsulas
herméticas Tzero de aluminio (capsulas de TA Instruments de inercia térmica
reducida y gran superficie de contacto calorimetro — base de capsula). Con un
calorimetro de barrido diferencial (TA Instruments Q200, Delaware, EE.UU.) se
equilibré la temperatura a -10 °C (se evitd la congelaciébn que sucede
habitualmente a -20 °C) y se realizé un barrido de temperatura a 10 °C min,
hasta 100 °C. Se analizaron los eventos térmicos encontrados en el flujo de calor
con respecto a la temperatura utilizando el programa Universal Analysis (v4.5,
TA Instruments, EE.UU.). La temperatura y la constante de celda del DSC se
calibraron utilizando indio como patrén de referencia (Patron TA Instruments
FO08S001). Se inform¢ la temperatura de centro de pico trazando la linea de base

sobre las endotermas.

2.1.4 Evaluacion de la combinacion de diferentes tratamientos sobre

dispersiones de levadura

Las dispersiones al 10% p/p se sometieron a diferentes tratamientos que
combinaron la homogeneizacion y el tratamiento térmico a 90 °C en un bafio de
agua durante veinte minutos. La condicion de presion de homogeneizacion

seleccionada fue 125 MPa, de acuerdo con los resultados obtenidos en los
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ensayos indicados en la seccion anterior. Los diferentes procedimientos se
combinaron haciendo un tratamiento antes del otro como se describe a
continuacion:

Sin tratamiento, células enteras (E); solo tratamiento térmico (T); soélo
homogeneizado a 125 MPa (H); homogeneizado a 125 MPa seguido de
tratamiento térmico (HT); tratamiento térmico seguido de homogeneizacion a 125
MPa (TH) y homogeneizado a 125 MPa seguido de tratamiento térmico y una

segunda homogeneizacion (HTH).

2.1.5 Determinacion de la distribucion de tamainos de particulas en las

dispersiones de levadura

La distribucion del tamafio de particula (PSD) de las dispersiones obtenidas por
ruptura a diferentes presiones y de las realizadas por combinaciéon de
tratamientos se analiz6 mediante difraccion laser estatica utilizando el equipo
Malvern Mastersizer® 2000M (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido) en el rango de 0,1 — 1.000 pum. El volumen utilizado para las mediciones
fue de 0,2 ml de dispersion o el equivalente para lograr una oscuraciéon en el
rango 10-20% en 600 ml de agua con agitacion a 2.000 rpm (Hydro Pump
2000MU, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) a temperatura
ambiente. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se
informaron como frecuencia en volumen y en namero (x100). Los parametros
opticos aplicados fueron: indice de refraccion relativo de particulas dispersas y
agua, 1,52 y 1,33, respectivamente y el coeficiente de absorcion: 0,1. Para
garantizar la representatividad de la distribucion adquirida respecto de la
distribucion real de las particulas, se verific6 que el parametro residual del
modelo de Mie (que se utilizO para obtener la distribucion de tamafios de
particulas) estuviera siempre por debajo del 1% con todos los parametros
proporcionados (indices de refraccion y coeficiente de absorcion). Dado que el
indice de refraccion de la pared celular es diferente al del material citoplasmatico,
se eligio utilizar un indice de refraccion para la pared celular que permite la
determinacion del tamafio de la célula de manera rapida. Chaudhari et al. (2012)
utilizé como indice de refraccion 1,53 para la célula de levadura y tuvo buenos
resultados.
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2.1.6 Preparacion de peliculas de levadura con las dispersiones tratadas

Las peliculas basadas en biomasa de levadura se realizaron mediante el
método de evaporacion de solvente o dispersante (casting) utilizando las
dispersiones preparadas con las combinaciones de tratamientos. Se retiré el aire
de cada dispersion preparada con una bomba de vacio y se vertieron 20 g de
cada dispersion acuosa en placas de Petri de plastico de 90 mm de didmetro. La
evaporacion del agua se realizé a 40 °C en un horno con circulacién forzada de
aire (Sanyo MOV 212F, Japdn) hasta que el contenido de agua remanente de
las peliculas fue de 10-15% después de 12 horas. El contenido de agua
remanente fue determinado por pesaje antes y después del secado de las
placas. Con este contenido de agua, las peliculas fueron facilmente despegadas

de las placas.

2.1.7 Evaluacién de la calidad de las peliculas obtenidas

La calidad de las peliculas obtenidas se evalué utilizando el método propuesto
por Gontard et al. (1991) y modificado por De Moraes et al. (2013). Los aspectos
de calidad considerados para la evaluacion fueron la manipulabilidad, la
homogeneidad y la continuidad en forma macroscopica (por evaluacion visual).
En el aspecto “manipulabilidad” se evaluo si la pelicula se puede manipular sin
romperse, el aspecto “continuidad” se determind segun la ausencia o presencia
de roturas en la pelicula y la “uniformidad” se analiz6 de acuerdo a la
homogeneidad o no de la pelicula. Esta evaluacion se llevé a cabo sobre cinco

ejemplares independientes.

2.1.8 Cinética de sorcidon de aqua en las peliculas

Los experimentos de cinética de sorcion de vapor de agua se realizaron a 24 °C
con muestras de pelicula completamente secas (deshidratadas previamente por
silica gel). Las muestras se colocaron en contenedores de sorcion a 90% HR a
través de una solucion saturada de BaClz. Las muestras se retiraron a intervalos
especificos de tiempo y se pesaron para la recopilacion de datos. El contenido
de agua h en funcién del tiempo t se ajustdé con un modelo de cinética de primer
orden (ecuacién 2.1), utilizando una funcion biexponencial que tiene en cuenta

dos procesos de sorcion de agua (Salvay et al., 2003):
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Ecuacién 2.1:  h(t) = hy + 44 [1 —exp (—T_tl)] +4; [1 —exp (_ TL)]

2

donde ho es el contenido inicial de agua, A1 y A2 son constantes que muestran la
contribucion relativa de cada proceso, y 11y 72 son las constantes de tiempo para
la sorciébn de agua de los procesos 1 y 2, respectivamente. EI modelo
biexponencial fue propuesto originalmente para la transicion entre dos especies
conformacionales con mas de un subestado conformacional de ocurrencia
simultanea. La ecuacién es valida para cualquier ligante, siendo en este caso el
agua.

Para el ajuste de la funcién biexponencial se utilizd el programa SciDAVis

(v1.13), a través del método de cuadrados minimos.
2.2 Efecto del plastificante en las caracteristicas de las peliculas

2.2.1 Preparacion de las peliculas plastificadas

Como se describié anteriormente, se prepard una dispersion de 10% p/p de
levadura de panaderia comercial prensada, utilizando agua destilada. Antes del
uso y al igual que en la descripcion previa, las células de levadura se limpiaron
dispersandolas en agua destilada y centrifugando a 1.380 xg. El sobrenadante
se descart6 y se utilizaron las células sedimentadas para preparar la dispersion

inicial.

Figura 2.1 Proceso de produccion de una pelicula de levadura realizada por el

método HTH (homogeneizacion, tratamiento térmico, homogeneizacion)

Homogeneizacion Homogenelzag!én
por alta presién por alta presion
(125 MPa - 9 min (125 MPa -9 min  Secado en placa hasta un
flujo continuo) e flujo continuo) contenido remanente de
[ ‘ 10 - 15 % de agua

Incorporacién de
glicerol y control sin
glicerol cuando

Dispersion
de levadura

Tratamiento
(10% pip térmico corresponda

masa seca) (90 °C - 20 min)
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La dispersion al 10% p/p se sometio al tratamiento HTH elegido. El pH final de
las dispersiones estuvo en el rango de 5,7 £ 0,1. De acuerdo a la revision de
bibliografia consultada, se seleccion6 como plastificante glicerol y se afiadié a
las dispersiones en tres concentraciones diferentes, 10, 20 y 30% p/p de materia
seca (m.s.) (HTH-10Gli, HTH-20GIli y HTH-30Gli, respectivamente). Se
prepararon dispersiones sin glicerol como control (HTH-0GIi). Se volcaron 5, 10
y 20 gramos de cada dispersion en placas de Petri de polipropileno (90 mm de
didmetro) para obtener espesores de aproximadamente 7, 15y 30.10° m. La
evaporacion del agua se realizé a 40 °C en un horno con circulacién forzada de
aire, hasta que el contenido de agua restante de las peliculas estuvo entre 10 y
15%. En la figura 2.1, se puede ver un diagrama simplificado del proceso de
obtencién de la pelicula. Las muestras obtenidas se almacenaron a una
humedad relativa del 43% (HR) u otras condiciones especificadas en cada

estudio.

2.2.2 Calorimetria diferencial de barrido de temperatura modulada (MDSC)

Para comprender el comportamiento térmico de las peliculas preparadas a partir
de las dispersiones HTH y como se vieron afectadas por la presencia de glicerol,
se acondicionaron muestras con diferentes porcentajes de plastificante a 21 °C
y 0% HR (ambiente), utilizando silica-gel hasta alcanzar el equilibrio (7 dias), en
desecadores debidamente preparados para tal fin. Se estudiaron los eventos
térmicos relevantes en las peliculas de levadura secas y el efecto del plastificante
sobre ellos.

Aproximadamente 5 a 10 mg de muestra se colocaron en capsulas de
aluminio Tzero (capsulas de TA Instruments de inercia térmica reducida y gran
superficie de contacto calorimetro — base de capsula) y se sellaron con tapas
herméticamente. Los estudios se realizaron utilizando un calorimetro de barrido
diferencial con modulacién de temperatura (TA Instruments Q200, Delaware, EE.
UU.). El rango de temperaturas estudiado fue de -80 °C a 150 °C con una etapa
de equilibrio previo a -80 °C durante 5 minutos, y luego la temperatura se
incrementd a una velocidad de 10 °C min con + 1 °C de amplitud de modulacién
y 40 segundos de periodo de tiempo. Los termogramas se analizaron a partir de
su flujo de calor total, reversible y no reversible. Los analisis se realizaron por

triplicado. Las temperaturas de las transiciones vitreas se determinaron en el
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flujo de calor reversible utilizando el software TA Universal Analysis (v4.5, TA
Instruments, EE. UU.) en el punto medio (mid point) de la transicién. Por otro
lado, las temperaturas de pico de los eventos endotérmicos se determinaron por
integracion en la sefal de flujo de calor no reversible, trazando una linea de base

de inicio a fin sobre el evento y tomando el punto medio de las mismas.

2.2.3 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El estudio de la degradacién térmica de las muestras se llevé a cabo utilizando
una termobalanza Q-500 (TA Instruments, Delaware, EE. UU.). Se registr6 la
pérdida de peso de las peliculas en funcion de la temperatura. Se pesaron y
analizaron aproximadamente 10 a 15 mg de muestra, calentando a una velocidad
de 20 °C mint en atmésfera de nitrégeno (caudales: 40 ml mint de balance y 60
ml min't en muestra), desde 50 °C hasta 600 °C. A partir de las curvas TGA, se
calcularon las temperaturas iniciales de degradacion (Teo), es decir, las
temperaturas a las que se alcanz6 10% de pérdida de peso con respecto al valor
inicial. La velocidad de degradacién maxima y la temperatura de cada zona de
degradacion (Tpico) S€ obtuvieron de la derivada del peso con respecto a la
temperatura. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Ademas, se
analiz6 una muestra de glicerol (grado analitico, Carlo Erba, Italia) bajo el mismo
procedimiento, con el objetivo de conocer los eventos relevantes de
descomposicion térmica de este compuesto Yy relacionarlos con el
comportamiento de las peliculas plastificadas.

Para estudiar la evolucion en la degradacion térmica de las peliculas, se
obtuvieron residuos de muestras sin plastificante a diferentes temperaturas. Se
pesaron aproximadamente 30 mg de muestra y se sometieron a calentamiento
a razén de 10 °C min? desde 50 °C hasta diferentes temperaturas finales: 120,
150, 180, 200, 225, 250 y 275 °C. Se realizé un equilibrio de 1 min al alcanzar
cada temperatura. Estos residuos se analizaron por espectroscopia infrarroja
(ATR-FTIR) y previo al analisis se realiz6 una molienda en mortero del residuo

obtenido.

2.2.4 Andlisis de las peliculas y residuos por espectroscopia en infrarrojo (ATR-

FTIR)
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Los espectros infrarrojos de las peliculas y de los residuos descritos en la seccion
2.2.3 se registraron en el rango de 4000 a 400 cm™ en un espectrofotometro
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) Shimadzu IR-Affinity (Shimadzu
Co., Japdn) equipado con un modulo de reflectancia total atenuada (GladiATR,
Pike Technologies, USA). Los espectros de IR se midieron como un promedio
de 45 barridos, una resolucion de 4.0 cm y el algoritmo de apodizacién Happ-
Genzel. En las mediciones se introdujo la correccién por ATR y un suavizado

(smoothing) de 5 puntos.

2.2.5 Ensayos mecanicos de traccidn uniaxial de peliculas con plastificante

Las pruebas de traccién uniaxial se realizaron en una maquina universal de
ensayos mecanicos, Megatest® TC-500 Il (Micrometric SRL, Buenos Aires,
Argentina). Las peliculas se cortaron en tiras de 50 mm de largo por 10 mm de
ancho con una cuchilla de acero inoxidable. Se colocaron en la maquina de
ensayos con un espacio entre mordazas de 25 mm (las dimensiones utilizadas
en las probetas no corresponden a una norma, sino que fueron una adaptacion).

La temperatura se control6 a 24 °C y las muestras de peliculas de HTH con
diferentes cantidades de plastificante (10, 20 y 30% p/p m.s.) se acondicionaron
a 53% HR (ambiente) a través de una solucion saturada de Mg(NOs3)2. Las
muestras sin plastificante no se analizaron debido a su fragilidad. Se utilizaron
las muestras preparadas con 20 g y el espesor promedio de las muestras fue de
0,30 £ 0,03 mm, como resultado de 6 mediciones independientes en cada
muestra, realizadas con un micrometro digital (3109-25A, Insize, China). La
velocidad seleccionada para realizar las pruebas fue de 5 mm min?! y se
analizaron al menos diez muestras de cada composicion. La deformaciéon a
ruptura (%), el médulo elastico (calculado en la region lineal inicial) y la
resistencia a la traccion (el valor maximo de fuerza sobre &rea alcanzado) se

determinaron de acuerdo a la guia de la norma ASTM D882.

2.2.6 Caracterizacidn microestructural mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM)

El equipo utilizado fue un microscopio electronico de barrido SEM LEO EVO 40-
XVP (Carl Zeiss AG, Alemania). Para una mejor visualizacion bajo el

microscopio, las muestras se recubrieron con una fina capa de oro. Las
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ampliaciones utilizadas fueron 500, 1000 y 3000x con un potencial de 5 kV. La
presion absoluta durante el estudio fue de 80 Pa (condiciones de alto vacio). Las
imagenes fueron adquiridas en el Laboratorio de Microscopia Electronica (INTI

— Pargue Miguelete).

2.3 Estudio de la hidratacion y la permeabilidad al vapor de agua de las

peliculas con plastificante

2.3.1 Peliculas utilizadas para los ensayos

Se utilizaron las peliculas preparadas con glicerol a diferentes concentraciones
0, 10, 20y 30% p/p m.s. En este caso se colocaron volumenes de 5, 10y 20 g
de dispersiones de HTH en placas de Petri de 8,6 x 10 m de diametro, a fin de
obtener peliculas de espesores cercanos a 7, 15y 30 x 10 m, respectivamente.
Las peliculas se obtuvieron por el método de casting siguiendo el procedimiento

descripto anteriormente en la seccion 2.2.1.

2.3.2 Isotermas de sorcion de agua: influencia del glicerol

Las isotermas de sorcién de agua permiten estudiar la absorcion de agua en
equilibrio en funcién de HR o la actividad del agua (aw =% HR/100) del medio
ambiente. Las isotermas de sorcion de las peliculas se determinaron
gravimétricamente segun un procedimiento estandar (Bertuzzi et al., 2007). Se
utilizaron siete contenedores de 1,5 L, cada uno de los cuales contenia una
solucion saturada de sales de LiCl, MgClz, K2COs, NaBr, NaCl, KCl y BaClz, para
generar un ay de 0,11; 0,33; 0,43; 0,57; 0,75; 0,84 y 0,90; respectivamente
(Spiess y Wolf, 1983). La atmésfera de aproximadamente 0% HR se generd
utilizando silica-gel. Se colocaron peliculas de 58 cm?y 30.10° m de espesor en
desecadores que contenian las soluciones saturadas o la silica-gel. El pesado
de las muestras se realizé utilizando una balanza analitica (+ 10 g). El contenido
de agua o hidratacion intrinseca h (g de agua por g de masa seca) se obtuvo en
funcion de la diferencia entre el peso de la pelicula hidratada a cada tiempo vy el
de la pelicula completamente seca. Las pruebas de sorcion se realizaron por
duplicado en cada HR. Los experimentos se realizaron a 24 °C.

Las isotermas se ajustaron utilizando el modelo Guggenheim-Anderson-De

Boer (GAB) (Guggenheim, 1966) a través de la ecuacion 2.2:
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Ecuacion 2.2: h(a, )= Ncka,
[1+(c-1ka, 1-ka,)]

donde N es el contenido de agua en la monocapa (g de agua por g de masa
seca), es decir, la capa de agua en contacto directo con los polimeros de la
biomasa y su valor esta relacionado con la cantidad de sitios disponibles para la
unién primaria de las moléculas de agua. Por otra parte, ¢ es un parametro
relacionado con el calor de sorcion de la monocapa, que también puede
interpretarse como la fuerza de fijacion del agua a la misma. Finalmente, k es un
factor relacionado con el calor de sorcion de la multicapa (Eim et al., 2011) y

representa la capacidad del agua para unirse a ésta (Salvay et al., 2003).

2.3.3 Densidad de las peliculas

Para la determinacién de la densidad de las peliculas, se secaron muestras con
5,8.10 m? de area circular a 0% HR en desecadores que contenian silica-gel
hasta lograr un peso constante, proceso que tomé alrededor de 7 dias. Las
peliculas se pesaron utilizando una balanza analitica (+ 10 g). El espesor se
midié con un micrémetro digital (= 10® m) en diez lugares diferentes de la
pelicula, obteniendo para cada muestra un valor promedio con un error inferior

al 5%. La densidad de las peliculas se calcul6 a través de la ecuacion 2.3.

Ecuacion 2.3: Dms. = %

donde p m.s. es la densidad de la pelicula seca (g m), m la masa seca (g), A el

area (m?) y L el espesor (m).

2.3.4 Cinética de sorcién de agua: influencia del glicerol

Las peliculas con diferente contenido de glicerol y espesor, secadas previamente
con silica-gel, se colocaron en placas de Petri y se ubicaron en un recipiente de
sorcion a 90% HR, que se genero utilizando una solucién saturada de BaClz. Se
utilizé un ventilador para mantener condiciones uniformes dentro de los
desecadores siguiendo las recomendaciones de otros autores (McHugh et al.,
1993). Las muestras se retiraron a intervalos especificos de tiempo y se
ponderaron para la recopilacién de datos. El pesaje de las muestras se realiz
utilizando una balanza analitica (10 g). El contenido de agua h, dado en
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unidades de g de agua por g de masa seca se evaluo en funcién del tiempo t,
tomando la diferencia entre la masa de la pelicula hidratada y la de la pelicula
seca. Se realizaron tres réplicas de cada pelicula. Los experimentos se llevaron
a cabo a 24 °C.

El contenido de agua en funcion del tiempo, h(t), se ajusto en este caso con
la solucion de la ecuacion diferencial de transporte de materia de Fick, en forma
de serie de Fourier, para la difusion unidimensional de agua en una placa plana
con concentracion promedio uniforme como describié Crank (1975) (ecuacién
2.4):

0 2
Ecuacion 2.4: h(t)= hw{l— ;ﬁexp[— D (2n+1)° Z—é}}
donde h- es el contenido de agua en equilibrio, L es el espesor de la pelicula y
Dw® es el coeficiente de difusion aparente en unidades de m? s (en este texto
se referira a esta ecuacion como modelo de Crank). Los experimentos de
hidratacion se realizaron con una superficie de la pelicula expuesta a la
atmosfera himeda, por la cual las moléculas de agua penetran en direccién a la
otra cara, en contacto con la placa de Petri. Debido a esto, en la ecuacion 2.4, la
longitud caracteristica L es el espesor de la pelicula.

En los experimentos cinéticos, h- se corresponde con el contenido de agua
de la pelicula en equilibrio al 90% HR. Este valor se usé para obtener el
coeficiente de solubilidad del vapor de agua en la pelicula 8 = (h~ ps') (Larotonda
et al., 2005), a la presion de saturacién de vapor ps = 2687,3 Pa correspondiente
a la atmésfera de 90% HR a 24 °C. Segun la ley de Henry, la solubilidad del

vapor de agua en la pelicula a 90% HR, Sw, esta dada por la ecuacién 2.5.

Ecuacion 2.5: Sw =B Pms. = ’;—fpm.s.
donde Sy esta en unidades de g de agua por m® de masa seca por Pa, Ps es la
presion de vapor de saturacion a la temperatura daday p m.s. es la densidad de
materia seca de la pelicula.

También se utilizé el modelo Pilosof-Boquet-Bartholomai (PBB) (Pilosof et
al., 1985), para describir la hidratacion de las peliculas a través de la ecuacién
2.6.
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i : — Pt
Ecuacion 2.6: h(t) = ho + 2

donde ho es el contenido inicial de agua, h~ el contenido final de agua en
equilibrio y B el tiempo (dia) cuando h (t) = h«/2. La constante de velocidad K =
1/ (h~ B) se puede obtener en unidades de g de masa seca por cada g de H20

absorbido por cada dia.
2.3.4.1 Modelo de intervalo de tiempo corto (STL)

En el periodo inicial de sorcion, la sorcion de agua en funcion del tiempo h(t) se

puede expresar como se muestra en la ecuacién 2.7 (Shankar, 1981).
Ecuacion 2.7: Dit Y2
h(t)=2h,| =%
L

Se propuso la ecuacion 2.7 para ajustar los datos de sorcion iniciales, cuando
h(t) / h. <2/3. A través del modelado con esta ecuacion se puede obtener un
valor del coeficiente de difusién inicial Dy, que tiene en cuenta la difusién de
agua en la pelicula durante el periodo inicial de sorcién (primeras doce horas en
estos experimentos). Como en las ecuaciones anteriores, L es el espesor de la

pelicula.
2.3.4.2 Tipo de transporte a través de las peliculas

Se utilizé el modelo Korsmeyer & Peppas (KP) (Korsmeyer y Peppas, 1981) para

evaluar el tipo de transporte, ajustando los datos cinéticos con la ecuacion 2.8.
Ecuacion 2.8: h(t)=h_kt"

donde k es una constante que depende de las caracteristicas de la matriz, y n
es el exponente difusional. La ecuacion 2.8 es valida para h(t)/h- < 2/3 al igual
gue la ecuacion 2.7. La ecuacion de Korsmeyer y Peppas se basa en la ecuacion
2.7: cuando n es igual a 0,5, ambas ecuaciones son esencialmente iguales y el
transporte es puramente fickiano. De esta manera, n es un indicador de como el
proceso se desvia del transporte ideal y determina el tipo de difusién de agua a
través de la pelicula (Balaguer et al., 2013; Alfrey et al., 1966). Es asi que los
valores de n definen el tipo de difusion: 0<n<0,5: difusién cuasi-fickiana o

fickiana, 0,5<n<1.: difusion andmala o no fickiana, donde la difusion de agua y la
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relajacion de las cadenas de polimeros son procesos de orden similar. Si n=1 la
difusiéon es mucho mas rapida que el proceso de relajacion de los polimeros,
siendo la relajacion la que controla el proceso de sorcion. Si bien estos son los
parametros indicadores que se fundamentan en la resolucién de la ecuacién de
Fick, pueden existir casos en los que procesos que se dan en simultaneo al
transporte difusional modifiquen este parametro, aunque el mecanismo principal

de transporte sea el propuesto por Fick.

2.3.5 Permeabilidad al vapor de agua

2.3.5.1 Determinacion de la permeabilidad a partir de los coeficientes de difusion

y solubilidad.

El transporte de agua a través de peliculas poliméricas depende de la
hidratacion o solubilidad del agua en la pelicula, asi como de la movilidad del
agua dentro de la misma (Roy et al., 2000; Rogers, 1985). Cuando no hay poros,
grietas o perforaciones de la pelicula, la permeabilidad P se puede expresar
multiplicando el coeficiente de difusion Dy y el coeficiente de solubilidad Sw (Cuq
et al., 1997a). Por lo tanto, la permeabilidad al vapor de agua Py se define como

se muestra en la ecuacion 2.9.

Ecuacion 2.9: P,=D,S,

donde Py se obtiene en unidades de g s* m? Pal, Sy y Dw se pueden obtener
mediante la ecuacion 2.5y la ecuacion 2.7, respectivamente. En el caso ideal, la
permeabilidad es s6lo una propiedad intrinseca de la pelicula cuando Dw y Sw no
estan influenciados por el contenido de la sustancia permeante. En la mayoria
de las peliculas biodegradables, el permeante (vapor de agua) interactia con la
pelicula y los coeficientes Dw y Sw dependen de la diferencia de presiones
parciales entre las caras de la pelicula. La determinacién indirecta de la
permeabilidad, a través del producto de la solubilidad y la difusividad, se propuso
como alternativa a la medicién de la permeabilidad en forma clasica de la norma
ASTM E96. Algunos autores han propuesto que las anormalidades observadas
en los resultados de la permeabilidad de peliculas hidrofilicas (cambios en el

coeficiente de permeabilidad debidos al espesor, efectos del plastificante) son
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debidos al método utilizado en la medicion. Por ende, se han propuesto una serie
de modificaciones, por ejemplo, correccion del espesor por hinchamiento de la
pelicula (swelling) durante el proceso de sorcion de agua y correccion de la
presion de vapor efectiva cerca de la pelicula por la resistencia del aire. Se
propone la metodologia de determinacion a través de la difusividad y la
solubilidad para corroborar si las anomalias observadas por otros autores se
deben al método de mediciéon aplicado o a cuestiones intrinsecas de las

peliculas.

2.3.5.2 Determinacién experimental de la permeabilidad al vapor de agua a
través del método ASTM E96

Para medir el coeficiente de permeabilidad al vapor de agua P de las
peliculas se utilizaron celdas de acrilico y la metodologia descrita en la norma
ASTM-E96 (2016), tradicionalmente conocida como método de la copa. Las
peliculas fueron acondicionadas durante diez dias a 24 °C y 43% HR
Posteriormente, se colocaron en la parte superior de las celdas de permeabilidad
gue contenian una solucion saturada de BaClz. La solucion saturada de BaCl:
proporcion6 90% HR. Las celdas de permeabilidad se colocaron a su vez en
desecadores con 10% HR (en lugar de 0% HR como se indica en la norma),
utilizando una solucion saturada de NaOH (ver disposicién de la celda utilizada
en la figura 2.2, en el anexo se adjuntan los planos constructivos de las celdas).
Se coloc6 un disipador sobre las peliculas para mantener condiciones uniformes
dentro de los desecadores, de acuerdo con las recomendaciones de otros
autores (Gennadios et al., 1994a). De esta manera se intentd evitar que el aire
en reposo se transforme en una resistencia adicional que, de no ser considerada,
podria introducir un error de magnitud en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad (Gennadios et al., 1994a; McHugh et al., 1993). Los experimentos
se realizaron también a 24 °C.
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Figura 2.2 Celdas utilizadas para el ensayo de permeabilidad al vapor de agua
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Las mediciones se realizaron pesando la celda de permeabilidad en una balanza
analitica (+ 102 g). La pérdida de peso en funcion del tiempo se graficéd y cuando
se alcanz6 el estado de equilibrio (relacién lineal entre la diferencia de
concentraciones, o presiones parciales en este caso, y el cambio del peso con
el tiempo) se registraron 10 horas mas. El flujo de vapor de agua a través de la
pelicula Jy se calcul6 a partir de la pendiente de una regresion lineal de la pérdida
de peso en funcién del tiempo (Am / Af) mediante la ecuacion 2.10.

Ecuacion 2.10: 1 (Amj
YOOA

At

donde A es el area efectiva de la pelicula expuesta (2,2 103 m?). La
permeabilidad al vapor de agua experimental P**P se calculé de acuerdo con la

ecuacion 2.11.

Ecuacion 2.11: J,L

PP ==

4p,
donde L es el espesor de la pelicula, y Apw = (pw2-pw1) €s la diferencia de
presiones parciales de vapor de agua a través de la pelicula y pw1 Yy pw2 son las
presiones parciales de vapor de agua en la superficie exterior e interior de la

pelicula respecto de la posicion en la celda de permeabilidad. La presién parcial
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interna fue corregida por la resistencia del aire en el espacio de cabecera (5.10
3 m en los experimentos) entre el nivel de la solucién saturada de BaClz y la
posicion de la pelicula. El experimento se llevé a cabo con peliculas de diferente
contenido de glicerol y espesor, y se repitio tres veces para cada tipo de pelicula.

La ecuacion 2.9 se deriva de una combinacién de las leyes de Fick y Henry
para la difusion de vapor o gas a través de membranas y supone que no hay
interaccién entre la pelicula y las moléculas de gas o vapor. Idealmente, cuando
no se produce interaccién entre una pelicula de polimero y el vapor de agua
permeante, la permeabilidad es independiente de la diferencia de presiones
parciales. Sin embargo, en la permeacion del vapor de agua a través de peliculas
hidrofilicas existe una interaccion fuerte entre permeante y permeado y depende
de Apw. El valor de la permeabilidad obtenida a través de la ecuacion 2.11 se
denominé permeabilidad al vapor de agua P,**P (Kester y Fennema, 1989),
obtenida por el método ASTM-E96.

2.3.6 Permeabilidad al vapor de agua en diferentes gradientes de humedad

relativa y espesores

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos previos, se propuso
profundizar en el efecto del espesor y la interaccién con el agua, de manera de
conocer la influencia de la presion parcial de agua y del espesor de las peliculas
en el coeficiente de permeabilidad. En estos ensayos adicionales se estudio la
permeabilidad obtenida experimentalmente (ecuacion 2.11) de peliculas HTH
con 25% de glicerol de tres espesores diferentes (0,07; 0,15 y 0,30 mm) en
diferentes intervalos de humedades relativas a 24 °C. Los intervalos
seleccionados fueron 10% - 90% (misma condicidén que en la situacion anterior),
10% - 75%, 10% - 57%, 10% - 33%, 75% - 90%, 57% - 90%, 33% - 90%, 57% -
75%, 33% - 57% y 10% - 33% HR. La determinacién se realiz6 por duplicado
utilizando las celdas de permeabilidad del ensayo anterior, la circulacion forzada
de aire y las correcciones mencionadas para evitar errores en la determinacion.

La solubilidad del vapor de agua en la pelicula utilizada para la determinacion
del coeficiente de permeabilidad a través del producto de la difusividad y la
solubilidad se calcul6 en este caso a través de la ecuacion 2.12 (Roy et al., 2000).

(hp—hy)

Ecuacién 2.12: Sins = g
L e —
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Se trata de una solubilidad efectiva, en el rango de presiones parciales estudiado
(pw2-pw1), que fue obtenida con la diferencia de hidratacion maxima para cada
condicion de humedad (hz-h;). Dado que la curva de sorcion de agua con
respecto a la humedad relativa posee un crecimiento abrupto hacia altos valores
de humedad relativa, es natural esperar un crecimiento de esta “solubilidad
efectiva” respecto de lo que sucede a valores de baja humedad relativa. El
coeficiente de difusividad D\ para estos experimentos se obtuvo a través del
cociente entre la permeabilidad ASTM-E96 y S/, (Puw®*/Sy"™) tal como lo

realizaron Roy et al. (2000).

2.3.7 Andlisis estadistico de los datos de interaccién con el agua

Se realiz0 el analisis de las varianzas y una prueba de contrastes post-hoc. Las
diferencias se consideraron significativas con un p-valor <0,05. Para este caso,
se utilizaron los programas PSPP 0.8.5 (Free Software Foundation, Boston,
EEUU) y R 3.2.2 (The R Foundation for Statistical Software, Viena, Austria) para

el andlisis de varianza (ANOVA) y los contrastes.
2.4 Efecto del pH de la dispersién en las caracteristicas de las peliculas

2.4.1 Preparacion de peliculas con dispersiones a diferente pH

Para preparar las peliculas de levadura, la biomasa se traté como se describio
en la seccion previa 2.2.1. Se midié el pH final de las dispersiones con un
pHmetro (C861, Consort, Francia) y se ajusté usando soluciones de HCI 1M,
NaOH 0,1 My 1 M para alcanzar diferentes valores, desde 4 a 11, cambiando el
pH en 1 unidad. En este grupo de ensayos se afiadio glicerol como plastificante
a todas las dispersiones, al 25% del contenido de levadura seca como
concentracion unica. El rango de pH fue seleccionado en funcion de la revision
de bibliografia, de la posible solubilidad de los glucanos de pared celular, del
punto isoeléctrico de las proteinas de pared y de la experiencia previa en el
trabajo en dispersiones de levadura del grupo.

Las dispersiones con distinto pH se analizaron en un reometro (AR-G2, TA
Instruments, EE.UU.) utilizando una geometria cono de 2° y 40 mm de diametro.

Se realizaron barridos de flujo desde 0 a 140 s, utilizando el procedimiento de
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flujo escalonado y adquiriendo 10 puntos por década logaritmica. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Se utilizo 1 ml por cada ensayo. Los datos
experimentales se ajustaron utilizando el modelo de Herschel — Bulkley

(ecuacion 2.13).
Ecuacion 2.13: T=Ty+Kx*y"

donde 1o es el esfuerzo de corte umbral, K es el indice de consistencia y n el
indice de flujo. T es el esfuerzo de corte (variable respuesta) y y es la velocidad
de deformacion que es la variable modificada en el reGmetro.

Finalmente, las peliculas se obtuvieron por secado de las dispersiones en
placas de Petri de plastico y se sometieron al proceso de casting bajo las mismas

condiciones mencionadas anteriormente.

2.4.2 Caracteristicas del comportamiento térmico, mecénico y 6ptico sequn la

influencia del pH

2.4.2.1 Influencia del pH en la degradacion térmica

Para estudiar la degradacion térmica de las peliculas y el efecto del pH, se
analiz6 la pérdida de peso desde 50 °C hasta 600 °C a 20 °C min en atmésfera

de nitrégeno. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado.
2.4.2.2 Influencia del pH en los ensayos mecanicos de traccion uniaxial

Las pruebas de traccion uniaxial se realizaron en la maquina universal de
ensayos citada anteriormente. Las muestras se acondicionaron a 53% HR a 24
°C. El espesor de las peliculas se midi6 utilizando un micrometro digital (3109-
25A, Insize, China) en seis posiciones diferentes. Se determiné el mddulo
elastico, la deformacion a la ruptura y la resistencia a la traccién. Se analizaron

al menos 10 muestras.

2.4.2.3 Determinacion de color y opacidad de peliculas preparadas a diferente
pH

El color y la opacidad de las peliculas son de gran interés para la aplicacion de

las peliculas, en algunos casos se prefieren las transparentes, en otros casos se
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acepta cierto grado de color y opacidad. La influencia del pH de las dispersiones
en el color final de las peliculas se estudié utilizando el colorimetro Konica
Minolta CR400 (Konica-Minolta, Japon), previamente calibrado utilizando un
estandar blanco como referencia (L: 97,55, a: -0,04, b: 1,74). Las muestras se
analizaron en cinco puntos aleatorios, en ambos lados, brillante y opaco, de
acuerdo con la posicién al momento del secado de la dispersion para obtener la
pelicula. Se midieron cuatro muestras para cada pH y la diferencia de color total

(AE) se calculo con la ecuacion 2.14.

EcuaCién 2.14: AE = \/(afilm - astandard)z + (bfilm - bsmndard)2 + (Lfilm - Lstandard)z

Para las determinaciones de opacidad, las muestras se manipularon
cuidadosamente y se utiliz6 un método estandar modificado por Gontard et al.,
(1992). Estos autores propusieron que la pelicula sea cortada en forma de
rectangulo, del tamafio de la cubeta, y ubicada del lado interno de la misma para
ser analizada en el espectrofotdmetro. La opacidad fue calculada como el area
debajo de la curva de la absorbancia de la pelicula en la cubeta, segun la
ecuaciéon 2.15. Se analizaron las absorbancias en el rango de UV visible entre
400 y 800 nm utilizando una resolucion de 0,5 nm. Con los datos obtenidos se
realiz6 una comparacion de las areas de integracién, para ello se utilizé el
programa SciDAVis, realizando la integracion numérica por el método lineal. La
opacidad fue expresada como unidades de absorbancia en nanémetros e
independizada del espesor de las peliculas, llamada Opacidad normalizada (UA
nm mm-1).

f800 nm

Ecuacion 2.15: Opacidad normalizada = ( 200 nm

Abs; d)t) * (Abs max = L)1

donde Abs, es la funcion de la absorbancia con respecto a la longitud de onda
(A), Abs mas es la absorbancia maxima registrada en cada lote y L es el espesor
de la pelicula

Las peliculas se acondicionaron a 24 °C (53% HR) y luego se analizaron en el
espectrofotometro (T60, PG Instruments, Reino Unido), haciendo una linea de
base sin la muestra. Se adquirieron las absorbancias de las longitudes de onda
de 400 hasta 800 nm. Los resultados de opacidad se normalizaron por los
espesores de las peliculas y por la absorbancia méxima registrada en cada lote

para obtener una opacidad relativa. Las medidas se realizaron por triplicado.
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2.4.2.4 Determinacion de la permeabilidad al vapor de agua de peliculas

obtenidas de dispersiones con distinto pH

Se realizaron estudios de transporte de vapor de agua para determinar la
influencia del pH de las dispersiones en el coeficiente permeabilidad al vapor de
las peliculas, utilizando el método descripto previamente en la seccion 2.3.5.2.
Se mantuvieron las condiciones de temperatura y las humedades relativas. Los

experimentos fueron realizados por triplicado.

2.4.3 Influencia del pH en la estructura de las peliculas

2.4.3.1 Espectroscopia en infrarrojo

Los espectros de IR de las peliculas (pH 4 a 11) con glicerol al 25% se
determinaron utilizando la espectroscopia en infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) (Afinnity-1, Shimadzu Co., Jap6n). Los espectros se registraron
en modo de transmitancia (%) en un rango de 4000 a 400 cm™, como un
promedio de 45 exploraciones con una resolucién de 4,0 cm™y apodizacion
Happ-Genzel. El espectrofotdmetro IR se equipd con el médulo Gladi-ATR® de
Pike Technologies (Wisconsin, EE. UU.).

2.4.3.2 Microscopia de fuerza atomica

La rugosidad y el aspecto superficial de las muestras fueron medidos utilizando
un microscopio de fuerza atémica (AFM) (Nanosurf, Flex-Axiom C3000, Suiza).
La topografia de las peliculas preparadas con dispersiones ajustadas a pH 4, 6,
9 y 11 se obtuvo en modo contacto. Los valores de la media aritmética (Sa) Yy
media cuadratica (Sq) de la rugosidad superficial se determinaron en un campo
cuadrado de 10 pum de lado utilizando el programa Nanosurf C3000. Las
determinaciones se realizaron en la Fundacion Argentina de Nanotecnologia

(San Martin, Argentina).
2.4.3.3 Solubilidad en soluciones seleccionadas

Una forma fehaciente de comparar qué fuerzas moleculares estan presentes o
favorecidas en una matriz polimérica proteica es analizar la solubilidad
diferencial de una pelicula basada en la solubilidad de las proteinas en diferentes

soluciones (Ciannamea et al., 2014; Mauri y Afion, 2006). Aproximadamente 250
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mg de peliculas obtenidas con diferentes pHs (4, 6, 9 y 11) se pusieron en
contacto con 7,5 ml de cada solucion diferente en agitacion constante (25 °C,
135 rpm) durante 24 h. Cada una de las soluciones permite analizar a través de
la solubilidad en forma diferencial qué interacciones se encuentran favorecidas
en cada pH, es decir si las proteinas se encuentran estabilizadas por
interacciones electrostaticas (S2) o hidréfobas (S3), puentes de hidrogeno (S4)
o enlaces disulfuro (S6). La solucién S5 permite medir la solubilidad en S2, S3y
S4 en conjunto. El agua destilada se marcé como soluciéon S1. La solucion S2
estaba compuesta por 0,086 M TRIZMA/HCI pH 8, 4.10° M EDTA y 0,09 M
glicina (Research AG, Argentina). Las soluciones de S3 y S4 se prepararon
desde S2 agregando 5 mg ml* SDS y 8 M de urea (dos veces por encima de la
concentracion micelar critica), respectivamente (Research AG, Argentina). El
exceso de urea es necesario para garantizar que todas las proteinas capaces de
interactuar con SDS se vean afectadas y solubilizadas. Las soluciones S5y S6
se prepararon agregando a S2 5 mg mlt SDS y 8 M de urea, pero en el caso de
S6, también se agregaron 25 mg ml de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, EE.
UU.). Después de 24 h de exposicion, las soluciones se separaron
cuidadosamente de las peliculas y luego se centrifugaron a 1.000 xg para
descartar los residuos de la pelicula mas pequefios que pudieran quedar. Se
mezclé 1,5 ml de cada sobrenadante con 0,375 ml de &cido tricloroacético al
60% p/p para precipitar las proteinas, luego se centrifugé a 10.000 xg y se
descart6 el sobrenadante. Luego, se agregd 1,5 ml de etanol para eliminar el 2-
mercaptoetanol. Se centrifugé nuevamente y se desecho el sobrenadante. Se
afnadio etanol a las proteinas precipitadas de todas las muestras, de manera tal
gue fueran sometidas al mismo tratamiento. Finalmente, las proteinas obtenidas

se solubilizaron en NaOH 2 M antes de la cuantificacion.

2.4.3.4 Cuantificacidon de proteinas solubilizadas en las soluciones

seleccionadas

Las proteinas solubilizadas se cuantificaron mediante el ensayo tradicional de
Biuret (Gornall et al., 1949). Se utilizé seroalbumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) como estandar de proteinas en diferentes concentraciones O,
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 mg ml* para preparar una curva de calibracién

(la concentracién efectiva de BSA en la solucion patrén se determiné a través de
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la absorbancia 280 nm y el coeficiente de extincion molar, 43824 M cm™).
Después de 30 minutos de reaccion, la absorbancia de cada muestra se midio a
545 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Spectroquanta Pharo 300, Merck,
Estados Unidos). La concentracion de proteina solubilizada de cada pelicula se

expresé como mg de proteina soluble por cada mg de pelicula.

2.4.4 Andlisis estadistico de los resultados de interaccién con el pH

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) y una prueba post-hoc (HSD Tukey), el nivel de significancia del p-
valor utilizado en los ensayos fue 0,05. Se utilizaron los programas PSPP 0.8.5
y R 3.2.2.

2.5 Estudio del rol de las fracciones soluble e insoluble en la formaciéon y

las caracteristicas de las peliculas

2.5.1 Preparacion de dispersiones con fracciones solubles e insolubles

Las dispersiones conformadas por las fracciones de levadura se prepararon
como se describié en la primera seccién, con algunas modificaciones. La
levadura panadera se disperso al 10% p/p después de una limpieza en centrifuga
con agua destilada (1.380 xg) (J2 Avanti XP, Beckmann, EE. UU.). Luego se
coloco la dispersion en el homogeneizador de alta presion y se sometio a ruptura
(125 MPa durante 9 min en flujo continuo). Al terminar esto, se separ6 la
dispersién en dos fracciones, la soluble e insoluble, por centrifugacién de la
dispersion a 22.100 xg durante 20 minutos. Se separ6 el sobrenadante o fraccion
soluble (SOL) y el sedimento o fraccion insoluble (INS). La fraccién insoluble se
recuperd directamente y la fraccidén soluble se concentré en un rotavapor de
laboratorio a 60 °C y 60 cm de Hg de vacio hasta alcanzar el 12% p/p de
concentracion. Si bien esto implica un tratamiento térmico, el paso fue necesario
para la posterior formulacion de las mezclas. Las formulaciones se prepararon
combinando SOL e INS en diferentes cantidades, desde 100% INS hasta 100%
SOL, (85% INS - 15% SOL, 75% INS - 25% SOL, 65% INS - 35% SOL, 50% INS
- 50% SOL, 25% INS - 75% SOL). Se utilizé6 como control una muestra sin
separar la biomasa. A cada formulacion se le aplico el tratamiento térmico en

bafio a 90 °C durante 20 min. El procedimiento se completé con una segunda
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homogeneizacion por ultrasonido (5 min), sumergiendo la punta del
homogeneizador ultrasénico (VCX 750, Sonics, EE. UU.) en un vaso de
precipitado de 500 ml con un contenido de 250 ml de dispersién. El tratamiento
se realizd en un ciclo de 30 s encendido y 30 s de apagado. A diferencia de las
peliculas preparadas tradicionalmente, en este caso no se realizé la ultima
homogeneizacion en el homogeneizador a valvula por el pequefio volumen
disponible de cada mezcla. El glicerol se incorporé en diferentes porcentajes
segun el ensayo. La estandarizacion del pH se realizé utilizando HCI (1,0 N) y
NaOH (0,1; 1,0; 2,0 N) para alcanzar los pHs de 4,0; 7,5y 11,0. Se prepararon
muestras con pH natural de las células de levadura (6,0) como control.
Finalmente, las peliculas se obtuvieron por evaporacion del agua a 40 °C durante
12 h.

2.5.2 Ensayos mecanicos de traccidon uniaxial de peliculas obtenidas con

modificacion en la composicién v el pH de las dispersiones

Se realizaron pruebas de traccién para determinar el efecto del pH y la
contribucién de cada fraccion al comportamiento mecanico. El primer analisis
consistid en conocer el efecto del contenido insoluble/soluble en las propiedades
mecénicas de las dispersiones a modo de una exploracion preliminar. En cada
grupo de pruebas, el pH se ajusté en caso de ser necesario a 6 y el glicerol se
incluyé al 15% p/p m.s. El contenido de glicerol se redujo en estos ensayos para
obtener peliculas incluso en los valores mas altos de contenido de material
soluble, dado que el material soluble contiene compuestos de bajo peso
molecular que pueden plastificar el sistema y, si la concentracion de glicerol es
muy alta, la pelicula es muy hidrofilica, se adhiere a la placa y no puede
despegarse de ella aun luego de realizar el secado. Luego, se realizé un segundo
andlisis para profundizar en el estudio del efecto del contenido soluble e insoluble
y el efecto del pH en la dispersién y la interaccidon, entre ambos factores a un
nivel fijo de plastificante. En este caso, se agrego glicerol al 25% referido al
contenido de masa seca de biomasa (debido al ensayo anterior se descartaron

para el analisis los puntos con mayor contenido de soluble).
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Tabla 2.1 Disefio del experimento para obtener una superficie de respuesta de

las caracteristicas mecanicas

Contenido de

Ensayo X1 X2 insoluble (%) PH
(x1) (X2)
1 -3 -1,2 50 4
2 -1 -1,2 65 4
3 -1,2 85 4
4 3 -1,2 100 4
5 -3 0 50 7,5
6 -1 0 65 7,5
7 0 85 7,5
8 3 0 100 7,5
9 -3 1,2 50 11
10 -1 1,2 65 11
11 1 1,2 85 11
12 3 1,2 100 11
13 0 0 75 7,5
14 0 0 75 7,5
15 0 0 75 7,5

El disefio del experimento se realiz6 en el software R, el factor pH se dividioé en
tres niveles y el contenido de material insoluble en cuatro. EI motivo de la
eleccion de un disefio no simétrico fue el interés particular en la inclusiéon de la
relacion natural del contenido insoluble/soluble en la biomasa de levadura
(relacion natural INS - SOL es de 65% a 35% aproximadamente, de acuerdo al
analisis preliminar realizado). Los puntos seleccionados para el disefio fueron
50, 65, 85y 100% de contenido insoluble y pH 4, 7,5y 11. El punto central, 75%
INS - 25% SOL a pH 7,5 se incluyé como punto adicional central. Los contenidos
mas altos de material soluble no se pudieron analizar debido a la dificultad de
cortar las probetas para el ensayo de propiedades mecanicas. En la tabla 2.1 se
muestra un resumen del grupo de ensayos planeados y la codificacion del
experimento. Las variables dependientes fueron el médulo elastico, la resistencia
a la tracciéon y la deformacion a ruptura que se obtuvieron a partir de curvas de

esfuerzo - deformacién. Los valores se calcularon de acuerdo con las
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recomendaciones de la norma ASTM D882 y las probetas tuvieron el mismo
tamafo que en los ensayos anteriores. Las pruebas de traccion uniaxial se
realizaron a una velocidad de 5 mm mint. Las muestras analizadas con un
espesor promedio de 0,18 £ 0,03 mm se acondicionaron antes de los ensayos
mecanicos a 24 °C y 53% HR. Cada valor informado represent6 el promedio de

diez muestras.

2.5.3 Cinéticas de hidratacion de peliculas obtenidas con modificacién en la

composiciéon v el pH de las dispersiones

Los experimentos cinéticos de hidratacion se realizaron a 22 °C y 90% HR con
un ventilador interno. Las curvas se ajustaron utilizando el modelo de Fick-Crank
(ecuacion 2.4) para obtener un coeficiente aparente (Dw®™) del proceso de
hidratacion. La porcion inicial de la curva de incorporacion de agua en funcion
del tiempo (hv/h- <2/3) se ajust6 con la ecuacién 2.7 correspondiente al modelo
STL. Las pruebas se realizaron por duplicado considerando un disefio factorial,
dos factores y tres niveles, 0, 50 y 100% de contenido insolubley pH 4, 7,5y 11.

2.5.4 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas con modificacién en la

composiciéon vy el pH de las dispersiones

De los resultados obtenidos en la cinética de hidratacion, los valores de Du' y h-
se usaron para calcular el coeficiente de permeabilidad por el producto de D/
por Sw, de manera tal de comparar nuevamente con el coeficiente de
permeabilidad experimental. El procedimiento experimental se llevé a cabo

segun lo detallado en la seccion 2.3.5.1.

2.5.5 Andlisis de la degradacién térmica de peliculas con modificacién en la
composicién

Las peliculas con diferentes contenidos de las fracciones insoluble/soluble se
analizaron mediante analisis termogravimétrico, de acuerdo a lo descripto
anteriormente para estos ensayos. En este caso se tomé la temperatura de
degradacion (Tgs) se calculdo cuando las muestras perdieron el 5% del peso
inicial. Se colocaron porciones de peliculas (5 a 10 mg) en la balanza, las
muestras estudiadas tenian un contenido creciente de material insoluble (0O, 25,
50, 75y 100%) a pH 6 y 25% de glicerol.
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2.5.6 Efecto de la composicion vy el pH de las dispersiones en el color de las

peliculas

La superficie de las peliculas (la superficie en contacto con la placa de Petri) se
analizo utilizando el colorimetro mencionado en la seccion 2.4.2.3. Las
mediciones se realizaron en cinco puntos aleatorios en cada pelicula analizada.
Se midieron diez peliculas diferentes por cada condicion sefalada en la tabla
2.1, considerando el contenido insoluble y el pH de la dispersion como factores.
Los resultados se proporcionan en la escala CIELab (L, a, b) y la diferencia de

color total (AE) se calculé como se describe en la ecuacion 2.14.

2.5.7 Espectroscopia infrarroja de peliculas preparadas a partir de distinto pH vy

composicién

Se analizaron los cocientes de las absorbancias entre las bandas amida Iy Il y
amida | y la banda 1031 cm™ (atribuida a la flexién C-C en los polisacéridos). Se
siguid el mismo disefio para la superficie de respuesta que para los ensayos de
traccion uniaxial (tabla 2.1), siendo la variable de respuesta cada cociente. El

dato de cociente introducido fue el promedio de 3 mediciones.

2.5.8 Andlisis estadistico de la interaccion del pH v la composicién, calculo de

las superficies de respuesta

Las superficies de respuesta se obtuvieron utilizando el paquete rsm (Lenth,
2009) en el software R. Se incluyeron la ordenada al origen, los términos lineales,
el término de interaccion y los términos cuadraticos. Se obtuvieron los
parametros R cuadrado multiple, R cuadrado ajustado y falta de ajuste como una
medida de la bondad de ajuste. Se realizaron analisis de varianzas y pruebas de
Tukey HSD para detectar diferencias significativas utilizando R (R Core Team,
2018), Jamovi (v0.9, Jamovi Project) e Infostat (Di Rienzo et al., 2018). El limite
de significatividad para el p-valor en las pruebas estadisticas fue de 0,05.

2.6 Estudio de laincorporacion de refuerzos

2.6.1 Preparacidon de cascaras de arroz micronizadas

Las cascaras de arroz, lavadas previamente con una solucion de HCI 1 N, fueron

secadas a 105 °C durante 3 horas y micronizadas utilizando un molino de
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cuchillas (FW 100). Posteriormente se utiliz6 un tamiz para separar particulas
menores 500 um y luego se utilizé otro para obtener tamafios menores a 125
um. A la fraccion que atraveso este Ultimo tamiz se la denominé “cascara de
arroz molida” (CAM). Las particulas menores a 125 pym se incorporaron a las
dispersiones luego de la segunda homogeneizacioén, con el plastificante. ElI pH
se estandariz6 a 6 y a 11. Las dispersiones se agitaron por 2 horas para una
buena distribuciébn de la cédscara micronizada. La cascara micronizada se
incorporé al 0,5, 1y 2% p/p seco de levadura. El plastificante se adicion6 al 25%
p/p seco de levadura. La cascara de arroz micronizada se envio al Centro de
Celulosa y Papel del INTI-Sede Parque Miguelete para analizar los contenidos
de holocelulosa (Browning, 1967), a-celulosa (TAPPI 203, 2009), lignina
insoluble en &cido (TAPPI 222, 2006) e insolubles en alcohol — tolueno (TAPPI
204, 2017). La cascara también se analiz6 en TGA, en condiciones de nitrdgeno,

de acuerdo al procedimiento descripto en la seccién 2.2.3.

2.6.2 Preparacion de nanofibras de celulosa de cascaras de arroz

Para la preparacion de las nanofibras de cascaras de arroz se siguieron
procedimientos indicados por Johar et al. (2012) y Marin et al. (2015)
modificados. Por cada 1 g utilizado de CAM se incorporaron 20 ml de NaOH al
4% plp. Esta mezcla se colocé en reflujo por 2 horas con agitacién magnética,
con el fin de eliminar lignina y buena parte de las hemicelulosas. Terminada esta
etapa se lavo con agua destilada y se neutralizé a pH 7. Se filtré6 en embudo
Bichner con papel de filtro Whatman N°3 y se sec6 en estufa a 105 °C. El sélido
obtenido se mezcldé con una solucion de NaClO2 (pureza 80%) 1,7% pl/v, en
buffer acido acético/acetato de sodio (pH 4), a razon de 1 g de sélido por cada
30 ml de solucién, calentando en reflujo por 2 horas. Esta operacion se realizo
dos veces. Finalmente se lavo y se neutralizd la mezcla a pH 7 y el sélido se
seco6 en estufa a 105 °C. A través de este procedimiento se obtuvo la fraccion
celulosica.

La celulosa obtenida se tratdé con HCI 1 M en la relacién 1 g de sélido por
cada 25 ml de acido. Esta mezcla se calentd a 90 °C durante 45 minutos con
agitacion, se lavo, neutralizé y seco6. La funcion del tratamiento &cido suave fue
exfoliar la fibra sin realizar una hidrélisis profunda que derivaria en la produccién

de nanocristales. Por dltimo, para la preparacién de las nanofibras se tomo la
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fraccion seca y se agregd agua destilada hasta obtener una dispersion 1% p/p
para llevarla al homogeneizador a valvula con el objetivo de desfibrilarlas. Se
comenzd por una presion de 30 MPa hasta alcanzar 100 MPa. Este proceso de
homogeneizacion se realiz6 en ciclos con una duracion total de 1 h. Asi se obtuvo
una dispersion (0,9 — 1% p/p) de nanofibras de celulosa en agua. Esta fraccion
fue empleada posteriormente en la preparacion de peliculas reforzadas.

Dicha dispersion de nanofibras, tratada por el homogeneizador, se
caracteriza través de un barrido de flujo utilizando un reémetro equipado con
una geometria cono de 2° y 40 mm de diametro (AR-G2, TA Instruments,
EE.UU.) a 21 °C. El barrido se realiz6 entre 0,05y 200 s por triplicado. Para el
ajuste de los datos experimentales se utilizé el modelo de Cross (ecuacion 2.16).
El modelo complejo consiste en una ecuacion de cuatro parametros, n- es la
viscosidad a la que se tiende a grandes velocidades de deformacién. ac es una
constante de tiempo relacionada con el tiempo de relajacién del polimero, m es
la constante de velocidad cruzada, un indicador de la dependencia de la
velocidad de corte en la regién de adelgazamiento de corte, no es la viscosidad
aparente a velocidad de corte cero, y es la velocidad de deformaciéon y n es la
viscosidad aparente en cada velocidad de deformacion estudiada. Los
parametros se determinaron como una regresion no lineal multivariada usando
R (Cran Software, v. 3.4.4) y RStudio (RStudio Inc., v.1.1.456).

(Mo—"Noo)

Ecuacidon 2.16 N=1Neo+ A+(acy)™)

2.6.3 Nanocelulosa bacteriana

Por otra parte, se incorporaron nanofibras de celulosa bacteriana. La celulosa
bacteriana (BC) fue provista por el Grupo de Biotecnologia y Materiales
Biobasados de ITPN (UBA — CONICET). La celulosa bacteriana (BC) se produjo
a partir de un cultivo de la cepa NRRL B-42 de Gluconacetobacter xylinus, en
condiciones estaticas. La descripcién de las caracteristicas del medio de cultivo
y las condiciones de crecimiento se encuentran en la publicacion realizada por
los autores (Cerrutti et al., 2016). La nanocelulosa provista se encontraba en una

concentracion de 0,9% p/p.

| 88



Capitulo Il: Materiales y métodos

2.6.4 Caracterizacion de las nanofibras obtenidas a partir de cdscaras de arroz

y nanocelulosa bacteriana

El producto del proceso de preparacion de nanofibras a partir de cascara de arroz
fue caracterizado a través de un microscopio de fuerza atdbmica. Se obtuvo la
altura en el eje Z (altura), el ancho y el largo de las fibras. Las imagenes fueron
obtenidas secando una dispersion a 0,2% p/p de las fibras en mica. Se utilizo el
microscopio Nanoscope V-Multimode (Veeco, Santa Barbara, CA) en modo de
contacto, con una sonda de silicio modelo Arrow-NCR-50 (Nano World, Suiza)
(frecuencia de resonancia en cantilever: 258 kHz, fuerza constante 42 N/m, radio
de la punta 5-10 nm). Las frecuencias tipicas de escaneo fueron 1 Hz - 1,5 Hz.
El equipo pertenece al Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas, Teoricas y
Aplicadas (INIFTA), Universidad Nacional de La Plata, CONICET.

Se caracteriz6 también el comportamiento de flujo de las dispersiones
obtenidas luego del paso por el homogeneizador. Se utiliz6 el re6metro AR-G2
(TA Instruments, Estados Unidos). Se barri6 el flujo a 25 °C, entre 0,01y 100 s
1, tomando 10 puntos por década logaritmica.

En cuanto a la celulosa bacteriana, se observaron las fibras a través de
microscopia electronica de barrido, con magnificaciones de 3000x (SEM
Phenom ProX, ThermoFisher Scientific) en el Instituto de Tecnologia en
Polimeros y Nanotecnologia (ITPN), Buenos Aires, Argentina.

Los tamafios se determinaron a través de las escalas provistas en las
imagenes utilizando el programa ImageJ (v. 1.48, Rasband W.S. National
Institute of Health, 1997-2018).

2.6.5 Preparacion de las peliculas reforzadas con fibras de cascara de arroz y

nanocelulosa bacteriana

En las dispersiones de levadura panadera al 10% p/p de levadura seca,
homogeneizada y tratada térmicamente en las condiciones citadas previamente,
se incorpord nanocelulosa bacteriana picada (BC) o nanofibras provenientes de
cascara de arroz (FA) en tres porcentajes finales 1, 3 y 5%, referidos a la materia
seca de levadura. Dado que junto con las nanofibras se incorpora agua en
cantidades diferentes segun el porcentaje elegido, se afiadi6 agua destilada a

todas las dispersiones, a excepcion de la de 5% de BC, de manera tal de
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alcanzar en todas, la misma concentracibn de levadura en peso. La
concentracion final alcanzada de levadura fue alrededor de 6%. Los porcentajes
de 1, 3y 5% mencionados anteriormente estan dados en funcion de este 6%. La
BC se incorporo a la dispersion y previamente fue licuada en una procesadora
hogarefia durante 1 minuto. Una vez realizada esta preparacién, se
homogeneizaron las dispersiones a 125 MPa durante 9 min. Se mantuvo el
procedimiento de preparacion sefialado previamente para la obtencion de

peliculas por casting.

2.6.6 Ensayos mecanicos de traccidon uniaxial y permeabilidad al vapor de agua

Se cortaron probetas segun la descripcidon realizada en la seccion 2.2.5, se
mantuvieron las condiciones de velocidad y acondicionamiento (temperatura y
humedad). Se analizaron 5 especimenes de cada porcentaje de adicion de
cascara micronizada, 8 de nanofibras a base de cascara de arroz y 6 con
nanocelulosa. Se determin6é el médulo elastico, la deformacion a ruptura y la
resistencia segun lo sefialado en la seccién 2.2.5. La tenacidad maxima fue
determinada en las peliculas reforzadas con nanofibras de celulosa de cascara
de arroz y nanocelulosa bacteriana sobre la curva de esfuerzo vs. deformacion

segun la ecuacién 2.17 (Moreira de Melo et al., 2019).
Ecuacion 2.17: Tenacidad = foef o(e)de

donde ¢ es la deformacion nominal, & es la deformacion a ruptura y o() es el
esfuerzo para cada deformacion.

Los ensayos de permeabilidad al vapor de agua se realizaron a través del
método de la copa (ASTM-E96) de acuerdo a las condiciones sefialadas en la
seccion 2.3.5.2. Los ensayos se realizaron con las peliculas reforzadas con 1, 3

y 5% de BC o FA y muestras sin refuerzo a pHs 6y 11.

2.7 Desarrollo de peliculas activas: Incorporacién y liberacion de un

compuesto antioxidante

2.7.1 Preparacion de peliculas con timol incorporado

Se afiadi6 timol (Research AG, San Fernando) como agente antioxidante, en
diferentes porcentajes, solubilizandolo previamente en etanol absoluto para
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obtener tres formulaciones distintas: 6%, 8% y 10% m.s. a cada dispersion HTH.
También se prepar6 una dispersion control sin timol, a la que se le afiadio 5 ml
de etanol. Las dispersiones se mezclaron en agitador magnético durante 1 hora.
Una vez finalizada la incorporacion, las peliculas activas se obtuvieron por el
método de casting. Dado que durante el secado puede perderse parte del timol,

posteriormente, se analiz6 la cantidad de timol efectivamente retenido.

2.7.2 Ensayos mecénicos de traccidn uniaxial

Las peliculas se analizaron de acuerdo a las condiciones mencionadas en la
seccion 2.2.5. Se determinaron los valores del médulo elastico, deformacion a
ruptura y resistencia a la traccion. Los resultados informados fueron un promedio

de 10 mediciones.

2.7.3 Determinacioén del color de las peliculas con timol

Se analiz6 el color y la opacidad de peliculas con y sin timol. Las muestras de
timol se analizaron con un colorimetro portétil (Konica Minolta, modelo CR-400).
Las peliculas se colocaron sobre la superficie blanca estandar (seccion 2.4.2.3)
y se determinaron las coordenadas en el espacio CIELab. Se midieron 5 puntos
de cada pelicula del mismo espesor. Para el calculo de la diferencia de color se
utilizé la ecuacion 2.14, sélo que en este caso la referencia utilizada fue la
pelicula sin timol a pH 6. Se tomaron los valores promedio de L, ay b para estas

peliculas.

2.7.4 Determinacion del timol presente en las peliculas mediante extraccion

sélido - liquido

Dado que el timol es una sustancia volatil, durante el secado realizado para
obtener las peliculas, se podrian producir pérdidas antes de tener las peliculas
listas. Para conocer cudl fue el contenido final en la pelicula preparada se realizé
una extraccion del timol retenido. Se colocaron 0,3 g de pelicula en tubos de
ensayo y se les adiciond 4 ml de alcohol etilico. Para evitar la evaporacion, los
tubos se cubrieron con papel de aluminio. La extraccion se realizé en un bafio
de ultrasonido (TB02, TestLab, Argentina) durante 20 minutos a 25 °C, por
duplicado. Se realizaron diez extracciones sélido-liquido sucesivas, se centrifugd

a 3000 xg, se extrajo el sobrenadante y posteriormente, se cuantificé la cantidad
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de timol extraido mediante espectrofotometria (T-60 PG Instruments, Gran
Bretafia) cuantificando la absorbancia a 276 nm. Para la cuantificacion se
elaboré una curva de calibracion con patrones de timol en etanol a distintas
concentraciones de 5, 15, 25, 35y 50 ppm.

Para calcular la cantidad de activo total presente en las porciones de

peliculas ensayadas se realiz6 un balance de materia (ecuacion 2.18).
Ecuacion 2.18 P+(1-H)=G*x+T*xx+x

donde P es el peso de las peliculas, H es la humedad de las mismas, Gy T son
las cantidades de glicerol y timol afladidas y x es la masa seca de levadura. La
cantidad de timol incorporada en las peliculas se obtuvo multiplicando el
porcentaje de timol tedrico al contenido de levadura despejado.

El rendimiento del activo en la pelicula, a partir de los datos de la extraccion-

cuantificacion, se obtuvo segun la ecuacion 2.19.
Ecuacion 2.19 % Migracion = TT—m x 100
t

Tm es la cantidad de timol cuantificada en 4 ml del solvente y T: es la cantidad

total del activo en las peliculas, estimada con la ecuacion 2.18.

2.7.5 Estudio de la migracién de timol en simulantes alimentarios

El ensayo de migracion consistio en poner en contacto peliculas de 6 cm de largo
y 1 cm de ancho (15.10° m de espesor) con 10 ml de los medios simulantes,
soluciones de etanol al 95% v/v (simulante graso) y etanol al 10% v/v (simulante
acuoso) segun el reglamento N°10 (UE, 2010). Se respet6 la proporcién entre el
area de las peliculas y la cantidad de simulante, determinada en la normativa
32/10 (GMC-Mercosur, 2010), donde la relacion es de 6 dm?/L de simulante. Se
realizaron mediciones a tiempos crecientes: 10, 15, 30 minutos, 1, 5, 12, 24, 48
y 120 horas para conocer liberacion del compuesto activo en el tiempo. Una vez
finalizado el tiempo de contacto, la solucién fue separada de la probeta y
posteriormente se determind la concentracion del compuesto liberado en el
simulante alimentario.

Se realizaron los estudios a tres temperaturas distintas, a 4 °C (para
determinar cémo es el comportamiento difusivo en condiciones de refrigeracion),

a 25 °C (para conocer como se desempefia el material al ser almacenado en
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temperaturas entre 4 y 25 °C) y a 40 °C (para observar el comportamiento del
material al ser almacenado entre los 25 y 40 °C). Las probetas se colocaron, por
triplicado, en tubos de vidrio y se cubrieron con el simulante (asegurando la
completa inmersion de la muestra en el liquido). Los tubos fueron ubicados en
una estufa con circulacion forzada de aire o en una camara frigorifica segun las
condiciones del ensayo. En todos los casos, los simulantes se acondicionaron a

las temperaturas correspondientes antes de ser agregados a los tubos.
2.7.5.1 Determinacion del timol liberado mediante espectroscopia UV

La cuantificacion del timol liberado al medio simulante se llevo a cabo leyendo la
absorbancia a 276 nm en un espectrofotometro UV (Spectroquanta Pharo 2000,
Merck, Estados Unidos). Se prepararon patrones de timol en etanol 95% v/v y
etanol 10% v/v (para eliminar el efecto matriz en la cuantificacion del compuesto)

en un rango de concentracion entre 5y 50 ppm.
2.7.5.2 Determinacion de timol mediante HPLC-UV

La cuantificacién del activo liberado en los simulantes estudiados (etanol 95% y
etanol 10%) a 25 °C se realizé mediante cromatografia liquida, utilizando un
cromatografo de alta resolucion con detector UV (UV/Vis 156, Gilson, EE.UU.).
Se utilizo una columna de fase reversa C18 (Teknochroma) de 150 mm de largo
y 5 micrones de poro. El ensayo se realiz6 con un flujo isocratico a un caudal de
1,2 ml min. La fase movil utilizada fue 50:50 acetonitrilo-agua y el volumen de
inyeccion empleado fue de 10 pl. La longitud de onda empleada para la deteccion
del timol fue 276 nm y para la determinacion de la concentracion en los extractos,
se realiz6 una curva de calibracion con patrones de timol de concentraciones
conocidas (25-500 ppm), relacionandolos con el area debajo de la curva de la
sefal de timol.

Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos y luego

filtradas en un filtro de 0,22 um antes de ser inyectadas en el cromatografo.

2.7.6 Determinacion del coeficiente de difusion de timol

Para conocer el coeficiente de difusién de timol en la etapa inicial, se empled la
ecuacion 2.20 (Crank, 1979), esta ecuacion es idéntica a la ecuacion 2.7 (modelo

STL), aplicada en este caso a la migracion de timol. El coeficiente D es el
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coeficiente difusivo inicial y es calculado cuando la relacién M¢/M., cuando ésta
es menor a 2/3. La relacion M¢/M- es la fraccion de la masa del analito liberada
respecto de la masa total en el equilibrio, en donde M; representa la masa del
compuesto de interés liberado en un tiempo t, y M- se refiere a la maxima
cantidad que se libera en la condicién de equilibrio (Crank, 1979) Dentro de este
periodo, existe un intervalo de tiempo donde el fendbmeno de transferencia se
sostiene de manera cuasi-estacionaria, lo que implica que el activo llega hacia la
superficie de la pelicula con la misma velocidad de la que se solubiliza y se retira

de la misma.

3 Me _ 2 (D6\!/?
Ecuacion 2.20 Mo 1 (nz)

Mi/M- es la fraccion (adimensional), | es el espesor de la pelicula en mm, t es el
tiempo en segundos y D es la difusividad inicial (mm? s1).

Para obtener el coeficiente difusivo aparente del proceso en general, existen
dos ecuaciones posibles a aplicar, cuya aplicacion varia de acuerdo a la
magnitud de las resistencias involucradas en la transferencia. La primera de ellas
(Chung et al., 2001) es la ecuacion 2.21:

., M 2a(1+
Ecuacion 2.21 L D G
M, 1+a+a?q?,

exp{—Dq,*t/1*}

En esta ecuacion, Mo (en ppm o mg/kg de simulante) es la concentracion inicial
del migrante en la pelicula en el instante previo al comienzo de la migracion, M;
(en ppm o mg/kg de simulante) es la concentracion del migrante en la pelicula
en el tiempo ty se incorpora el parametro a, definido en la ecuacion 2.22:

Ecuacion 2.22 q=—-=

El parametro a es la relacion masica de timol en el simulante y en la pelicula en
la situacién de equilibrio que de manera indirecta marca la relacion entre las
resistencias involucradas en el proceso. Los valores de a fueron expresados en

. ., . M
m?2, K es un coeficiente de particion determinado como Mﬂ Mp- €S la

foo
concentracion en el film en el equilibrio y Ms es la cantidad del migrante en el
simulante en el equilibrio, Vs es el volumen del fluido y | es el espesor de la

pelicula. El coeficiente de particion se define como la relacion de
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concentraciones de migrante en el alimento y el polimero en equilibrio (Canellas
et al., 2010; Nerin, 2012).

La segunda ecuacion utilizada para hallar el coeficiente global, propuesta por
Crank (1979) es también una solucion de la segunda ley de Fick para la
geometria placa plana (ecuacion 2.23), similar a la utilizada en la transferencia
de vapor de agua. Se considera una concentracion promedio a lo largo de toda

la geometria.

Ecuacion 2.23 Lt =1-

o, T 0(2n+1)2 exp{-D(2n + 1)*n?t/1}

La ecuacion 2.23 es una forma particular de la ecuaciéon 2.20 y se llega a la
misma cuando a tiende a infinito. Segun el caso, se aplicara una u otra ecuacion
dependiendo de las condiciones en las que se realice la transferencia.

Para obtener el coeficiente de difusion, se ajustaron matematicamente los
puntos medidos por espectrometria y por HPLC con las ecuaciones
mencionadas anteriormente. Para realizar el modelado con la ecuacion 2.21, se
iteraron valores iniciales de a y se observé cual de ellos permitia el mejor ajuste
de los datos experimentales (Chung et al., 2002).

Se utilizé el software RStudio (version 3.5.0) para la determinacion de este
coeficiente y de la concentracion en la cual se establece el equilibrio en los
distintos sistemas. Se utilizo el paquete especial nistools (v1.0-2, Florent Baty y

Marie-Laure Delignette-Muller).

2.7.7 Determinacion de la energia de activacion del proceso difusivo

Para obtener la energia de activacion del proceso de difusion se utilizaron los
coeficientes difusivos calculados para las muestras de 6, 8 y 10% timol en el
simulante graso a las tres temperaturas ensayadas. Se usé el modelo de
Arrhenius (ecuacion 2.24), donde D es el coeficiente de difusiéon (mm? s); Ea es
la energia de activacion para el proceso de difusion (kJ molt); R, es la constante
universal de los de gases (kJ mol* K1); T, la temperatura absoluta (K) y A es el

factor preexponencial.

Ecuacion 2.24 Ln(D) = Ln(4) — % (%)
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2.7.8 Medicién de la capacidad antioxidante del timol en los extractos de

migracion

Para comprobar el efecto antioxidante del compuesto migrado desde la pelicula
al simulante, se empleé el método ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) de acuerdo a la descripcion de Re et al. (1999). El
radical ABTS™* se generd por reaccion de 7 mM de solucién acuosa ABTS con
2,45 mM de K2S20s en la oscuridad con el objetivo de evitar reacciones
secundarias de degradacion durante 12-16 horas (solucion A). Luego, se prepar6
la solucién B a partir de 80 ml de agua Milli-Q y 1 ml de la solucién A formada
anteriormente. Se ajusto la absorbancia de la solucion B entre 0,68y 0,72 a 734
nm. Las muestras analizadas del timol fueron las obtenidas a partir de los
extractos provenientes del ensayo de migracion en simulante graso, a distintos
tiempos, 1, 5, 24y 120 horas y para las tres temperaturas estudiadas. Por ultimo,
para la medicion de las muestras con timol, se dejo reaccionar durante 6 minutos

en oscuridad y por duplicado.

2.7.9 Determinacion de la concentracién inhibitoria media del timol

La concentracién inhibitoria media (ICso) es la concentracion de timol requerida
para obtener una absorbancia del 50% de la correspondiente a la solucidon
blanco. Se realizaron distintos patrones de timol a diferentes concentraciones,
partiendo de una solucién inicial de 30 mg mL* de timol y luego se midieron
muestras a partir de esta ultima con las siguientes diluciones: 0, 1:50, 1:20, 2:25
y 1:10, agregando 900 uL de solucién B y ajustando el volumen con agua Milli-
Q (tablas 2.2 y 2.3). Los ensayos se realizaron por duplicado. El ICso se calculd
como la concentracion a la cual se reduce al 50% la formacion de radicales
ABTS™.
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Tabla 2.2 Preparacion de soluciones de timol para el trazado de curva de

calibracion
Muestras Blanco 1/50 1/20 2/25 1/10
Timol (ul) 0 20 50 80 100
Agua (ul) 100 80 50 20 0
ABTS™(ul) 900 900 900 900 900

Tabla 2.3 Concentracion de soluciones patron de timol para el trazado de curva

de calibracion

Concentracion

Diluciones
(mg ml?)
Blanco 0,0
1/50 0,6
1/20 1,5
2/25 24
1/10 3

La determinacion del porcentaje de actividad de inhibicion radicalaria (RSA, %)
se realizo sustrayendo la absorbancia de la muestra a analizar a cada tiempo a
la absorbancia que se obtiene de una solucion de ABTS** en contacto con agua
destilada (blanco), que no tiene actividad antioxidante, y dividiendo todo por la
absorbancia del blanco. El porcentaje se obtiene al multiplicar por cien (ecuacion
2.25).

Ecuacion 2.25 0%RSA = (A”S““”;Ob;“smuestm“)). 100
blanco
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2.8 Preparacion de peliculas a partir de levadura residual cervecera

2.8.1 Caracteristicas de la levadura residual

La biomasa de levadura residual se obtuvo de una cerveceria de la localidad de
Berazategui, de diferentes procesos de produccion de cerveza Golden y Honey,
la levadura utilizada fue la variedad ale, S. cerevisiae (FermoAle AY4-AEB
Group, Italia). El contenido de masa seca de la corriente residual fue 13,6% vy el
pH 5,8. La levadura se lavé en una centrifuga (J2-MC, Beckmann, EUA) a 3800
xg, analizando la turbidez del sobrenadante en cada lavado, que se determiné
en espectrofotdmetro por integracion de las absorbancias entre 400 y 800 nm.
El barrido de absorbancias a diferentes longitudes de onda se realiz6 con una
cubeta de 3 ml que contenia el sobrenadante de cada centrifugacion. Por otra
parte, se determinaron también la densidad del sobrenadante por picnometria,
la cantidad de proteina soluble por el método de Biuret (Gornall et al., 1949) y
los azucares totales (Dubois et al., 1956). Se observaron las células de levadura
al microscopio optico digital (Pentaview, Celestron, EE.UU.) y se determiné la
distribucion de tamafios de particula por dispersion estatica de la luz, utilizando
el procedimiento de la seccion 2.1.5.

Para la preparacién de las dispersiones, la biomasa se estandarizé a 10%
p/p m.s. La ruptura de las células se realizé en el homogeneizador a valvula (125
MPa - 9 min). Luego se realizo el tratamiento térmico (90 °C - 20 min) y se
homogeneiz6 nuevamente en las mismas condiciones que para las peliculas de
levadura panadera. De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidi6 ajustar el
pH a 6 y a 11 utilizando HCI (0,1 N) y NaOH (0,1, 1, 2 N). Se agregoé glicerol
(Research AG, San Fernando) al 15y al 25% p/p m.s. Se colocaron 10y 20 g en
placas de Petri de 90 mm y se secaron en una estufa con circulaciéon forzada de
aire a 40 °C durante 12 horas hasta obtener un contenido de agua remanente de
10 a 15 %.

2.8.2 Ensayos sobre las peliculas obtenidas con levadura residual

Sobre las peliculas obtenidas con levadura residual se realizaron ensayos de
color (seccién 2.5.6), de traccion uniaxial (seccion 2.2.5) y degradacion térmica
en nitrégeno (seccion 2.2.3). Para el analisis de los resultados de color se utilizé

la metodologia de analisis de componentes principales, denominada
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comunmente como PCA. Los calculos se realizaron a través de los programas R
y RStudio y los paquetes complementarios FactoMineR (v1.42, Husson, F.,
Josse, J., Le, S. y Mazet, J.) y Factoextra (v1.05, Kassambara, A. y Mundt, F.).
Las peliculas obtenidas se cortaron en tiras y se acondicionaron a 24 °C — 53%
HR de acuerdo a las condiciones indicadas en la seccion 2.2.5. La velocidad del
ensayo de traccion fue de 5 mm mint y la distancia entre mordazas fue de 25
mm. A partir de la curva de fuerza y desplazamiento se obtuvieron la deformacion

a ruptura, el médulo elastico y la resistencia a la traccion.
2.9 Preparacion de peliculas gruesas a través de moldeo por compresion

2.9.1 Condiciones de procesamiento

Para la produccion de peliculas a través de moldeo por compresion se utilizo
polvo obtenido a partir de peliculas de dispersiones HTH. Las dispersiones
fueron preparadas de acuerdo a la descripcion previa del proceso HTH sin
agregado de glicerol. El pH se ajust6 a 11 utilizando soluciones de NaOH (1y 2
N). Luego las peliculas se obtuvieron por casting en placas, se molieron en un
molino de cuchillas y se tamizaron en un tamiz de 125 pm de tamafo de poro.
Para la preparacion de las peliculas gruesas a través de moldeo por compresion
se utilizé una prensa (#3925, Carver, EE.UU.) con control de temperatura
ubicada en el Instituto de Tecnologia en Polimeros y Nanotecnologia. Se
utilizaron placas cubiertas con cinta de politetrafluoroetileno para facilitar el
desmolde de las peliculas obtenidas. El glicerol se incorpordé en diferentes
porcentajes 15, 25y 35% p/p m.s. Se cargaron 3 g de material plastificado en las
placas sin limitador y se variaron las condiciones de temperatura y presion. En
primer lugar, se selecciond 125 °C para la temperatura y tres condiciones de
presion 1,5; 3y 4,5 MPa, realizando una etapa de calentamiento a la temperatura
correspondiente durante 2 min, sin presion aplicada y una segunda etapa de 8
min con temperatura, aplicando cada presion indicada. Posteriormente, se
mantuvo la presion a 1,5 MPay se analizaron diferentes temperaturas, 125, 140,
145y 150 °C, utilizando sélo 15y 25% de glicerol. En estos ensayos, el proceso
de aplicacion de presion y temperatura fue de 10 min (reemplazando el programa

2 min + 8 min anterior), seguido de 3 minutos de enfriamiento a temperatura
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ambiente. Finalmente, se desmoldaron las peliculas y se almacenaron para los

ensayos posteriores.

2.9.2 Evaluacion de las caracteristicas de peliculas gruesas obtenidas a través

de moldeo por compresion

Los ensayos mecanicos se hicieron bajo las condiciones sefaladas en la seccion
2.2.5. La superficie de las probetas (peliculas) donde se produjo la ruptura en los
ensayos de traccion, se observaron en un microscopio electronico de barrido de
mesada (Phenom GSR, Fisher Thermo Scientific) utilizando diferentes
aumentos. Los resultados de las peliculas preparadas por moldeo por
compresion se detallan en el capitulo VI, donde primero se analiz6 el efecto del

pH en las peliculas preparadas por casting.
2.10 Caracteristicas generales de los analisis estadisticos

En donde no se ha sefalado especialmente, la prueba de homogeneidad de
varianzas (a través del test de Bartlett), el analisis de varianzas de 1y 2 factores
y la prueba de contrastes, HSD Tukey, se realizaron a través del programa
informatico InfoStat (v2018I).
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de levadura?

3.1 Introduccioén

Las células de S. cerevisiae pueden considerarse ingredientes de grado
alimentario, abundantes y de relativo bajo precio. Estos hongos unicelulares han
sido utilizados por la industria alimentaria principalmente para la produccion de
etanol y diéxido de carbono, en las industrias de produccién de cerveza, vino y
de productos de panaderia. Wagner et al., (2009) explicaron que una suspension
de células de levadura puede tratarse adecuadamente y que es posible aislar
componentes individuales de interés para distintas aplicaciones. La forma de
aislamiento se elige segun la ubicacion del compuesto, si éste se encuentra en
un zona intracelular o extracelular. Las levaduras contienen aproximadamente
40 a 60% de proteinas y se obtienen como concentrados y aislados que poseen
propiedades funcionales como la retencion de agua, la modificacién del
comportamiento reoldgico y la actividad interfacial (Sceni et al., 2009, Pacheco y
Sgarbieri, 1998). No hay trabajos que hagan uso de las proteinas de levadura
para la produccion de peliculas, mientras que si hay antecedentes del uso de -
glucanos de levadura para tal fin. Novak et al. (2012) aislaron el polisacarido de
la pared, B-(1-3)-(1-6)-D-glucano de suspensiones de levadura, para preparar
peliculas con la incorporacién de glicerol como plastificante. El uso de todos los
polimeros disponibles podria ser un diferencial y, por otra parte, evitar el descarte
de polimeros de utilidad potencial.

En este capitulo se describen los resultados del uso de la totalidad de la
biomasa de levadura para producir peliculas, analizando las condiciones
necesarias para su desarrollo. Se propuso estudiar las condiciones de
homogeneizacion para romper la pared celular y liberar materiales intracelulares,
y analizar el efecto de la temperatura en la desnaturalizacion de las proteinas.
Para esto se realiz6 el estudio de la distribucion de tamafios de particulas y el
ensayo de las dispersiones en un calorimetro diferencial de barrido. La
combinacion de estos tratamientos podria ser efectiva para la preparacion de
peliculas, pero, ¢coémo influye uno u otro y sus combinaciones en las

caracteristicas finales de las peliculas?
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Finalmente, el capitulo ofrece un analisis sobre cémo influye la combinacién
y el orden de los tratamientos para desarrollar las peliculas en la cinética de

hidratacion.
3.2 Ensayos para determinar las condiciones de tratamiento

3.2.1 Efecto del proceso de homogeneizacién sobre la ruptura de las células de

levadura

En la Figura 3.1, se muestran las microscopias Opticas de las dispersiones de
levadura sometidas a diferentes presiones de homogeneizacién. Se puede ver
cémo la pared celular es fragmentada conforme se incrementa la presién desde
75 MPa a 125 MPa. Por debajo de 75 MPa, las células se observan integras
desde el campo que ofrece el microscopio, aunque pueden presentar fisuras
locales que no son visibles al mismo.

Los resultados de este estudio demostraron que la homogeneizacién a 125
MPa es la condicion mas adecuada para procesar células de levadura ya que
conduce a la liberacion de una cantidad conveniente de material intracelular, una
ruptura apropiada de la pared celular y una buena retencion de agua en la
estructura formada luego del tratamiento térmico. Las proteinas liberadas al
medio durante el proceso de homogeneizacién son un indicador indirecto del
grado de ruptura de las células. En este trabajo, la liberacion se cuantifico de
manera indirecta, analizando el volumen de sedimento formado luego del
tratamiento térmico a 90 °C. Como serd ampliado posteriormente, la liberacion
de proteinas y la posterior formacion de una estructura que retiene agua a través
de la desnaturalizacion de las proteinas, estan muy relacionadas con la habilidad
para formar peliculas. La cuantificacién de las mismas puede realizarse por
diversos métodos de analisis de proteinas, en particular, métodos colorimétricos
como los empleados por Sceni et al. (2009). En ese trabajo, los autores
determinaron el contenido de proteinas e hidratos de carbono de diferentes
fracciones de la biomasa levadura, obtenidas por centrifugacion a 3.500 xg,
luego de la ruptura por homogeneizacion. La fraccion correspondiente al
sedimento contenia alrededor de 72% de hidratos de carbono y un contenido de
20% de proteina. Dicha fraccion corresponde mayoritariamente a la pared celular

que comprende a los B-glucanos y a las mananoproteinas.
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Figura 3.1 Efecto de la presion de homogeneizacion sobre la integridad de las

células de levadura vistas al microscopio optico (400x)

Levadura sin hdmogeneizar Homogeneizada a 40'MPa

.

Homogeneizada a 75 MPa

Homogeneizada a 100 MPa Homogeneizada a 125'MPa

El sedimento de la centrifugacion puede arrastrar también proteinas solubles que
pertenecen a la membrana y al citoplasma celular. El 7% del total determinado
en esta fraccion eran efectivamente proteinas solubles. Otros componentes son
minoritarios y entre ellos, los méas destacados son los fosfolipidos de membrana
gue significan el 5% del peso total y luego los acidos nucleicos. El sobrenadante,
obtenido después de la ruptura y separacion por centrifugacion, esta enriquecido
en proteinas. En el trabajo de Sceni et al. (2009) la fraccion soluble se separ6 en
tres fracciones, todas con altos contenidos de proteinas (mayores al 48%). Los

contenidos fueron determinados utilizando un inhibidor de la actividad
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proteasica, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) dado que desde la ruptura
hasta la determinacion podria registrarse una protedlisis que alteraria los valores
determinados de proteina cruda, corregida y soluble. Efectivamente, se observé
un aumento de los valores de proteina soluble respecto de las mismas fracciones
sin PMSF.

El aumento de la presion de homogeneizacion produjo un incremento del
volumen de coagulo formado durante el tratamiento térmico. El volumen del
sedimento de centrifugacion se cuantificé y se obtuvo la relacién entre éste y el
volumen total de dispersion centrifugada. La relacion pas6é de 0,3 en una
dispersiéon sin homogeneizar a 0,4 a 40 y 50 MPa y luego se incrementd a 0,6 a
75 MPay 0,7 a 100y 125 MPa. El aumento del volumen en el sedimento puede
atribuirse al coagulo formado por las proteinas liberadas al sobrenadante, que
es capaz de retener agua.

3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido de dispersiones tratadas a diferentes

presiones

En la Figura 3.2 se muestran los termogramas DSC de las dispersiones
sometidas a distintas presiones de homogeneizacion. Se puede observar que la
desnaturalizacion de las proteinas de levadura sin homogeneizar se centra en
torno a los 64 °C, pero sucede en un amplio rango de temperaturas, que se
extiende desde 50 °C hasta 80 °C. Estudios previos concuerdan con estas
temperaturas y demostraron que la desnaturalizacion de las proteinas de las
células completas de S. cerevisiae se da aproximadamente a los 66 °C (Otero et
al., 2000), lo que confirma que luego del tratamiento de homogeneizacion las
proteinas se desnaturalizaron soélo parcialmente. Se observa que el area de la
endoterma (que es proporcional a la entalpia de desnaturalizacion) se modifico
con la presion aplicada y que aun a la mayor presion (>100 MPa) quedaron
proteinas sin desnaturalizar, por lo que se hace necesario aplicar un tratamiento
térmico posterior para desnaturalizarlas completamente. De acuerdo a los
resultados, es posible decir que la desnaturalizacion de la proteina esta
garantizada a los 90 °C. Por esto, se seleccion6 una combinacion de
temperaturas y tiempos que garanticen con holgura la desnaturalizacion proteica
e inactivacion enzimatica: 90 °C y 20 minutos.

| 104



Capitulo lll: ¢ Es posible obtener peliculas a partir de biomasa de levadura?

Figura 3.2 Termogramas obtenidos en calorimetria de barrido diferencial de
dispersiones de levadura con y sin tratamiento de homogeneizacion a diferentes

presiones
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3.2.3 Distribucion de tamafo de particula de las dispersiones de levadura

tratadas

Las distribuciones de tamafio de particula obtenidas a diferentes presiones de
tratamiento de las dispersiones complementan lo observado en las
microscopias. La figura 3.3 muestra la distribucion del tamafio de particula de las
dispersiones tratadas con las combinaciones de los tratamientos de
homogeneizacion y tratamiento térmico estudiados, segun se indicé en la
seccion 2.1.4 del capitulo Il, Materiales y métodos. La figura 3.3A muestra las
distribuciones en fraccion volumen. Las dispersiones T y H se muestran en la
distribucion en fraccidén volumen con una moda poblacional en la distribucién de
5 um. Este tamafio corresponde al de una célula gue mantiene su forma original,
pero con algunas fisuras que no son perceptibles por la técnica. Sin embargo, la
dispersion T presento otra poblacion centrada en 120,2 um, lo que indica que se

formaron aglomerados durante el tratamiento térmico. El tratamiento térmico
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desestabiliza la membrana celular lo que posibilita la permeacién de material
citoplasmatico, asi como desnaturaliza las proteinas liberadas y las que
contindan en el espacio interno. La liberaciéon de material interno no es masiva,
porque la estructura de la pared celular continda actuando como obstaculo para
el transporte. Una vez formados los agregados internos, éstos no pueden
atravesar facilmente los poros de la pared celular. Las proteinas de pared
pueden actuar como adhesivos, facilitando la aglomeracién entre las células. En
la muestra HT, se liber6 material intracelular al medio externo producto de la
primera homogenizacion y luego, después del proceso térmico, se produjo la
desnaturalizacion y la agregacion de proteinas (Wagner et al., 2008). Esto se
reflejo a través de una amplia distribucion de tamafios de particulas extendida
hasta 200 um (figura 3.3A). Cuando se aplico el tratamiento térmico antes de la
homogeneizacién (muestra TH), los resultados mostraron una distribucién de
tamafo bimodal (figuras 3.3A y B). En este caso, la desnaturalizacién de las
proteinas tuvo lugar en el citoplasma y la agregacion estuvo limitada por la pared
celular. Posteriormente, la homogeneizacion rompié estos agregados y el
proceso final determind el perfil de la distribucion. Por lo tanto, el orden del
tratamiento es muy importante, incluso si los tratamientos aplicados fueran
idénticos, HT o TH. La muestra HTH mostro un perfil de distribucion similar al de
TH. En ambas muestras, los agregados se rompieron debido a la
homogeneizacién final. ElI didmetro medio sobre el volumen, D[4,3], también
llamado media de De Brouckere, es mas sensible a los procesos de agregacion

por el gran peso de las particulas mas grandes (Palazolo et al., 2011).
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Figura 3.3 Comparacion de las distribuciones de tamafios de particulas de
dispersiones con diferentes tratamientos: A) distribucién en % volumen y B)

distribucion en % numero de muestras con diferentes tratamientos.
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E: sin tratamiento, células enteras; T: sélo tratamiento térmico; H: solo
homogeneizacion; HT: homogeneizacion seguido de tratamiento térmico; TH:
tratamiento térmico seguido de homogeneizacién; HTH: homogeneizacion

seguida de tratamiento térmico y homogeneizacion adicional.

Como se muestra en la figura 3.3A, los valores de D[4,3] fueron diferentes entre
las muestras, probablemente debido a que la desnaturalizacion de la proteina
ocurrio dentro de la célula en la muestra de TH y fuera de la célula en la muestra

de HTH. La figura 3.3B muestra la distribucion del tamafio de particula en
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fraccion namero con media numérica (D1,0) o también media aritmética, este
valor es sensible sélo a la cantidad de particulas. La figura 3.3B muestra que las
dispersiones H, TH y HTH presentaron dos poblaciones, una de ellas centrada
en 1 um, correspondiente a pequefias particulas provenientes de la pared
celular, rota debido a la homogeneizacién y, en el caso de la dispersién de T,
debido a la solubilizacién de algunos componentes de la pared celular y del

citoplasma.

3.3 Caracterizacion de peliculas de levadura obtenidas por dispersiones

tratadas

3.3.1 Evaluacion de la calidad de las peliculas obtenidas

Las combinaciones de tratamientos que produjeron las mejores dispersiones
formadoras de peliculas fueron HT, TH y HTH, es importante la combinacion de
la homogeneizacion por alta presion y el tratamiento térmico. De hecho, el orden
de los tratamientos influyé en las caracteristicas finales de las peliculas. Los
mejores resultados se obtuvieron en la combinacion HTH con una buena
manipulabilidad, continuidad y uniformidad, las dispersiones TH y HT formaron
peliculas fragiles a la manipulacién y presentaron algunas grietas en la matriz, lo
gue afectd la continuidad, mas alla de la posibilidad de obtener peliculas, la
ausencia de grietas es clave para poder realizar ensayos mecanicos. Estas
grietas, las que no son facilmente perceptibles a la vista y mas aun las visibles,
resultan en lugares de falla en el sistema, imposibilitando la obtencion de
caracteristicas mecanicas inherentes al material del sistema, a la cantidad y
calidad de los enlaces involucrados. Los resultados de los ensayos mecanicos
de las peliculas preparadas con dispersiones HTH se entregan en el capitulo IV,
donde se analiza la influencia del plastificante.

Las peliculas formadas a partir de dispersiones HT presentaron mayor
cantidad de roturas que las TH. Esto puede deberse a la ruptura de los
agregados formados durante el calentamiento a través del proceso de
homogeneizacion. En la figura 3.4A se ven placas con dispersiones HTH durante
el secado y en la 3.4B las peliculas obtenidas luego del casting.

Las combinaciones de tratamientos aplicadas a las dispersiones de levadura

condujeron a suspensiones con caracteristicas y propiedades que tienen
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diferentes capacidades de formar peliculas. La homogeneizacién a alta presion
rompié la pared celular de la levadura y el material intracelular se liberé al medio
circundante como se mostré en la seccion previa (Spiden et al., 2013). Mientras
tanto, el tratamiento térmico produjo inactivacion de las reacciones enzimaticas,
desnaturalizacién de proteinas y despliegue de la triple hélice de B-glucano
presente en la pared celular (Novak et al., 2012).

Cuando las proteinas se desnaturalizan dentro de la célula, forman
agregados dentro de éstas, por lo que la red necesaria para dar estructura a la
pelicula no se forma. Cuando las dispersiones de levadura se homogeneizaron
previamente, la escision de la pared celular libera material intracelular, luego el
tratamiento térmico produce el despliegue de proteinas y B-glucanos, las
interacciones proteina-proteina se incrementan y se forman agregados. Con la
segunda homogeneizacion los agregados se rompen finamente por lo que se

obtiene una matriz homogénea para la formacién de la pelicula.

Figura 3.4 Fotografias de la preparacion de peliculas: A) dispersiones HTH en

placa durante el secado y B) peliculas obtenidas una vez completado el secado

W&

A partir de los resultados obtenidos en levadura panadera, si las proteinas y el

material celular general se encuentran en estado conservado, aplicando los

| 109



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

tratamientos necesarios es posible obtener peliculas a partir de la biomasa
completa de la levadura.

En este punto, los resultados demostraron que es posible lograr
dispersiones formadoras de pelicula utilizando toda la biomasa y la combinacién
de homogeneizacion, tratamiento térmico y segunda homogeneizacién. Para que
el material alcance condiciones necesarias de procesamiento es necesario
realizar algunas modificaciones en las formulaciones, como la incorporacién de
plastificantes (Vieira et al.,, 2011), refuerzos (Pereda et al., 2011) o la
modificacion de la afinidad al agua para disminuir la fluctuacion de las

propiedades con la humedad ambiente (Slavutsky y Bertuzzi, 2015).

3.3.2 Caracteristicas de hidratacién

La reduccién del intercambio de agua entre los alimentos y el medio ambiente
es un rol importante de los materiales de envase, en particular para reducir el
secado de alimentos humedos. La solubilidad del vapor de agua en la pelicula
afecta directamente las propiedades de barrera contra la humedad, ademas, el
aumento en el contenido de agua provoca un incremento de la deformacion a
ruptura y una disminucion en la resistencia a la traccion y el modulo elastico
debido a su accion plastificante (Cuq et al., 1997a). Por lo tanto, es importante
caracterizar especialmente la hidratacion en la matriz de la pelicula a través de
la cinética de las isotermas de sorcion de agua (Coupland et al., 2000). Para
caracterizar la hidratacion de las peliculas de levaduras, se estudiaron muestras
de T, TH y HTH. La pelicula T se seleccion6 para observar el efecto de un
tratamiento puramente térmico y explorar los cambios en la hidratacién
producidos por uno o dos tratamientos de homogeneizacion de alta presion, la
TH por la combinacién de homogeneizaciéon y tratamiento térmico y la HTH
porque fue la dispersion seleccionada finalmente para la preparacion de las
peliculas.

3.3.3 Cinética de la sorcién de agua

La figura 3.5A muestra las graficas de las cinéticas de la absorcién de agua para
la pelicula T, THy HTH, a 90% HR. La tabla 3.1 muestra el contenido de agua
en equilibrio con el ambiente seleccionado (90% HR), obtenido de los ajustes de

los datos experimentales. Se encontr6 que h. fue 0,31+ 0,01, 0,33+0,01 y

| 110



Capitulo lll: ¢ Es posible obtener peliculas a partir de biomasa de levadura?

0,48 + 0,02 (g H20 por g m.s.) para las peliculas T, TH y HTH, respectivamente.
Estos valores muestran que los tratamientos sucesivos de homogeneizacion a
alta presion de la dispersion producen un incremento en la hidratacién de las
peliculas. Esto probablemente se debe a que el material liberado desde la célula
y la pared tienen diferentes procesos de hidratacion. En el caso de la muestra
HTH, la primera homogeneizacién por alta presion rompe la pared celular,
permitiendo la liberacion de proteinas citoplasmaticas, luego en el tratamiento
térmico se agregaron, pero fuera de la estructura de la pared. En cambio, con el
tratamiento térmico realizado antes de la homogeneizacion a alta presion, los
agregados se formaron dentro del espacio celular lo que modifico la
disponibilidad de los grupos hidrofilicos y, por lo tanto, produjo diferencias en la
hidratacion.

Los datos muestran que la absorcién de agua puede ser modelada como un
proceso biexponencial dependiente del tiempo para todas las muestras de
peliculas estudiadas. La tabla 3.1 muestra ambas velocidades de absorcion de
agua 1/r1 y 1/r» para las muestras estudiadas. Las velocidades obtenidas
describen un proceso rapido y un proceso lento. Dado que el material
citoplasmico liberado fuera de la célula es mas accesible a la hidratacion del
agua en comparacion con el complejo celular restante y que ambos tienen
diferente afinidad, es razonable proponer que el comportamiento de la cinética
de absorcion de agua se deba a dos formas de hidratacion diferentes, una de
ellas a partir del material intracelular liberado (proceso rapido) y otra a partir del
complejo de la pared celular (proceso lento). Ademas, es posible ver en la tabla
3.1 que las velocidades de sorcion de agua 1/r1 y 1/r> aumentaron con los pasos
de homogeneizacion aplicados a la dispersion. Este efecto puede deberse a la
ruptura de agregados hidr6fobos y al agrietamiento de la pared celular que hacen
gue las moléculas de agua sean mas accesibles al complejo interno. En

consecuencia, la pelicula HTH se hidrata mas rapidamente y en mayor cantidad.

3.3.4 Isotermas de sorcidn de agua

Las porciones de peliculas se equilibraron a diferentes humedades relativas para
obtener las isotermas de sorcion de agua. Las isotermas de deshidratacion
comenzaron en el equilibrio a 90% HR vy las isotermas de hidratacion comienzan

a partir de muestras completamente secas. Para las muestras de todas las
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peliculas, se observo un ligero aumento en el contenido de agua h para valores
pequefios de aw, Y un aumento significativo para aw> 0,6 (figura 3.5B). El gran
aumento en el contenido de agua después de aw = 0,6 sugiere una hidratacién
mayoritaria en la zona de multicapa, con una monocapa de hidratacibn muy
pequefia. La mayor parte del agua de hidratacién es agua mévil que no esta

fuertemente ligada a la pelicula.

Tabla 3.1 Parametros de ajuste de la cinética de absorcion de agua al 90% HR
y los valores de los parametros ajustados para las isotermas de sorcidn

mostradas en las Figuras 3.5A y B, respectivamente.

Cinética de sorcién (ajustada por la funcién biexponencial)
huo

; o 1/1, 1/1, Ve
Peliculay procedimiento (g H20 por ] ] R?
(dial) (diat) (10®)
gm.s.)
T 0,31+0,01 2,2+0,3 0,36 £0,04 10,9987 2,5
TH 0,33+0,01 5509 0,45+0,07 0,9946 4,2
HTH 0,48 £ 0,02 7,7+0,9 0,53+0,07 09991 24
Isotermas de sorcidn (ajustada por el modelo GAB)
- N
] Condicion de X
Pelicula o (g H20 por c k R?
andlisis (10)
gm.s.)
T Deshidratacion 0,07 £0,01 1,0+£0,1 0,90+0,01 0,9968 4,25
Hidratacion 0,06 £ 0,01 1,0+£0,1 0,93+0,01 0,9972 3,79
TH Deshidratacion 0,07 £0,01 1,3+0,1 0,92+0,01 0,9980 2,89
Hidratacion 0,06 £ 0,01 1,2+0,1 0,95+0,01 0,9979 3,06
HTH Deshidratacion 0,09 + 0,01 15+0,1 0,97+0,01 0,9993 1,21
Hidratacion 0,08 £ 0,01 14+0,1 0,98+0,01 0,9996 1,13

Las cinéticas fueron ajustadas por el modelo biexponencial y las isotermas por el
modelo GAB (Guggenheim — Anderson y De Boer). R? y x? (chi cuadrado) son

pardmetros estadisticos.

Las isotermas de deshidratacion e hidratacion se analizaron utilizando la férmula
de GAB descrita en la ecuacion 2.2 y los parametros ajustados se muestran en
la tabla 3.1. El parametro c esta relacionado con la fuerza de la unioén del agua a

la monocapa y k representa la capacidad de la unién del agua a la multicapa,
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ambos aumentaron con el numero de homogeneizaciones aplicadas a la
dispersion. Estos resultados también coinciden con que la pelicula HTH es
ligeramente mas hidréfila en comparacién con las muestras de pelicula THy T.

El ciclo completo de desorcion-sorcion mostrd un débil efecto de histéresis,
la histéresis es pequefia ya que el tratamiento térmico, primero, y el procesado
por casting, luego, modificaron sitios disponibles a la interaccion con el agua. Se
ha informado que, para las proteinas previamente desnaturalizadas, el secado
completo no produce efectos notables de irreversibilidad e histéresis en las
isotermas de absorcion de agua (Salvay et al., 2003).

Las isotermas de sorcién obtenidas para las peliculas de levadura son
comparables con las isotermas de sorcion reportadas en la literatura para
peliculas basadas en almiddn (Slavutsky y Bertuzzi, 2015 y Bertuzzi et al., 2007),
peliculas basadas en hidroxipropilmetilcelulosa (Pastor Navarro, 2010), y

peliculas basadas en proteinas miofibrilares (Cuq et al., 1997a).

[113



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

Figura 3.5 Curvas de hidratacion para peliculas de levadura T, TH y HTH: A)

Cinética de la hidratacion a 90% HR (24 °C) y B) Isotermas de sorcién de agua:

isotermas de deshidratacion (V) e isotermas de hidratacion (A).
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T: solo tratamiento térmico; TH: tratamiento térmico seguido de homogeneizacion;

HTH: homogeneizacién seguida de tratamiento térmico y homogeneizacion adicional.

3.4 Conclusiones del capitulo Il

Las células de la levadura S. cerevisiae demostraron ser capaces de formar

peliculas cuando se aplicaron tratamientos especificos. Los mejores resultados

se obtuvieron con la combinacion de tratamientos en el siguiente orden:
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homogeneizacion, tratamiento térmico y homogeneizacion de la dispersién de
levadura. Los componentes citoplasmaticos deben liberarse de las células a
altas presiones de homogeneizacion para que estén disponibles para la
formacion de la pelicula. Esa liberacion debe ser anterior al proceso de
calentamiento para que las proteinas puedan formar una red que constituya la
matriz de la pelicula. Si las proteinas se encuentran dentro de la célula, también
se produciran los mismos procesos, pero el entramado de proteinas
desnaturalizadas estaréd confinado a la célula y no permitird la formacién de la
pelicula.
La liberacion de material intracelular tiene efectos positivos en la habilidad de
formacion de pelicula porque al ser liberadas, las proteinas estan disponibles
para interactuar entre ellas, lo que también tiene consecuencias en la sorcién de
agua y la resistencia térmica. La homogeneizacion (H) debe ir acompafada de
un tratamiento térmico (T) para inactivar las enzimas, desnaturalizar las
proteinas y desplegar los polisacaridos. Las peliculas obtenidas con
dispersiones de HTH mostraron los mejores atributos, una gran continuidad y
homogeneidad sin pequefias grietas en comparacion con otras peliculas
obtenidas de las dispersiones T o TH. La hidratacién de las peliculas se
incrementd con el numero de procesos de homogeneizacion aplicados a las
dispersiones de levadura y podria relacionarse también con los mejores atributos
mecanicos requeridos para la manipulacion de la pelicula. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la biomasa de levadura debe considerarse como una
alternativa valiosa a las fuentes tradicionales de polimeros biodegradables para
generar nuevas peliculas biodegradables. Debe ser procesada por los
tratamientos fisicos correctos en un determinado orden para desarrollar el
potencial de la biomasa.

En el siguiente capitulo se caracterizaran las propiedades de las peliculas
obtenidas por el procedimiento seleccionado, y plastificadas con glicerol en

diferentes porcentajes.
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Capitulo IV: ¢Cémo influye el plastificante en las

caracteristicas de las peliculas?
4.1 Introduccion

Los plastificantes aumentan la flexibilidad de la pelicula debido a su capacidad
para reducir las interacciones entre las cadenas de polimeros, generalmente son
moléculas pequefias con varios grupos hidroxilo disponibles para establecer
interacciones de tipo puente de hidrogeno. Para poder ser plastificantes deben
ser compatibles y miscibles con el polimero a plastificar. Los plastificantes mas
comunmente usados en peliculas basadas en biopolimeros son los polioles,
como el glicerol (Mali et al., 2004). Las peliculas hechas de polimeros naturales
son fragiles y tienen baja capacidad de deformacion a ruptura. Ya sea para su
procesamiento industrial o para su aplicacion final, es necesaria la incorporacion
de plastificantes para mejorar la manipulabilidad y la procesabilidad de las
peliculas. El objetivo principal de este capitulo fue caracterizar las peliculas
obtenidas a partir de biomasa de levadura con agregado de plastificante en tres
aspectos centrales: comportamiento mecanico, hidratacién y caracteristicas

térmicas, asi como la relacion con el glicerol como plastificante.
4.2 Caracterizacion térmica de las peliculas

4.2.1 Calorimetria diferencial de barrido con modulacién de temperatura

(MDSC)

En la figura 4.1 se muestran los termogramas de las peliculas HTH con diferente
contenido de glicerol. En dicha figura se muestra el flujo reversible y no reversible
determinado a partir del ensayo con modulacién de temperatura. Las muestras
se estudiaron en condiciones secas para observar eventos térmicos
independientemente del contenido de agua de las peliculas que también puede
ejercer un efecto de plastificacion. Cuando se incorpord plastificante a las
formulaciones, como puede esperarse en un sistema plastificado (Chaudhary et
al., 2011; Lourdin et al., 1997), la temperatura de transicion vitrea (Tg) disminuyo
(flujo reversible, figura 4.1). En la muestra HTH-0GIi se encontré una T4 a
64,5 £ 3,0 °C. Las peliculas HTH sin incorporacion de glicerol resultaron muy

fragiles para la traccion en condiciones ambientales, ésto se debe al estado
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vitreo de las muestras, ya que la Ty se encontr6 muy por encima de la
temperatura ambiente. Cuando se agrego un 10% de glicerol, (HTH-10Gli), la Tq
descendio a 12,5 + 4,2 °C que, por estar debajo de la temperatura ambiente,
implica un estado gomoso en la pelicula y, por ende, un aumento de la
flexibilidad. La incorporacién adicional de glicerol produjo una disminucién mayor
en los valores de Tg, encontrandose temperaturas de 4,7 +1,2°Cy-0,3 £ 1,2 °C,
para las muestras HTH-20GlIi y HTH-30Gli, respectivamente. A diferencia de lo
gue sucede en las muestras amorfas de sustancias puras o en formulaciones de
composiciéon simple, donde la temperatura de transicién vitrea implica un rango
de temperatura estrecho, las muestras de multiples componentes compuestas
por proteinas y polisacaridos, pueden involucrar rangos de temperatura mas
grandes y su forma puede no ser tan marcada como sucede en algunos
polimeros sintéticos (Jara y Pilosof, 2009). Partiendo del andlisis térmico, la
seleccion apropiada de la cantidad de glicerol podria ubicarse entre 20 y 30%
debido a que garantizan el estado gomoso, de mayor elasticidad. Para la
eleccion deberd pesarse también el comportamiento en hidratacion y en los
ensayos de traccion uniaxial.

En el flujo de calor no reversible se observaron dos endotermas en las
muestras sin glicerol, las temperaturas de estas endotermas fueron 61,2 + 2,3 °C
y 106,1 =+ 1,0 °C. Es posible que estos eventos estén relacionados con los -
glucanos de acuerdo a una revision bibliogréfica previa (Novak et al., 2012) y a
experiencias previas realizadas a este trabajo en B-glucano purificado por el
procedimiento de Thammakiti et al. (2004). La primera endoterma estuvo
presente en todas las formulaciones (plastificadas y no plastificadas) y su
energia asociada varié de 3,4 +0,9 J g! en HTH-0Glia 3,1 +1,1 J g en HTH-
30-Gli. La segunda endoterma fue un evento de baja entalpia asociada y no se
encontré en las muestras con plastificante, como puede observarse en la figura
4.1, con respecto a esta segunda endoterma, en la bibliografia consultada no
hay una atribucién clara a una transicién en alguno de los polimeros levadura.
La técnica MDSC permiti6 reconocer eventos superpuestos en HTH-0GIi

(transicion vitrea y endoterma), lo que remarca la utilidad de esta funcion.
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Figura 4.1 Termogramas MDSC de las muestras HTH sin plastificante y
diferentes cantidades de glicerol agregadas, en la seccidén superior se muestran
las sefiales de flujo de calor reversible y en la parte inferior, las sefiales de flujo

de calor no reversible
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En las peliculas poliméricas, se cree que las moléculas de plastificante reducen
el numero y la fuerza de atraccién entre las cadenas de polimeros, para
aumentar la flexibilidad del sistema (Lieberman y Gilbert, 1973). Es importante
tener en cuenta que el agua de hidratacion de una pelicula también actda como
plastificante y las peliculas se vuelven mas fragiles en condiciones de baja
hidratacion (Coupland et al., 2000). El estudio de los cambios en la transicion
vitrea (Tg) para explicar el efecto de las moléculas plastificantes en el
comportamiento de las peliculas fue realizado previamente por varios autores
(Kristo et al., 2008; Mali et al., 2006; Gontard y Ring, 1996). Es importante
conocer la temperatura a la que se produce el cambio entre el estado vitreo y el
gomoso para proponer una aplicacion correcta del material, asi como conocer la
compatibilidad entre el plastificante y el polimero o la mezcla de polimeros
utilizados y el efecto de cantidad de plastificante afladido. Si se usa una cantidad

muy grande o muy pequefia de plastificante, la barrera al vapor de agua y/o las
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propiedades mecanicas de la pelicula podrian fallar con respecto a la aplicacion
seleccionada (McHugh y Krochta, 1994). Si la cantidad es demasiado grande, se
puede dificultar la separacion de la pelicula del soporte donde se realiz6 la
evaporacion del agua, o también, el plastificante puede ser exudado luego de la

obtencion de las peliculas por haberse superado el limite de miscibilidad.

4.2.2 Anélisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico de las muestras mostré un perfil de degradacion
multiple con diferentes zonas de degradacion, como se observa en la figura 4.2.
En esta figura se describen el peso (%) y la funcién derivada del peso con
respecto a la temperatura (% °C1). La primera zona de pérdida de peso, hasta
140 °C, se atribuy0 a la evaporacion del agua y la pérdida de moléculas de bajo
peso. La segunda zona, de 140 °C a 225 °C, corresponde al comienzo de la
degradacion parcial del glicerol y de las proteinas (mas cerca del extremo
superior del rango de temperaturas). En el caso de las proteinas, la degradacion
fue analizada en mayor detalle a través de espectroscopia de infrarrojo (seccién
4.3). Guerrero et al., (2010) obtuvieron resultados similares en peliculas hechas
a partir de aislados de proteina de soja y reportaron una degradacion sustancial
del material a mas de 180 °C. En esta segunda zona, hay al menos dos eventos
diferentes, el primero con la temperatura de pico en 175 °C y el segundo caso a
211 °C. Sibien a primera vista parece que estas temperaturas tienden a disminuir
con la adicion de plastificante, no hubo diferencias estadisticamente
significativas. Por otro lado, la intensidad y la magnitud del segundo maximo de
velocidad se vieron afectados por la presencia de glicerol, lo que muestra la
influencia del plastificante en esta zona de transicion. Se realiz6 una prueba
adicional (datos no mostrados) sobre glicerol puro utilizado para plastificar las
peliculas y el perfil TGA mostr6 la temperatura de degradacion inicial a 152 °C y
el centro a 247 °C, estos datos fueron consistentes con los descritos en la
literatura (Arrieta et al., 2013). Retomando la descripcion, la degradacion del
glicerol comienza en la segunda zona de degradacion y continta en la tercera
zona. La tercera zona de degradacion de 224 °C a 359 °C, con la temperatura
media de pico a 309 °C, se atribuyo a la degradacién por pirdlisis de B-glucano
y a la descomposicién masiva de proteinas y otros compuestos organicos (Novak
et al., 2012; Roca et al. 2012; Rudnik et al., 2006; Wu et al., 2013). Finalmente,
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después de 359 °C comienza la ultima zona, con dos eventos mas que completan
la degradacion térmica de las muestras. El residuo final a 600 °C se vio
l6gicamente afectado por la presencia y la cantidad de glicerol agregado. Los
residuos de carbono disminuyeron de 28,1 + 1,0% a 18,6 + 0,9% para muestras
con 0% y 30% de glicerol respectivamente. La tabla 4.1 muestra los parametros
obtenidos a partir de curvas TGA como Tg Yy la temperatura media de
degradacion correspondientes a las zonas de degradacion 2 y 3 y los residuos
finales a 600 °C. La presencia de glicerol afecté a Too y disminuy6 50 °C para las
muestras plastificadas HTH-20Gli o HTH-30Gli. La plastificacién de la pelicula
expone a las cadenas de polimeros aiin mas a la degradacion térmica.

A partir de estos resultados, el procesamiento de la levadura con glicerol
podria ser llevado a cabo hasta 150 °C sin ninguna degradacion sustancial en
los polimeros que lo componen. Otros autores han informado la utilizacion de
temperaturas inferiores a 150 °C para obtener peliculas por soplado de caseinato
de sodio, utilizando un extrusor de doble tornillo en rotacion conjunta (Belyamani
et al., 2014). La elecciéon de la temperatura depende también del tiempo de
exposicion del material.

Las proteinas y los polisacéaridos se caracterizan porque las temperaturas a
las que pueden ser procesados antes de degradarse son mas bajas que las de
muchos polimeros sintéticos. Dado que la mayoria de las técnicas industriales
de procesamiento requieren que el material fluya para ser trabajado, las
temperaturas seleccionadas para trabajar proteinas y polisacaridos suelen estar
cercanas al limite de degradacion. La caracteristica termoplastica de algunos de
estos materiales aparece a temperaturas cercanas a su degradacion, lo que
dificulta su procesamiento y reprocesamiento. Esta caracteristica ha limitado la
aplicacion industrial de los polimeros en envases y el paso de los desarrollos
alcanzados a baja escala en los laboratorios a la produccion industrial.
Hernandez-Izquierdo y Krochta (2008) realizaron una revision del procesamiento
industrial de proteinas, el método mas difundido entre los trabajos de
investigaciéon es el de moldeo por compresién, probablemente debido al
equipamiento necesario a diferencia del utilizado para extrusién, que requiere
una inversion mayor. Las temperaturas elegidas en diferentes casos fueron 150
°C para proteinas de soja (Cunningham et al., 2000), 140 °C para proteinas de

suero de leche (Sothornvit et al., 2007), mientras que, para gluten de trigo,
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Pommet et al. (2005) utilizaron un programa de temperaturas y la temperatura
mas alta fue de 130 °C. Por el lado de los polisacéaridos, Lopez et al. (2014)
seleccionaron una temperatura de 140 °C para el moldeo por compresion de
almidon termoplastico e incluyeron diferentes cantidades de quitosano a modo
de refuerzo. Mendes et al. (2018) seleccionaron un perfil de temperaturas del
tornillo de 120 — 140 °C para la extrusion de almiddn termoplastico, mientras que
para el procesamiento de quitosano las temperaturas fueron mas bajas, entre 90
y 110 °C. Estas temperaturas son mas bajas que las normales utilizadas para
polimeros sintéticos, no debe olvidarse que los polimeros naturales son
procesados por equipos preparados para polimeros sintéticos. Es de esperar
gue aquellos que mejor se adapten a las condiciones de procesamiento de los

polimeros sintéticos sean los de mejor insercion.

Figura 4.2 Curvas de degradacion térmica de muestras HTH con diferentes
porcentajes de glicerol y la derivada del peso con respecto a las temperaturas
obtenidas del andlisis en TGA.
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Tabla 4.1 Parametros obtenidos a partir de los ensayos de degradacion (TGA)

de las peliculas HTH en el rango de 30 a 600 °C

Temperatura de pico

2% zona de degradacion

Muestray
cantidad Thico2 Residuo
de Teo (°C) Max. 3" zona final a
glicerol velocidad Tpico (OC) 600 °C
) Trico (°C) Trico2 (°C) de (%)
descomp.
(°C min't)
HTH-0GIi 196,4 + 13,32 168,8+11,62 2124+45* 0,09+0,022 3079+26% 27,9+0,9
HTH-
106Gl 208,2 +15,8% 174,3+14,02 208,8+4,42 0,11+0,01> 306,8+6,42 256+2,12
i
HTH-
20GIi 150,0 +23,3* 173,8+21,92 208,0+3,82 0,15+0,02° 306,5+2,7%8 20,6 +0,5°
i
HTH-
30GIi 1475+ 122> 1836+ 12,02 2152 +8,0®8 0,20+0,02¢ 312,8+6,22 19,2+1,3°
i

Las zonas de degradacién corresponden a las indicadas en la figura 4.2. Letras

diferentes en cada columna indican una diferencia estadistica significativa (P <0,05).

4.3 Espectroscopia en infrarrojo por transformada de Fourier con
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

En la figura 4.3, se muestran los espectros obtenidos de las peliculas HTH y las

bandas tipicas donde se produce la influencia del glicerol. Las bandas de

absorcion de los compuestos que integran la biomasa de S. cerevisiae estan bien

descritas y se correspondieron con los informes previos de otros autores
(Burattini et al., 2008; Padmavathy et al., 2003; Galichet et al., 2001; Sandula et

al., 1999). Los espectros mostraron picos caracteristicos relacionados con

proteinas como las bandas amida, asi como de acidos nucleicos y glucanos. El

espectro de una macromolécula con una gran variedad de grupos funcionales o
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una mezcla de compuestos puede ser muy complejo para su interpretacion y la
atribucion de cada banda es una tarea dificil. Padmavathy et al. (2003) dividieron
el espectro infrarrojo de la levadura nativa en cuatro zonas para su mejor
comprension. Estos autores identificaron una primera region relacionada con los
grupos funcionales —OH y —NH (3800-2800 cm?). Luego, una zona relacionada
con las proteinas, que incluye a las bandas amida I, Il y otras (1650-1400 cm™),
una tercera zona estrecha (1290-1200 cm) correspondiente a los acidos
nucleicos y una cuarta zona (1180-790 cm™) con mayoria de bandas
relacionadas a carbohidratos. Si bien esta aproximacion permite un abordaje
mas sencillo del espectro, no deja de ser una simplificacion, ya que existen
multiples compuestos cuyos grupos funcionales absorben dentro de estos
rangos y no fueron discriminados. En particular, en las peliculas HTH,
independientemente del contenido de glicerol, la banda observada a 3271 cm™
se debe a la flexiéon de los grupos hidroxilo y las bandas a 2922 cm y 2852 cm-
! corresponden a vibraciones en el carbono a directamente unido al hidroxilo. En
esa misma zona pueden aparecer movimientos asociados a las insaturaciones
de fosfolipidos y acidos grasos insaturados. En la region proteica se destacan
cuatro bandas: 1622 cm?, 1541 cm™, 1456 cm™ y 1398 cm. La banda amida |
(1622 cm™?) se debe al estiramiento del enlace C=0, mientras que la banda
amida Il tiene una importante contribucion de la flexion del enlace N-H del
nitrdgeno del enlace peptidico y una contribucion menor de la flexion del enlace
C-N.

Varios investigadores describieron la banda de absorcién a 1230 cm
(Burattini et al., 2008; Padmavathy et al., 2003; Galichet et al. 2001) y la
atribuyeron al estiramiento asimétrico del POz a partir de acidos nucleicos y
fosfolipidos. La presencia de fosfolipidos también fue evidenciada en la banda
de absorcion a 1750 cm™. Numerosas bandas préximas a 1000 cm™ estan
relacionadas con la presencia de piranosa, glucanos o mananos (920 cm, 995
cm?, 1031 cm?, 1103 cm?, 1147 cm?) (Salman et al., 2010, Sandula et al.,
1999). La banda ancha y de gran intensidad observada en 1031 cm
corresponde a las contribuciones de mananos y glucanos (Burattini et al., 2008).
Muchos autores han informado un pico a 1080 cm™ relacionado con el

estiramiento simétrico en grupos de fosfato en acidos nucleicos (Salman et al.,
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2010). Sin embargo, la intensidad de este pico probablemente se superpone con

el pico a 1076 cm™ debido a enlaces en los polisacaridos (B-glucano).

Figura 4.3 Espectros de FT-IR de las peliculas HTH y la influencia de la cantidad

de glicerol incorporado
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Las flechas marcan las bandas principales de los espectros de las peliculas HTH.

El glicerol influyé en varias bandas del espectro de absorcion en infrarrojo de la
biomasa de levadura. En la figura 4.3, se muestran los espectros obtenidos de
muestras con y sin glicerol agregado, el espectro de glicerol se proporciona a
modo de comparacion. Como se esperaba, las bandas a 3265 cm™, 2877 cm™,
1405 cm?, 1230 cm?, 1107 cm®, 1031 cm™®, 986 cm™?, 921 cm™ y 850 cm™
aumentaron su intensidad con cantidades crecientes de glicerol, porque el
plastificante tiene una absorbancia significativa en estos nimeros de onda. En el
caso de la banda centrada a 1031 cm, cuando se afiadi6 glicerol el aumento
fue notorio y se produjo un ligero movimiento del maximo de absorcion hacia
menores longitudes de onda, mientras que la banda amida Il (1456 cm™)
disminuy6é su intensidad con el plastificante; este comportamiento podria
atribuirse a la sensibilidad al establecimiento de puentes de hidrégeno de este
grupo funcional (Gao et al., 2006).

Se evaluaron los residuos de una pelicula HTH-0GIi obtenidos después del

tratamiento térmico (en ensayo TGA) con interrupcién a diferentes temperaturas,
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se llevd a cabo mediante ATR-FTIR, para comprender como ocurre la
degradacion térmica de las macromoléculas que constituyen la pelicula de
levadura durante el ensayo.

No se observaron cambios apreciables en los residuos obtenidos después
de calentar la muestra hasta 120, 150, 180 y 200 °C (figura 4.4). Esto significa
gue cuando se calientan las muestras hasta 200 °C, los eventos de degradacion
ocurridos en TGA pueden corresponder a una degradacién parcial de proteinas
gue involucra residuos de la cadena lateral y no a la ruptura de la unién peptidica
(Kasarda y Black, 1968). Sin embargo, de 225 °C a 275 °C se observaron varios
cambios en los espectros, como la gradual desaparicion de la banda amida Il. Al
mismo tiempo, la banda correspondiente a los polisacaridos a 1031 cm
aumento su intensidad a temperaturas de 225 °C a 250 °C, y se observé una
clara separacion de las bandas a 1031 y 1076 cm™. Dado que los mananos estan
unidos a proteinas naturalmente (formando mananoproteinas) y la degradacion
de los polisacaridos fue incipiente a 250 °C, los cambios observados en los
espectros son esperables de acuerdo a la naturaleza y distribucién de los

compuestos.

Figura 4.4. Espectros FT-IR de muestras sin glicerol (HTH-0GIi) degradadas
térmicamente por TGA hasta diferentes temperaturas
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Estos resultados estan en concordancia con otros resultados de peliculas

elaboradas a partir de materiales biodegradables tales como las proteinas de la

| 126



Capitulo IV: ¢, Como influye el plastificante en las caracteristicas de las peliculas?

leche y la gelatina (Barreto et al., 2003). En esos estudios, se informd que a mas
de 200 °C se produjo una importante degradacion térmica de la amida,
disminuyendo la intensidad relativa entre las bandas amida | y Il. Debido a que
la degradacién de la banda de la amida Il implica la liberacion de amoniaco de
la muestra, los mismos autores observaron las bandas de absorcion de
amoniaco a 930, 970 y 3335 cm™ en la salida de los gases de TGA con un
dispositivo que permitia el posterior andlisis de los mismos en un equipo de

espectroscopia en infrarrojo.
4.4 Evaluacion de las propiedades mecanicas

La incorporacion del plastificante resulté en reducciones sustanciales en los
valores de mddulo elastico y en los de resistencia a la tracciébn, como se
muestran en la tabla 4.2. Este resultado demostro claramente el rol del
plastificante a nivel molecular a medida que se produjeron cambios en el
espaciado entre las moléculas, se vieron disminuidas las interacciones de corto
alcance (hidrofobicas) entre proteina — proteina, glucano - proteina o glucano —
glucano, entre otros, permitiendo una mayor movilidad. Esta mayor capacidad
de movimiento, resulté macroscopicamente en una mayor deformacion a ruptura,
en un menor moédulo y un comportamiento de plastico deformable,
caracteristicos del estado amorfo goma, las curvas esfuerzo - deformacién
presentaron regiones elasticas y plasticas con caracteristicas de plastico flexible
o ductil sin formacion de cuello. En la figura 4.5 se muestra la flexibilidad de las
peliculas plastificadas (figura 4.5A) y también se muestra que son translicidas
(figura 4.5B).

Tabla 4.2 Propiedades mecanicas de las peliculas plastificadas

Muestray cantidad ~ Mdédulo elastico Deformacion a Resistencia a la
de glicerol (%) (MPa) ruptura (%) traccion (MPa)
HTH-10Gli 88 + 72 7,0+1,8 3,1+0,3%
HTH-20Gli 31+4° 12,1 +2,1° 1,4+0,1°
HTH-30Gli 9+2° 11,0+ 1,5° 0,7 £0,1°

Letras diferentes en cada columna indican una diferencia estadisticamente significativa
(P <0,05).
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Los valores obtenidos en el modulo elastico y en el esfuerzo maximo fueron
similares a los informados en peliculas preparadas a partir de aislado de proteina
de soja con cantidades significativamente mas altas de glicerol (Guerrero et al.,
2010). En este trabajo, los autores también observaron una disminucion en la
resistencia a la traccion y el modulo elastico con la adicion de plastificante. En
contraste con los resultados de este trabajo, las peliculas de proteina de soja

tuvieron un mejor desempefio con respecto a la deformacion a ruptura.

Figura 4.5 Fotografias de peliculas HTH con plastificante: A) flexibilidad y B)

Transparencia de la pelicula

Ciannamea et al. (2014) informaron que las peliculas preparadas a partir de
concentrado de proteina de soja con gran cantidad de glicerol (30 - 50%)
alcanzaron una deformacién a ruptura de 15-20%. Por otra parte, Novak et al.
(2012) informaron que peliculas producidas con B-glucano purificado de levadura
y 25% p/p de glicerol alcanzaron un modulo elastico varias veces mayor
(712 + 31 MPa) que el modulo informado en este trabajo. La deformacion a la
rotura (14,16 £ 1,11%) fue similar en el polimero purificado respecto de las
peliculas de biomasa de levadura. Este resultado trae a consideracion si es
necesario realizar los pasos de purificacion para extraer un componente 0 un
grupo de componentes. La respuesta no es sencilla, ya que depende

mayormente de la aplicacién. Es posible que al recuperar el B-glucano se gane
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en transparencia y en médulo, pero al descartar la otra fraccion se pierde una

fraccion valiosa que también puede formar peliculas.

4.5 Caracteristicas de la influencia del plastificante en la hidratacion de

las peliculas

Una funcién clave de los materiales de envasado, incluidas las peliculas
obtenidas a partir de biopolimeros en ese grupo, es reducir el intercambio de
agua entre los alimentos y el medio ambiente, en particular reducir la
deshidratacion de alimentos humedos, asi como la hidratacién de alimentos
secos. Las propiedades de barrera de una pelicula al vapor de agua dependen
tanto del coeficiente de difusion como de la solubilidad del agua en la pelicula
(McHugh y Krochta, 1994). La cinética de la sorciébn de agua permite obtener
informacion sobre la movilidad del agua en la pelicula a travées de la
determinacioén de la velocidad de hidratacién y las isotermas de sorcion de agua

son una forma de caracterizar la solubilidad del agua en las peliculas.

4.5.1 Cinética de la sorcioén de agua

La figura 4.6A muestra la cinética de la absorcién de agua al 90% HR para
peliculas con diferentes porcentajes de glicerol (0, 10, 20, 30% p/p m.s.). En la
tabla 4.3 se informan los parametros obtenidos de los ajustes de los datos
experimentales con el modelo Pilosof-Boquet-Bartholomai. Se encontré que la
incorporacion de glicerol en las peliculas produce un incremento en h., la
hidratacion en equilibrio al 90 % HR, y una disminucion en la constante cinética
de velocidad, K. La inclusién de una sustancia hidrofilica facilita la interaccion
con las moléculas de agua por la disponibilidad de grupos hidroxilo. Por otro lado,
la velocidad a la que el proceso de hidratacion alcanza el equilibrio disminuye
cuando aumenta el contenido de glicerol. Esto puede deberse al hecho de que
una mayor cantidad de moléculas de agua se deben acomodar en la matriz

polimérica, lo que aumenta el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio.

4.5.2 Isotermas de sorcidon de agua

Las isotermas de sorcion de las peliculas con diferentes porcentajes de glicerol
(0, 10, 20, 30 % p/p m.s.) se muestran en la figura 4.6B. La tabla 4.4 muestra los

parametros obtenidos al ajustar los datos experimentales con la ecuacion del
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modelo GAB. Es posible ver en la figura 4.6B que la incorporacion de glicerol en
las muestras produjo un aumento en la cantidad de agua de hidratacién sin
modificar la forma de las isotermas. En todas las isotermas de sorcion se pueden
ver dos regiones distintas. Por una parte, la humedad de equilibrio aumenté
levemente con la actividad del agua hasta 0,6 y a partir de él se produjo un fuerte
aumento de la humedad de equilibrio de las peliculas estudiadas. Esta forma de
isoterma de sorcion sugiere una hidratacion en forma de multicapa, con una
pequefia monocapa de hidratacion. De esta manera, la mayor parte del agua de
hidratacion es agua movil y no esta fuertemente ligada a la pelicula. Los
resultados de la tabla 4.4 muestran que el parametro N no fue alterado por la
presencia de glicerol, mientras que c y k aumentaron con la cantidad de glicerol
en la pelicula.

La forma y el contenido de agua en la isoterma de la pelicula sin glicerol de
la figura 4.6B fue similar a otras peliculas sin plastificante como las peliculas
basadas en celulosa (Chinnan y Park, 1995), almidon (Bertuzzi et al., 2007),
hidroxipropilmetilcelulosa (Pastor Navarro, 2010), proteinas miofibrilares (Cuq,
et al., 1997a) y peliculas basadas en caseinato de sodio (Kristo et al., 2008).

Tabla 4.3 Caracteristicas de hidratacion de las peliculas plastificadas con glicerol

K=1/(h-B)

Muestrayy he B (g m.s. por R?

porcentaje de

(g H20 por g m.s.) (dia) g H20 por
glicerol (%) dia)
HTH-0GIi 0,49 £ 0,012 1,0+£0,18 2,0x+0,22 0,9977
HTH-10Gli 0,57 +£0,01° 1,2+0,1% 1,5+0,1> 0,9978
HTH-20Gli 0,68 £ 0,02° 1,5+0,2° 1,0+0,1° 0,9929
HTH-30Gli 0,79 + 0,02¢ 1,6 +0,2° 0,8+0,1° 0,9924

Letras diferentes en cada columna indican una diferencia estadisticamente
significativa (P <0,05).
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Tabla 4.4 Parametros del modelo GAB obtenidos de las curvas de hidratacion

de peliculas cony sin glicerol incorporado

Muestra (g H20 plc\)lr gm.s.) ¢ k R?

HTH-0Gli 0,08 + 0,012 0,7+0.1% 0,97 40,01 0,9993
HTH-10Gli 0,07 + 0,012 0,8+0.2 0,99+ 0,012 0,9992
HTH-20Gli 0,07 £ 0,012 20+£0.7° 1,01+0,01®  0,9982
HTH-30Gli 0,07 + 0,012 26+09°  1,02+0,01° 0,9985

Letras diferentes en cada columna indican una diferencia estadisticamente

significativa (P <0,05).

El glicerol aumenté la cantidad de agua de hidratacion sin modificar la forma de
las isotermas (figura 4.5B) como también se observo en peliculas de almidon de
yuca (Mali et al., 2006) y en las peliculas de proteina de suero (Mali et al., 2000).
Sin embargo, en estas peliculas, el parametro del modelo GAB, N, aumentd y c,
disminuy6 con el aumento de la concentracion de glicerol, mientras que k fue
independiente del contenido de glicerol. El parametro k aumento inicialmente
cuando se agrego glicerol a la pelicula de almidon de yuca y, a partir de ahi, fue
independiente del contenido de glicerol (Mali et al., 2006).

Los resultados sugieren que, en la pelicula basada en levaduras, la
presencia de glicerol aumenta la fuerza de la union del agua a la monocapa sin
alterar el nUmero de sitios de union primarios, y aumenta la capacidad de la unién

del agua a la multicapa.
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Figura 4.6 Curvas de hidratacion para peliculas de levadura con diferente
contenido de glicerol: A) Cinética de sorcion de agua a 90% HR y B) Isotermas

de sorcion de agua.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de hidratacion,
como en los ensayos mecanicos y de degradacion térmica, este material podria
procesarse industrialmente a temperaturas por debajo de 150 °C y utilizarse para
proteger productos alimenticios grasos y/o de bajo contenido en agua, como
frutas secas, asi como en otras aplicaciones no alimentarias. De hecho, algunas

aplicaciones pueden referirse a su uso en la proteccion temporal de polvos poco

higroscopicos.
4.6 Conclusiones del capitulo IV

Los biopolimeros de fuentes agroindustriales interactian en gran medida con el

agua y sus propiedades mecénicas y de barrera al vapor de agua estan lejos de
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las correspondientes a los polimeros sintéticos. Algunas modificaciones son
necesarias para mejorar su rendimiento y aplicarlas como empaque de
alimentos.

Dado que la aplicabilidad o potencialidad de estas peliculas novedosas
basadas en biomasa de levadura depende de sus caracteristicas, se llevé a cabo
una caracterizacion completa que cubrié aspectos relevantes como las
propiedades térmicas, mecanicas y de hidratacion, analizando cémo fueron
influenciadas por la inclusién de glicerol. EI aumento en el contenido de
plastificante disminuy6é el modulo elastico y la resistencia a la traccion, pero
aumento ligeramente la deformacion a ruptura. Por otra parte, la incorporacion
de plastificante aumento la cantidad de agua ganada por hidratacion y también
tuvo un impacto en la degradacién térmica: por lo tanto, la seleccion de la
cantidad de plastificante a incorporar comprende un compromiso en todas las
caracteristicas, mientras unas mejoran, otras empeoran. En este trabajo se
seleccionara un valor intermedio entre 20 y 30%, 25% como compromiso entre
hidratacion, las propiedades mecanicas y la manipulabilidad necesaria para los
diferentes ensayos a realizar.

En el siguiente capitulo se analizard mas en detalle el comportamiento de
las peliculas con el agua, tanto su hidratacion como su capacidad de barrera al

vapor de agua.
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Capitulo V: ¢Cémo se transfiere el vapor de agua a través de la

pelicula?
5.1 Introduccién

El analisis de las interacciones entre la pelicula y las moléculas de agua tiene
una gran importancia en el procesamiento del material y en sus potenciales
aplicaciones. Por ejemplo, es necesario saber si la pelicula puede aplicarse
como una barrera eficaz para evitar la hidratacion o deshidratacion del alimento,
segun corresponda. Dependiendo de la aplicacion final donde se utilizara el
recubrimiento o la pelicula, en ciertos casos puede ser necesaria una muy baja
permeabilidad al vapor de agua (Ozden y Bayindirli, 2002). La interaccion con el
agua es uno de los puntos débiles de los polisacaridos y las proteinas que,
generalmente, no producen peliculas con buena capacidad de barrera al vapor
de agua. Sin embargo, en algunos casos, las peliculas pueden actuar como
agente de sacrificio perdiendo en primer lugar su propia humedad y preservando
la humedad del alimento, o bien tomando humedad del alimento cuando el
mismo debe permanecer seco, extendiendo su vida util (Plotto et al., 2004).

El estudio de las caracteristicas del transporte de agua a través de peliculas
es esencial para una mejor comprension y optimizacion de la funcion protectora
requerida en estas peliculas (Kester y Fennema, 1986). El agua de hidratacion
afecta las principales propiedades estructurales y funcionales de las peliculas
hidrofilicas (Cuq et al., 1997b) porque el agua actia como plastificante al
insertarse entre las cadenas de polimeros, espaciandolas, disminuyendo la
temperatura de transicion vitrea (Tg) y mejorando la flexibilidad como se describio
en el capitulo IV.

El agua de hidratacion desempefia un papel fundamental en el transporte de
materia a través de peliculas (Koelsch, 1994; Kester y Fennema, 1986) y se
considera que la transferencia a través de peliculas poliméricas se realiza en un
proceso de cuatro pasos (si no se produce a través de poros). EI modelo
difusional simple propone las siguientes etapas: (i) adsorcion de vapor de agua
sobre la superficie de la matriz polimérica; (ii) solubilizacion del vapor de agua
en la matriz polimérica; (iii) difusion de vapor de agua a través de la matriz; y (iv)
desorcién de vapor de agua de la otra superficie de la pelicula (Roy et al., 2000;
Debeaufort et al., 1994). La permeabilidad al vapor de agua en estos materiales
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depende de la hidratacion o solubilidad del vapor de agua en la pelicula, asi
como de su movilidad dentro de la misma (Roy et al., 2000; Rogers et al., 1985).
Caracteristicas tales como la estructura quimica, la polaridad, el grado de
cristalinidad, la densidad, el grado de reticulacion, el peso molecular y la
polimerizacion, asi como la presencia de otros plastificantes, son factores que
afectan la permeabilidad de los polimeros en general, ya que influyen en la
hidratacion, el grado de movilidad molecular y la difusion en el material
(Molyneux, 2001; McHugh et al., 1994; Kester y Fennema, 1984).

Las peliculas basadas en biomasa de levadura representan un buen modelo
para el estudio de peliculas hidrofilicas y su interaccion con el agua porque estan
formadas basicamente por polisacaridos y proteinas (Delgado et al., 2016). Las
peliculas obtenidas a partir de biomasa de levadura poseen isotermas de sorcion
con un ligero aumento en el contenido de agua para valores bajos de aw y un
aumento significativo para ax> 0,6 (Peltzer et al., 2017, Delgado et al., 2016)
como se comento en el capitulo IV. La mayor parte del agua de hidratacion es
agua movil, no fuertemente unida a la matriz polimérica, debido a la estructura
de red tridimensional hidrofilica (tipo gel) de la pelicula.

El mecanismo por el cual las moléculas de agua se transportan a través de
peliculas biopoliméricas es un fendmeno complejo que aun no se comprende
bien, especialmente por la fuerte dependencia del coeficiente de permeabilidad
con el espesor de la pelicula (Hu et al., 2001; Cuq et al., 1997a; Gennadios et
al., 1994a; McHugh et al., 1993) y el contenido de plastificante (Nazan Turhany
Sahbaz, 2004; Sothornvit, et al., 2001; Cuq et al., 1997a; Gennadios et al.,
1994b). Las descripciones y los resultados de los ensayos disponibles en la
bibliografia que chocan con la idealidad de la ley de Fick, adjudican este
comportamiento a diferentes causas, entre las principales estan los problemas
en la metodologia experimental, pensada para peliculas hidrofébicas y a
cambios que suceden en la pelicula durante el transporte. El objetivo de este
capitulo es contribuir a la explicacién de estos aspectos que hasta el momento
no fueron completamente aclarados (Koester et al., 2015). Teniendo en cuenta
gue el coeficiente de permeabilidad se considera como la contribucion de la
solubilidad del vapor de agua en la pelicula y la difusiéon del permeante en la

matriz, el trabajo se centr6 en determinar cOmo estas caracteristicas fisico-

| 136



Capitulo VI: Efecto del pH de las dispersiones en las caracteristicas de las peliculas de levadura

guimicas son afectadas individualmente por cambios en el espesor de la pelicula

y el contenido de plastificante.
5.2 Caracterizacion microestructural de las peliculas

Las micrografias mostradas en la figura 5.1 permitieron observar la
microestructura de las peliculas. Las imagenes obtenidas de muestras

plastificadas y no plastificadas fueron similares.

Figura 5.1 Micrografias SEM de: A) la seccion transversal y B) de la superficie

de una pelicula HTH no plastificada (EI aumento utilizado fue de 500x%)

La figura 5.1A muestra la imagen de la seccién transversal obtenida de la pelicula
no plastificada en la que se observé una matriz continua y homogénea, sin
aglomerados, poros, fallas o perforaciones. En la imagen de la superficie de la
pelicula (figura 5.1B) no se distinguen particulas celulares y se ve que las
estructuras originales de la pared celular de la levadura parecen haberse perdido
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por el proceso de homogeneizacion. Estas imagenes estan de acuerdo con que
el transporte de agua en las peliculas basadas en la biomasa de la levadura no
se produce a través de poros, sino mediante el mecanismo de absorcion-
difusién-desorcién, como proponen la mayoria de los autores para peliculas
preparadas a partir de proteinas, polisacaridos o mezclas de éstos (Roy et al.,
2000; Debeaufort et al., 1994).

5.3 Efecto del glicerol en la cinética de sorcion

La figura 5.2 muestra los graficos que representan la cinética de sorcion de agua
al 90% HR de peliculas con contenido de glicerol de 0, 10, 20, 30% p / p m.s.
segun los diferentes espesores estudiados.

Las curvas que conectan los datos experimentales en la figura 5.2 son los
mejores ajustes que se obtuvieron utilizando la ecuacion 2.4 (modelo de Crank).
La tabla 5.1 muestra los parametros obtenidos a partir del ajuste de los datos
experimentales. Los datos de cinética de la figura 5.2 muestran claramente que,
para todos los espesores estudiados, el agua de hidratacion aument6 cuando se
incrementd el contenido de glicerol en las peliculas. Como se puede ver en la
figura 5.2 y la tabla 5.1, la incorporacion de glicerol produjo un aumento en el

valor h, el contenido de agua en equilibrio a 90% HR.
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Figura 5.2 Cinética de sorcion de agua a 90% HR (24 °C) de peliculas con
contenido de glicerolde = 0, A 10, A 20y A 30% p/p m.s: A) Peliculas de
7,0 £ 0,6.10° m de espesor, B) Peliculas de 15,0 + 0,8.10°> m de espesor y C)
Peliculas de 30,0 + 1,3.10"°° m de espesor.
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Los datos experimentales se ajustaron con la ecuacion 2.2. Los mejores

parametros de ajuste se dan en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1 Valores de los parametros Dy' (1012 m? s1), D™ (1013 m? s?), h« (g
de H20 por g m.s.), ky n, segun lo determinado por el mejor ajuste de la cinética

de sorcién de agua de los experimentos a 90% HR, mostrados en la figura 5.2.

% Modelo Modelo de Crank Modelo KP
odelo de Cran odelo
Espesor  contenido STL
(L) de glicerol Dv/ Dwof he, Sw R? Kk n R?
© 0 6,1+0,9 1,2¢0,2 0,43+0,02 182+10 0,991  1,6+0,1 0,42+0,02 0,998
= 10 6,2+0,9 1,3+0,2 0,56+0,03 267+11 0,991  1,3+0,1 0,35+0,03 0,998
Te]
:5' o 20 6,7+0,9 1,5+0,3 0,60+0,03 306+14 0,990  1,2+0,1 0,28+0,02 0,999
~ 30 6,620,9 1,4+0,3 0,68+0,04 368+19 0,990  1,0#0,1 0,24+0,01 0,999
© 0 21+1 50+0,4 0,40+0,02 153+11 0,992  4,3+0,3 0,89+0,03 0,998
T E 10 2142 51+0,3 0,51+0,02 21610 0,991  2,4+0,2 0,67+0,03 0,992
[Te]
S 9 20 22+2 54+0,2 0,58+0,02 251#11 0,995  1,8+0,1 0,53%0,02 0,997
n o 30 2142 51+0,2 0,66+0,02 31011 0,994  1,7¢0,1 0,52+0,02 0,994
™ 0 41+1 9,3+0,9 0,36+0,01 132+#11 0,990  2,2+0,1 0,93+0,03 0,997
o E 10 4242 9,6+0,9 0,42+0,02 157411 0991  1,7¢0,1 0,75+0,03 0,995
n
S 9 20 43+2 9,9+0,8 0,51+0,02 209+12 0,994  1,6+0,1 0,70+0,03 0,994
8 30 42+3 9,1+0,8 0,61+0,02 262+13 0,991  1,4+0,1 0,64+0,02 0,995

Los pardmetros se ajustaron utilizando diferentes modelos: Intervalo de tiempo corto
(STL) (ecuacion 2.7), Crank (Fick) (ecuacion 2.4) y Korsmeyer y Peppas (KP)
(ecuacion 2.8). Sw (g m3Pa) se calcul6 a partir de la ecuacién 2.5 utilizando h..

obtenido del modelo de Crank.

Es interesante observar que el aguay el glicerol son plastificantes que producen
cambios en la movilidad de las cadenas poliméricas, pero no lo hacen de la
misma manera. Otros autores han observado la diferencia entre el agua y el
glicerol a través del estudio de la difusion de fluoresceina en peliculas de iota-
carragenina. Karbowiak et al. (2006) observaron que el coeficiente de difusion
estd mas influenciado por el agua que por el glicerol y detectaron en particular,
gue la difusion es independiente del contenido de glicerol por debajo del 31% p/p
de plastificante.

A partir de los valores de h-y la ecuacion 2.5, se obtuvo la solubilidad del
agua en la matriz a 90% HR (Sw). Las figuras 5.3 a y b muestran Sy y Dy/
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respectivamente, ambas en funcién del contenido de glicerol en peliculas de

diferentes espesores.

Figura 5.3 Dependencia de los parametros Sw y D' con la concentracion de
glicerol en las peliculas de espesor 7,0+ 0,6 x 10°m, =15+ 0,8 x 10°m, y m30
+ 1,3 x 10°5m: A) gréfico de Sw como funcién del % de glicerol y B) gréafico de Dy/'

como funcién del % de glicerol
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En la figura 5.3 es posible ver que, en cada espesor estudiado, Sw aumentd

linealmente con la cantidad de glicerol en la pelicula. Por otro lado, el contenido

de glicerol no causé ningiin cambio estadisticamente significativo en Dy,
5.4 Efecto del espesor

El efecto del espesor en las propiedades de hidrataciéon de las peliculas es
evidente a partir de los resultados mostrados en las figuras 5.3 Ay B. Para cubrir
un rango amplio, se seleccionaron los espesores de peliculas de 7.10° m, 15.10°

5 m y 30.10° m. Para una mejor comprensién del efecto del espesor, la
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solubilidad al vapor de agua y el coeficiente de difusividad inicial se graficaron
como funciéon de espesor en las figuras 5.4 A y B, mostrando Sy y D'
respectivamente, para peliculas con un contenido de glicerol del 0, 10, 20 y 30%

p/p m.s.

Figura 5.4. Dependencia de Sw y Dw' con el espesor (L) de las peliculas con
diferente contenido de glicerol <0, #10, 20, y e30 % p/p m.s.: A) gréfico de Sw
como una funcién de L y B) grafico de Dw' como una funcién de L
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Como se muestra en las figuras 5.4 Ay B, Sw y D' se vieron afectados de manera
diferente por el espesor de la pelicula. La figura 5.4A muestra que, para todos
los contenidos de glicerol considerados, Sw disminuyé linealmente cuando
aumento el espesor. Como se informd en la tabla 5.1, h« disminuy6 cuando se
incremento el espesor. Estos valores pueden resultar contraintuitivos, ya que la
solubilidad del agua en la pelicula deberia ser una caracteristica dependiente de
la composicion. Los resultados sugieren un papel importante de los efectos de
superficie en la sorcién de agua, lo que podria tener su explicacion en que los

valores de Sy se dan por unidad de gramo de materia seca, considerando el
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volumen total de la pelicula. Sin embargo, en el espesor mas pequefio el gramo
incluye un area superficial mayor que el mismo gramo de espesores mas
grandes.

Con respecto al coeficiente de difusidén del vapor de agua, la tabla 5.1 mostro
gue ambos valores, D¢y Dy, aumentaron con el incremento del espesor de la
pelicula. En la figura 5.4B se ve claramente que D' aument6 linealmente con el
espesor, las lineas rectas para todos los contenidos de glicerol estudiados son
practicamente iguales y reafirman que la difusién de agua en la pelicula no se ve
alterada por la presencia de plastificante.

Otros autores han sugerido que cuando se reduce el espesor, las capas
limite entre la membrana y el gas/vapor aumentan su relevancia en el proceso
de transporte, afectando a la permeabilidad como coeficiente fenomenolégico
(Hwang y Kammermeyer, 1974). En este trabajo se observd, a diferencia de lo
anterior, que la disminucioén del coeficiente difusivo produce la disminucion global
del coeficiente de permeabilidad en las peliculas.

Por otro lado, se ha observado que la velocidad de evaporacién del solvente
durante la formacion de la pelicula esta implicada en la estructura de la matriz
formada a partir de los polimeros (Campos et al., 2011). En el método de casting,
se pueden formar diferentes estructuras en peliculas de diferente espesor debido
a que la constitucion de la pelicula se produce mas rapidamente en peliculas
més delgadas ya que la cantidad de agua a evaporar es menor. Una mayor
velocidad de evaporacién disminuye el tiempo disponible para la interdifusion y
el reacomodamiento de las cadenas poliméricas. Un menor tiempo de
evaporacion conlleva una estructura menos ordenada y por lo tanto menos
resistente y mas permeable.

Comparando la influencia del espesor en los valores de Sy y Dw' mostrados
en las figuras 5.4 A y B respectivamente, es posible observar que la disminucién
total de Sw en todo el rango de espesor estudiado es de 1,5 veces, mientras que
el incremento total de Dy es alrededor de 6,6 veces. Esto demuestra que el efecto
del espesor es mas importante en el coeficiente Dy que en S,.

5.5 Tipo de difusion del agua a través de la pelicula

La tabla 5.1 muestra los valores del exponente difusional n, pardmetro que se

utiliza en el estudio de la liberacion de compuestos de interés farmacéutico en
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matrices poliméricas para evaluar si el proceso es o no fickiano. Los valores de
n se obtuvieron ajustando los datos de cinética experimental con el modelo de
Korsmeyer & Peppas (KP) descrito anteriormente (ecuacion 2.5). Los resultados
demostraron que se observé un comportamiento cuasi-fickiano (n<0,5) para las
peliculas mas delgadas (7.10°° m), convirtiéndose en un comportamiento no
fickiano o anémalo (0,5<n<1) en el caso de las muestras mas gruesas (15.10°
m y 30.10° m). Comparando a igual valor de espesor, n disminuye con la
incorporacion de glicerol. El transporte de las moléculas de agua por el modelo
fickiano ocurre en una situacion en la que el proceso de difusion es mucho mas
lento que la relajacion del polimero, por lo que la difusion se convierte en el
fendmeno controlante del proceso de transferencia (Karimi, 2011; Rogers, 1985;
Alfrey et al. 1966). La movilidad de las cadenas de polimeros se ve fuertemente
afectada por la presencia de agua y otros plastificantes. En una situaciéon
opuesta, cuando el transporte de agua ocurre controlado por la relajacién del
polimero, el frente de humectacion se mueve en una concentracion de equilibrio
constante y puede establecerse, en algunos casos, un corte brusco entre zonas
con diferentes Ty (generalmente zonas vitreas y gomosas), también puede
producirse una diferencia en la permeabilidad, aun sin un corte brusco, entre
zonas gomosas, de acuerdo a su contenido de agua. Se le suma a esto que el
agua, al ingresar en la pelicula, puede producir un efecto de hinchamiento
(denominado en inglés swelling) (Hu et al., 2001). Como se puede ver en la tabla
5.1, a igual espesor con un aumento en la concentracion de plastificante, el
transporte se volvié hacia el comportamiento fickiano (n disminuyd) porque el
plastificante aumenté la movilidad del polimero y por ende, la velocidad de
relajacion (Cao et al., 2009; Sothornvit et al., 2001). Cuando se incorporo el
glicerol, la transferencia se volvié gradualmente fickiana (en términos estrictos,
adecuadamente descripta por la ley de Fick) y esto se informé claramente en la
tabla 5.1, al seguir el valor de n de peliculas con 15.10° m y 30.10° m de
espesor. En peliculas con 7.10° m de espesor, se observé comportamiento
cuasi-fickiano y se acentué cuando se increment6 el contenido de glicerol. La
tabla 5.1 también mostré6 que, a un contenido de glicerol dado, el indice n
aumentd con el incremento del espesor, separandose del comportamiento
fickiano. Esto puede deberse a diferencias estructurales en las peliculas de
diferentes espesores producidos durante el casting y a zonas con diferente

| 144



Capitulo VI: Efecto del pH de las dispersiones en las caracteristicas de las peliculas de levadura

plastificacion debido al contenido de agua como describe el modelo de transporte
propuesto por Takeru Higuchi (Paul, 2011). El modelo de Korsmeyer-Peppas es
orientador respecto del comportamiento fickiano, el mismo se basa en el modelo
STL en el que el tiempo se eleva a la potencia 0,5; que define estrictamente el
comportamiento ideal. El resultado de n, en el caso de las peliculas de levadura,
es un llamado de atencién para la aplicacion de los modelos fickianos, aunque
existen trabajos en los cuales aplicaron modelos derivados de la ley de Fick, en
un rango de valores de n mas amplio. Teniendo en cuenta esto, se ha decidido
continuar adelante en la determinacion de coeficientes fenomenoldgicos que se
fundamentan en un comportamiento ideal (siguiendo la ley de Fick) a modo de
comparacion, sabiendo que los valores pueden estar afectados por causas no
contempladas originalmente al proponer las ecuaciones. Es por esto que los
valores de los coeficientes que se muestran en este capitulo se consideran

aparentes.
5.6 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua es una medida de la facilidad con que el
mismo puede penetrar una pelicula (Rogers, 1985). La permeabilidad al vapor
de agua Py se obtuvo a través de dos vias, el experimento realizado con las
celdas de permeabilidad y a través del producto de la difusividad y la solubilidad,
por el célculo con la ecuacion 2.9, derivada de una combinacion de las leyes de
Fick y Henry (Kester y Fennema, 1989). En los experimentos de permeabilidad,
la adsorcién ocurre en el lado de la pelicula expuesta al 90% HR y la desorcion
en el otro lado, expuesto a 10% HR (24 °C). Con el fin de comparar el valor
experimental P,®® con Py = Sy, Dy, se utilizaron los valores de Sy y D' obtenidos
de los experimentos cinéticos de hidrataciéon realizados a 90% HR. D,/ se
determind teniendo en cuenta la difusion de agua en la pelicula durante el
periodo inicial de sorcion (primeras doce horas en los experimentos). La razon
del uso de D,/ radica en que representa el proceso de difusion en el intervalo de
tiempo en el que se determina el flujo en estado estacionario, durante la prueba

de permeabilidad realizada con el método de la copa.

| 145



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

5.6.1 Efecto del glicerol y comparacion entre la permeabilidad ASTM-E96 v la

obtenida por el producto de la difusividad vy la solubilidad

La figura 5.5A muestra el flujo de agua Jw a través de la pelicula y la figura 5.5B
la permeabilidad experimental P&, en funcion del contenido de glicerol, para
peliculas de los diferentes espesores de 7.10° m, 15.10° m, y 30.10° m.

Tanto Jw como Py aumentaron linealmente con el incremento del
contenido de glicerol en la pelicula. Al igual que en este caso, también se observo
una relacion lineal entre la permeabilidad y el contenido de glicerol en las
peliculas a base de almidon de maiz con alto contenido de amilosa (Bertuzzi et
al., 2007). El aumento de la permeabilidad al vapor de agua debido al glicerol se
observo en diferentes peliculas de naturaleza hidrofilica, por ejemplo, celulosa,
B-lactoglobulina o proteinas miofibrilares (Natanya et al., 2008, Sothornvit et al.,
2001; Cug et al., 1997h).
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Figura 5.5 Dependencia de Jw, Pw®® y Py = Sw.Dy' con la concentraciéon de
glicerol en peliculas de diferente espesor =7 + 0,6 x 10°m, m15+ 0,8 x 10°m, y
m30 + 1,3 x 10° m: A) gréafico de Jw en funcién del% de glicerol, B) gréafico de
Pw®P en funcién del % de glicerol y C) gréafico de Pw = Sw Du' en funcion del %

de glicerol.
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Tabla 5.2 Valores experimentales del flujo de vapor de agua Jw (1023 g s'm?),y
la comparacion de la permeabilidad experimental al vapor de agua Pw®® (102 g
st m?t Pa?l) y la permeabilidad al vapor de agua obtenida de la cinética de

absorcion de agua experimentos Py = Sw. D' (102° g s'm1Pa?).

Cinética de .
. Permeabilidad
Contenido de sorcién de
Espesor (L) glicerol (%) agua ASTM E96
Pw = Sw. Du/! Jw PwP
0 1,1+£0,2 6,8+0,3 1,7£0,1
S e 10 1,7+0,4 8,4+0,3 21+0,1
S 9 20 2,0%0,5 9403 2801
- 30 2,4+0,7 10,7+03  3,6+0,1
9 0 3,2+0,2 5704 3,6+0,3
«© 10 46+04 7,2+04 4,4 +£0,3
3 mE 20 54x0,6 8904 57x0,3
0 30 6,6 0,7 10,0+x04 6,6 +0,3
= 0 54+0,3 4,6+0,4 55+0,4
™ 10 6,545 6,104 73x0,5
5 mE 20 9,1+0,7 7,005 9,3+0,6
= 30 11,0+ 0,9 8204 11,4+05

La figura 5.5C muestra los valores de Py = Sy Dy en funcion del contenido de
glicerol. Como es posible ver en la tabla 5.2, y al mismo tiempo comparando la
figura 5.5 B y C, los valores de ambas permeabilidades, Pw*** y Py se
correspondieron considerando los errores experimentales asociados a unay otra
técnica. La correspondencia de los valores permite estudiar el efecto del glicerol
en la permeabilidad de una manera més completa, mediante un enfoque distinto,
sopesando que el plastificante podria afectar tanto a Sy y como a D/ de diferente
manera.

Al observar de nuevo la figura 5.3A, se puede recordar que, para un espesor
dado, Sw aumento linealmente con la cantidad de glicerol, mientras que, como
se muestra en la figura 5.3B, Dy' no se vio afectado por el contenido de

plastificante agregado. Esto sugiere que el crecimiento lineal de la permeabilidad
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al vapor de agua debido a la adicion de glicerol esta dado sélo por el aumento

de la solubilidad del vapor de agua en la pelicula.

5.6.2 Efecto del espesor y comparacion entre la permeabilidad del método
ASTM-E96 vy la obtenida del producto de la solubilidad v la difusividad

El efecto del espesor en el flujo de agua Jw a través de la pelicula, y en la
permeabilidad experimental Py**P es evidente a partir de los resultados
mostrados en las figuras 5.5A y B, respectivamente. Para facilitar la comprension
del efecto del espesor, se han graficado Jw y Pw®® como funciones del espesor
en las figuras 5.6 A y B, respectivamente, para peliculas con 0, 10, 20 y 30 %
p/p m.s. de contenido de glicerol. Al observar estas graficas se ve como Jw Y
Pw&*P fueron afectados por el espesor de la pelicula de diferentes maneras.

La figura 5.6A muestra que el flujo de vapor de agua, Jw, disminuyo
linealmente cuando aumenté el espesor, pero la disminucién del primero fue
menor que la magnitud del incremento del segundo, lo que significa un aumento
en el coeficiente de permeabilidad. Al igual que en este caso, se observo un
comportamiento similar en peliculas preparadas con proteinas miofibrilares (Cuq
et al., 1997b). El efecto del espesor sobre el flujo es un resultado de gran

contundencia y que puede resultar contraintuitivo.

| 149



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

Figura 5.6 Dependencia de Jw, Pw®*®y Py = Sw.Dy/' con el espesor L de peliculas
con contenido de glicerol de = 0, e 10, e 20 y @ 30% p/p m.s.: A) grafico de Jw
como funcién de L, B) grafico de Pw**P como funcién de L y C) gréafico de Pw =

Sw.Dw' como funcion de L
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Por otro lado, la figura 5.6B muestra que, para un contenido de glicerol dado,
Pw®P aumento linealmente con el incremento de espesor. También se observo
un comportamiento lineal similar de Pw®® con el espesor en las peliculas
miofibrilares basadas en proteinas y en peliculas de almidon de maiz con alto
contenido de amilosa (Bertuzzi et al., 2007) por citar s6lo algunos ejemplos.

En una pelicula polimérica ideal, la permeabilidad al vapor de agua es
independiente del espesor de la pelicula (Jasse et al., 1994). Para los polimeros
ideales homogéneos, la ley de Fick requiere que el flujo de vapor de agua, bajo

un gradiente de presion de vapor de agua dado, varie de forma inversamente
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proporcional con el espesor de la pelicula (Hauser y McLaren, 1948). Cuando se
calcula el coeficiente de permeabilidad a través de la ecuacion 2.11, se vuelve
independiente del espesor L. Otros autores han mostrado que, para las peliculas
poliméricas hidrofilicas, la permeabilidad al vapor de agua aumenta cuando el
espesor de la pelicula aumenta (Park y Chinnan, 1995; McHugh et al., 1993).
Algunos trabajos describen este comportamiento anémalo en peliculas delgadas
de espesores inferiores a 6.10° m (Pavlath y Orts, 2009). Sin embargo, en
peliculas de almidon se observé el mismo comportamiento con espesores por
encima de este nivel (Mali et al.,, 2006). La razén de esta desviacion esta
claramente relacionada con la naturaleza hidrofilica de la matriz polimérica,
aungue no hay una respuesta certera sobre el rol de los aspectos microscopicos
de la matriz en los cambios en el coeficiente de permeabilidad.

En las peliculas hidrofilicas, el gradiente de contenido de agua intensifica las
diferencias en la movilidad de las cadenas de polimeros y en la solubilidad del
agua a lo largo del espesor de la pelicula. Estas razones coinciden con las
diferencias encontradas en las secciones 5.3 y 5.4 en el coeficiente de difusion.
Hubo una evolucién de la explicacion de este fendmeno en el tiempo: varias
décadas atras Hauser y McLaren (1948) atribuyeron el efecto del espesor sobre
la permeabilidad al vapor de agua en peliculas de celulosa a diferentes
estructuras formadas en cada uno de los espesores. Mas adelante, McHugh et
al. (1993) y Gennadios et al. (1994) propusieron algunas correcciones en los
célculos propuestos por la norma ASTM-E96 para medir la permeabilidad en
materiales altamente hidrofilicos. Dichas modificaciones se basaron en que, en
varios casos, se subestima el peso de la resistencia de la capa estacionaria de
aire que esté debajo de la pelicula y que la subestimacion cambia en funcién del
espesor de la pelicula. Esto conduce a errores en la determinacion de la
permeabilidad.

Otra explicacion del efecto del espesor pone en foco el hinchamiento
(swelling) de la pelicula, que puede ocurrir debido a la absorcion de agua durante
la transferencia del vapor (Banker, 1966). Dicho hinchamiento se produce en el
lado de la pelicula en contacto con la atmosfera de mayor humedad y afecta sélo
a una parte delgada de la pelicula. La proporcion de tal hinchazon podria ser
menor a medida que la pelicula se vuelve mas gruesa. Por lo tanto, en peliculas

méas delgadas donde la proporcion del hinchamiento se vuelve notable, el
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movimiento del agua podria retardarse disminuyendo la difusividad y la
permeabilidad. En todo caso, la base de este comportamiento es la fuerte
interaccién entre el permeante y la pelicula.

El efecto del espesor y de la afinidad entre el permeante (gases) y la matriz
se observd también en materiales hidrofobos. Se observé una fuerte
dependencia de la permeabilidad al CO2 y He con el espesor en membranas de
polidimetilsiloxano (Firpo et al., 2015). Los investigadores concluyeron que el
efecto del espesor sobre la permeabilidad de CO2 y He fue importante en el rango
de 2.107 m a 5.10° m y fue independiente de éste, segln lo propuesto por Fick,
por encima de 5.10° m.

El modelado del transporte de agua a través de peliculas hidrofilicas es
extremadamente complejo debido a que las isotermas de sorcion de agua no son
lineales, de las cuales depende Sw y por la dependencia del coeficiente de
difusién respecto al contenido de agua de la pelicula. Los datos experimentales
mostraron la excelente correspondencia entre las dos metodologias estudiadas
para determinar la permeabilidad al vapor de agua, Pw = Sw D' y Pw®®. La
independencia de los experimentos realizados y la cantidad de ensayos
realizados permite confiar en que esto no es una simple correlacion. La
determinacion de la permeabilidad a través del producto solubilidad y difusividad
permite estudiar el efecto del espesor en el coeficiente de permeabilidad,
separando el efecto en Sy y Dy'. Como se muestra en las figuras 5.4 Ay B, Sy y
D.' poseen un comportamiento opuesto, aungue el incremento de Dy/' es superior
a la disminucion de Sy con el espesor. Por lo tanto, el aumento global de la
permeabilidad con el espesor se debe a la magnitud del aumento de Dy/' con el
espesor.

Los efectos del contenido de glicerol y el espesor en la permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas se encontraron no solo a través de la metodologia
experimental tradicional, sino también a través de una permeabilidad obtenida
como producto del valor de Sy y el valor de D/, diferente a la del método de la
ASTM E96. Esto afirma que estos comportamientos no ideales, no se deben a
un error en la metodologia experimental que debe corregirse con considerandos
en la resistencia del aire, subestimaciones o sobreestimaciones de la fuerza

impulsora por caso, sino a un comportamiento de la pelicula debido a su fuerte

| 152



Capitulo VI: Efecto del pH de las dispersiones en las caracteristicas de las peliculas de levadura

interaccion con el agua y el glicerol y a los cambios que produce el agua en ella

al ingresar en la misma.

5.7 Estudio del efecto de la humedad relativa (presidén de vapor de agua) y

el espesor en la permeabilidad

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidio realizar un segundo analisis
de la permeabilidad al vapor de agua planteando un disefio experimental en el
gue la fuerza impulsora fuera partida en intervalos mas pequefios de humedad
relativa (presién de vapor de agua) y con diferentes espesores de peliculas. Este
disefio permiti6 conocer con mayor grado de detalle la influencia de la fuerza
impulsora para el flujo de vapor de agua a través de la pelicula y el efecto
combinado, a su vez, del espesor.

En la tabla 5.3 se observan los resultados de los ensayos realizados con
diferentes espesores y a diferentes gradientes de vapor de agua. En la primera
columna se puede ver la diferencia de presién de vapor efectiva en pascales,
para cada grupo de experimentos, en la segunda el rango de aw utilizado (h.r), y
en la tercera columna, el espesor de las peliculas. Segun las leyes de Fick y
Henry, el flujo (Jw) esta directamente relacionado con la diferencia de presion de
vapor y el mismo se incrementa en la misma magnitud que esta diferencia. En
contraste, en las peliculas de levadura no se observo esta situacion, ya que el
flujo no se incrementd en la misma magnitud que el aumento en la diferencia de
presion de vapor. Por otro lado, si se compara la dependencia del flujo con el
espesor (L), la ley de Fick establece que, si el espesor aumenta, el flujo
disminuye en la misma magnitud, ya que siguen una relacién inversamente
proporcional. En este estudio se observo que, si bien el flujo y el espesor siguen
una relacion inversamente proporcional, la magnitud del aumento en el espesor
de la pelicula no es igual a la magnitud de la disminucion en el flujo. Ambas
situaciones explican el comportamiento del coeficiente de permeabilidad con el
espesor y la diferencia de presiones parciales entre las caras de la pelicula.

Si se focaliza la atencidn en la presion de vapor entre las caras de la pelicula,
se observan claras diferencias entre gradientes a altas y bajas humedades
relativas (HR). A un espesor fijo, la permeabilidad (Pw) disminuye a medida que
disminuye la fuerza impulsora (presion de vapor). Sin embargo, si el gradiente

involucra HRs altas, Pw aumenta respecto a un gradiente a HRs bajas, a pesar
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de que la fuerza impulsora sea mayor. Esto demuestra que la influencia del agua
sobre la pelicula es importante y, como indica la isoterma de sorcion (Figura 5.7)
a mayor humedad, la cantidad de agua incorporada en la pelicula es
notablemente mayor.

Si se atiende al espesor de la pelicula, el coeficiente de permeabilidad es
menor en el espesor mas pequefio estudiado (7,5.10°° m) y mayor en el espesor
mas grande (30.10° m). Si tomamos el mayor gradiente estudiado (10% - 90%),
en las peliculas de mayor espesor Pw puede ser entre 3 y 4 veces mayor al
obtenido en las peliculas de espesor mas pequefio. Esta relacién se reduce a 2
veces en gradientes de humedades relativas mas bajas, como 10% —57% Yy 33%
— 57%. Como ya se menciond, la dependencia del coeficiente de permeabilidad
con la humedad relativa es fuerte, en particular, si hay HRs altas involucradas,
el coeficiente es mayor. Aun asi, se mantiene la situacion de que, a mayor
espesor, mayor permeabilidad. En un gradiente de 57% - 90% las
permeabilidades obtenidas fueron 4,6, 10,6 y 21,5 (x101° g s m'* Pa!) para los
espesores 7,5, 15y 30 (x10° m) respectivamente. En el gradiente de 10% - 90%
las permeabilidades fueron de 1,2, 2,1 y 2,5 (x10%° g s* m Pal) para los
espesores 7,5, 15y 30 (x10° m) respectivamente.

En la tabla 5.3 también se muestran los resultados del coeficiente de difusion
instantaneo (D) y de la solubilidad instantanea del vapor de agua en la pelicula
(Sw'™). En cuanto a la solubilidad del vapor de agua en la pelicula, se observé
una clara tendencia de aumento junto con la humedad relativa. Dado que la
solubilidad instantanea involucra el rango puntual de HRs en estudio y la
hidratacion en equilibrio para cada situacién de humedad (ecuacion 2.12), se
trata de una solubilidad distinta de la solubilidad del vapor de agua en toda la
pelicula (Sw) como se explicé en el capitulo Il. Por otro lado, a menor espesor,
mayor S/, lo que muestra la relevancia de los “efectos de superficie” en la
pelicula ya explicados en la seccion 5.4.

A diferencia del comportamiento de S\, el coeficiente de difusion (D) se
incrementd hasta la humedad relativa del 75% y, a 90% este valor descendio,
dando un indicio de cierto efecto negativo del contenido de agua en la pelicula y

en su difusion.
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Tabla 5.3 Resultados de los ensayos realizados a diferentes gradientes de vapor

de agua y espesores

pwz- Rango de L Jw Pw Sw'"s Dw'"s
Pwi HR (10° (103%gst (10Pgs'mt (gm?3 (10'¥m?
(Pa) (HRi-HR2) m) m-2) Pal) Pal) st
2111  10%-90% 7,5 10,5%0.3 2,90,1 419+13 6,9+0,4
15 8,9+0,3 6,0+0,1 368+10 161
30 7,8+0,2 11,1+0,3 343£9 3212
1716 10%-75% 7,5 5,2+0,2 2,0£0,1 228+7 8,8+0,7
15 4,0£0,2 3,540,1 20316 17+1
30 3,0+0,2 5,6+0,2 18944 302
1240  10%-57% 7,5 2,310,1 1,2+0,1 168+4 7,1+0,8
15 1,6+0,1 2,1+0,1 152+4 13+1
30 1,1+0,1 2,5+0,1 136+4 18+1
607 10%-33% 7,5 0,42+0,02 0,47%0,02 11743 4,0£0,3
15 0,36+0,02 0,85+0,04 106+3 8,0+0,6
30 0,24%0,02 1,2+0,1 84+3 14+2
396 75%-90% 7,5 4,2+0,1 6,8+0,1 1253+35 5,4+0,3
15 4,0+£0,1 15,0+0,1 1085+33 14+1
30 3,410,1 27,7+0,3 1008 + 30 27+1
871 57%-90% 7,5 7,3+0,2 4,610,1 779121 5,9+0,3
15 6,6+0,2 10,6+0,1 67817 161
30 5,8+0,1 215+0,1 636+15 3412
1504 33%-90% 7,5 9,7+0,3 3,610,1 542 + 12 6,6+0,3
15 8,4+0,2 7,8+0,1 475+ 10 17,0+1
30 6,9+0,2 14,8+0,2 447 + 10 34+2
475 57%-75% 7,5 3,5¢0,1 4,940,1 38419 13+1
15 3,0+0,1 8,9+0,2 33848 26+2
30 2,4+0,1 15,5+0,3 3277 4743
633 33%-57% 7,5 2,1+0,1 2,0£0,1 216+6 9,3%0,7
15 1,3+0,1 3,0£0,1 195+5 15+1
30 0,83%0,05 4,01£0,1 186+ 5 22+2

Unidades: [Jw]=102g s'm?, [P,]=107° g st m Pa?l, [Sy]=g m3Pa?l, [D,M=10"m? s!

| 155



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

Figura 5.7 Isotermas de sorcion de peliculas al 25% de glicerol con tres

espesores diferentes, 7,5x10°, 15x10° y 30x10° m
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Roy et al. (2000) publicaron un trabajo en el que se analizo la permeabilidad al
vapor de agua de peliculas de gluten de trigo con espesores cercanos a los 80
um a diferentes gradientes de vapor de agua. En esta parte del trabajo se ha
seguido la misma metodologia empleada por Roy et al. (2000), se determind el
coeficiente difusivo como el cociente entre la permeabilidad y la solubilidad del
agua en la pelicula. En las peliculas de gluten de trigo se encontr6 que la
permeabilidad al vapor de agua se incrementd de gran manera en los gradientes
de humedades relativas mas altas. En ese caso, el cambio se produjo desde
3,8.10 g m? st Pa! para un gradiente de humedad relativa 0,00 — 11,15% a
4,1.107 g m! st Palpara el gradiente de 75,35 — 84,32% (25 °C), un cambio en
la permeabilidad que implica cuatro 6érdenes de magnitud. Estos autores
explicaron que este cambio se debio al incremento conjunto de la solubilidad del
agua en la pelicula y del coeficiente difusivo, tal como se observa en las peliculas
de levadura.

El estudio de esta seccion ratifica que los motivos que producen este
particular comportamiento radican en la fuerte interaccion entre el agua y la
pelicula. El ingreso de agua cambia las caracteristicas de la matriz, plastifica en
diferente grado y modifica la temperatura de transicion vitrea que es un reflejo
de la facilidad de movimiento molecular de las cadenas poliméricas. Al mismo
tiempo, la relacion entre el contenido de agua en equilibrio en las peliculas y la

humedad relativa de la atmésfera circundante (Figura 5.7) no es lineal como
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indica la ley de Henry, sino una curva muy pronunciada que da un salto
importante en la hidratacion después de ay = 0,6 (60% HR). Estas son las
razones de las caracteristicas no ideales del transporte de vapor de agua a

través de las peliculas hidrofilicas.
5.8 Conclusiones del capitulo V

En este capitulo se estudié el efecto del espesor de la pelicula y la adicion de
plastificante en la hidratacion, la difusion de agua y la permeabilidad al vapor de
agua en peliculas basadas en biomasa de levadura procurando la mayor
profundidad posible en el estudio.

El efecto del espesor en el proceso de permeabilidad fue significativo y se
demostré mediante dos experimentos diferentes: el método experimental del
estandar ASTM-E96 y un método cinético alternativo. Ambos métodos dieron
valores similares para el coeficiente de permeabilidad. El analisis a través del
método cinético permitié explicar con mayor detalle el efecto del espesor y el
plastificante en el coeficiente de permeabilidad. Para llegar a este acuerdo, en el
célculo de la permeabilidad al vapor de agua, se debe considerar el coeficiente
de difusién inicial D./, ya que esta relacionado con condiciones similares a las
utilizadas en los experimentos de permeabilidad realizados en las celdas.

El glicerol incorporado como plastificante increment6 la permeabilidad al
vapor de agua porque afecto la solubilidad del vapor de agua en la matriz, pero
no modifico el coeficiente de difusion. A diferencia del plastificante, el cambio en
el espesor afectd de diferente manera al coeficiente de difusion y a la solubilidad.
Con los experimentos se demostrd que la causa principal de la disminucion de
la permeabilidad, cuando se reduce el espesor, se debe al descenso notable del
coeficiente de difusion.

También se mostré la dependencia del coeficiente de permeabilidad
respecto de la presién parcial del vapor de agua y que esta dependencia esta
causada por la afinidad entre el vapor de agua y la pelicula. El agua es
plastificante de la pelicula y los cambios en el estado amorfo, dentro del estado
gomoso, significan un cambio en la movilidad molecular y su capacidad de
barrera al vapor de agua.

Aunque resulte paraddjico, el efecto del espesor en peliculas hidrofilicas,

produce como resultado, en un determinado rango de espesor, que “menos sea
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mas", ya que una membrana mas delgada presenta un menor coeficiente de
permeabilidad que una mas gruesa, siendo en términos aparentes, una mejor

barrera contra el vapor de agua.
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caracteristicas de las peliculas de levadura

6.1 Introduccioén

Las caracteristicas de las peliculas obtenidas de polimeros naturales, en
general, estan lejos de las correspondientes a los polimeros sintéticos
producidos de recursos no renovables. Una de las razones de esta diferencia es
la gran afinidad de los polimeros naturales con el agua, profundizada en el
capitulo anterior para las peliculas de biomasa de levadura. En los ultimos afios
se han realizado muchos esfuerzos para mejorar las caracteristicas de las
peliculas, con modificaciones que no soélo involucraron la disminucién de la
afinidad con el agua, sino también aquellas que buscaron mejorar principalmente
el desempefio mecanico (Rouf y Kokini, 2018; Popovic et al., 2018). Como parte
de estos esfuerzos, se han propuesto diferentes estudios exploratorios y
modificaciones en los biopolimeros o mezclas de ellos para comprender mejor
su formacion y naturalmente, obtener mejores caracteristicas (Plackett, 2011). El
efecto del cambio en el pH de las dispersiones utilizadas para preparar peliculas
se ha descripto previamente para peliculas de proteinas o polisacaridos (Wihodo
y Moraru, 2013; Guerrero y de la Caba, 2010) pero no para peliculas de biomasa
donde la interaccion entre las macromoléculas constituyentes de las peliculas
puede alterarse, modificando después las caracteristicas macroscépicas de las
peliculas. Las modificaciones del pH afectan las interacciones entre las cadenas
de los polimeros, ya que, si el pH esta cerca del punto isoeléctrico de las
proteinas, los enlaces hidréfobos y de hidrégeno aumentan ganando
preponderancia en la estabilizacién del sistema. Mientras que la preponderancia
de estas fuerzas cambia cuando el pH se aleja del punto isoeléctrico (Gennadios
et al., 1993). El pH también afecta la solubilidad de ciertos compuestos que
constituyen peliculas, a veces es necesario ajustar el pH para solubilizar
polisacéridos y proteinas, lo que afecta también a la distribucion y a las
interacciones en las peliculas (Cazon et al., 2017). En este capitulo se presentan
los resultados de los ensayos realizados con peliculas obtenidas con
dispersiones a diferentes pHs. Se propuso una caracterizacion completa y un

andlisis acerca de las causas de los cambios en las propiedades.
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6.2 Influencia del pH en el comportamiento de flujo de las dispersiones

En los ensayos de comportamiento de flujo se observo una influencia fuerte del
pH de la dispersion y todas las dispersiones, con 25% de glicerol, tuvieron un
comportamiento no-newtoniano (figura 6.1). Si bien todas las curvas partian de
esfuerzos de corte similares, conforme crecio la velocidad de deformacion, el
esfuerzo de corte alcanzado fue gradualmente mayor, a medida que se
incrementd el pH de las dispersiones. Mientras que el indice de flujo (n)
disminuy6 levemente, de 0,59 + 0,01 (pH 4) a 0,54 £ 0,02 (pH 11), el indice de
consistencia (K) se increment6 de 0,10 £ 0,01 Pa s" (pH 4) a 0,19 £ 0,05 Pa s"
(pH 11), lo que explica el aumento punto a punto de la viscosidad aparente,
ambos pardmetros importantes del modelo de Herschel — Bulkley (ecuacién
2.12). La raiz de este comportamiento podria deberse a los cambios que
suceden en las muestras, la solubilizacion de una fraccion de los B-glucanos y la
solubilidad e interacciones entre las proteinas debido a su punto isoeléctrico. En
las siguientes secciones se analizaran los efectos del pH de las dispersiones en

las peliculas.

Figura 6.1 Comportamiento de las dispersiones de levadura a diferente pH en

barridos de flujo
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6.3 Degradacion térmica de las peliculas

Los resultados de la degradacién térmica se presentan en la figura 6.2, la pérdida
de peso frente a la temperatura se muestra en la figura 6.2A y la derivada del

peso con respecto a la temperatura en la figura 6.2B. En el capitulo 1V, se
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delimitaron cuatro intervalos de temperatura en el termograma completo para
facilitar el analisis de la degradacion (Delgado et al., 2018). En este capitulo, las
curvas se dividieron en cinco zonas de degradacion. El primer rango de
temperatura se atribuy6 al igual que en el capitulo anterior a la eliminacién de
agua y compuestos de bajo peso molecular hasta 140 °C (Soares et al., 2005).
La segunda zona se delimitd hasta 225 °C, comprendido dos eventos que
involucraron la degradacion de glicerol y la degradacion parcial de proteinas. La
tercera zona se debié a la degradacion de los polisacéaridos y la cadena principal

de proteinas y éstas significan la mayor pérdida de peso en el termograma.

Figura 6.2 Analisis termogravimétricos de las peliculas de levadura de pH 4 a
11: A) pérdida de peso en funcion de la temperatura y B) derivada del peso con

respecto a la temperatura
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A la derecha de la figura B, se muestran las temperaturas de la maxima velocidad
de degradacion a cada pH. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05).
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Como puede verse en la figura 6.2B, con respecto a la tercera zona, se
produjeron cambios significativos en las temperaturas maximas de degradacion
(Tmax) cuando se modificd el pH de las dispersiones. A medida que el pH se
incrementd gradualmente, la Tmax S& movio paulatinamente de 274 °C (pH 4) a
320 °C (pH 11). Este movimiento de la temperatura de maxima, hace visible una
cuarta zona de degradacion, posterior a la tercera, hasta 360 °C y una quinta de
terminacion, luego de ésta. Estos cambios sugieren la formacién de enlaces de
alta energia, como interacciones no covalentes entre cadenas u otro mecanismo

gue requiere mayor energia para la ruptura de la cadena.
6.4 Propiedades mecanicas

En la tabla 6.1 se puede ver que, con la modificacion del pH, el mddulo elastico
de las peliculas de levadura con 25% de glicerol vario entre 33 MPa 'y 42 MPay
la resistencia a la traccion aumento significativamente de 1,5 + 0,4 MPa a pH 4
a25+0,6 MPa a pH 11, asi como la deformacion a ruptura se incremento de
7,6 +2,3a29,1+4,6% en el mismo rango de pH. Algunos autores han reportado
el efecto del pH de las dispersiones en peliculas provenientes de diferentes
fuentes. Por ejemplo, Guerrero y de la Caba (2010) informaron un gran aumento
de la deformacion a ruptura con el aumento del pH en peliculas de proteinas de
soja, desde 20% a pH 4,6 a 140% a pH 10. Un trabajo anterior también report6
un aumento en la deformacién a ruptura producido por el pH en peliculas de
proteinas de soja (Gennadios et al., 1993). En este ultimo estudio, los autores
mostraron que en los pH acidos (1-2), la resistencia a la traccion fue un 33% mas
baja en comparacion con pHs mas altos (pH 11), y la deformacién a ruptura
aumento6 de 34% a 187% desde pH 1 6 2 a 11, respectivamente. Sin embargo,
tanto la resistencia a la traccion como la elongacién (deformacion) disminuyeron
nuevamente a pH 12. Anker et al. (1999) también informaron mejoras en las
propiedades mecanicas de peliculas de aislado de proteinas de suero de leche
en pHs alcalinos. Este Ultimo trabajo, atribuyé las modificaciones en las
propiedades mecanicas de las peliculas al punto isoeléctrico de las mismas y su
relacion con el pH de la dispersion filmogénica.

En las peliculas de levadura, la deformaciobn a ruptura aumento
gradualmente con el pH hasta 30%, mientras que el modulo elastico no se vio

afectado. Teniendo en cuenta los resultados de la degradacién térmica (figura
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6.2), este comportamiento podria deberse a cambios en los enlaces inter- e
intramoleculares (la aparicion o desaparicion de enlaces intramoleculares
pueden modificar el perfil del termograma por la gran energia que involucran).
Algunas cadenas podrian tener mayor libertad de movimiento debido a una
menor cantidad de enlaces, lo que explicaria una mayor deformacién, aunque el
modulo elastico se mantuvo en valores de 32 a 43 MPa, porque la energia total
involucrada es la misma (menor nimero de enlaces, pero de mayor energia).
Algunos de los enlaces formados a pH 11 (mayor deformacién a ruptura) podrian
reemplazar a otras interacciones establecidas a pH 4 (mismo mdédulo), Guerrero
y de la Caba (2010) han sugerido que los enlaces disulfuro establecidos a pH
alcalinos son responsables de las mejoras en las propiedades mecanicas de las
peliculas aisladas de proteina de soja.

En el anexo Il se pueden encontrar ejemplos de curvas esfuerzo -
defromacion seleccionadas de peliculas preparadas con cuatro dispersiones a
pHs diferentes 4, 6, 9y 11.

Tabla 6.1 Resultados de las pruebas de traccién uniaxial de peliculas de

levadura con 25% de glicerol

Médulo Resistencia a la Deformacion a

Muestra g|astico (MPa)  traccion (MPa) ruptura (%)

pH 4 35,7 £ 6,5 15+0,42 7,6 +2,3

pH 5 35,0+7,1% 15+0,72 8,5 +2,4%
pH 6 42,2 +10,32 2,2+0,6" 11,4 2,5
pH 7 39,3 £5,1% 1,9 +0,5%° 12,9 +2,3°
pH 8 34,4 £7,4% 1,6 +0,3% 14,8 +2,1°
pH9 332+7,1° 1,8 +0,4% 15,0 + 3,0°
pH 10 32,8 +4,6° 2,1+0,6% 20,3 £ 5,2¢
pH 11 38,0 +£8,3® 2,5+0,6° 29,1 +4,6°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente

significativas (p <0,05).
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En la figura 6.3 se observa la buena manipulabilidad de una pelicula preparada

con una dispersion a pH 11 y 25% de glicerol.

Figura 6.3 Pelicula de levadura preparada con una dispersion a pH 11y 25 %

de glicerol

6.5 Determinaciones de color y opacidad

Las peliculas basadas en biomasa de levadura tienen un color ambar como otras
peliculas reportadas en la bibliografia, especialmente las basadas en proteinas
(Ortiz et al., 2017; De Moraes et al., 2013). Si bien las peliculas transparentes
suelen ser méas atractivas para su aplicacibn en envases, las peliculas
translucidas y/u opacas, se pueden usar cuando no se requiere la observacion
directa del producto o bien, en aquellos productos que deben protegerse de la
luz (las proteinas absorben también luz ultravioleta). Las mediciones de color en
peliculas con diferentes pHs se realizaron en la superficie inferior de la pelicula,
gue estuvo en contacto con la placa de Petri durante la formaciéon de la misma
(superficie brillante), y en la superficie superior expuesta al aire durante el
proceso de evaporacion (superficie opaca) (Arrieta et al., 2013), posiblemente
afectada por la evaporacion del disolvente y por la deposicion de particulas
ajenas (polvo) durante el secado. Se encontraron diferencias en el pardmetro L
(luminosidad) entre los lados opaco y brillante. Como se describe en la tabla 6.2,
los valores del lado brillante son mayores que los del lado opaco. El pH también
influyd en este parametro y se han encontrado diferencias estadisticamente

significativas con el aumento del pH en ambos lados de las peliculas: L
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disminuy6 hacia los pH alcalinos. Por otro lado, ambos parametros a (escala de
verde a rojo) y b (escala de azul a amarillo) aumentaron con el pH, y cambiaron
a rojo y amarillo, respectivamente. Estos cambios causaron que el valor de AE

con respecto a un patrén de color blanco también aumentara.

Tabla 6.2 Los valores L, a, b y la diferencia de color (AE) se determinaron a partir

de las mediciones de color utilizando el espacio de color CIELab.

Superficie opaca

Superficie brillosa

Muestra L a b AE L a b AE
pH 4 87,8+1,7* -1,6+0,4* 22,7+2,32 23,1+2,8* 91,0+1,1* -2,1+0,2® 18,4+2,5*  18,0+2,7°
pH 5 88,4+2,22 -0,5+0,6° 20,5+2,8% 21,0£3,4® 91,4+0,8% -1,2#0,1° 17,0+1,7%  16,5+1,92
pH 6 84,9+2,2* 0,6+0,5° 259+3,4° 27,3+4,0° 90,7+1,2% -1,4+0,3 19,4+3,5®® 19,0+3,6%°
pH 7 84,7+1,7° 0,6+0,4° 252+2,8> 26,7+3,2> 90,6+1,3* -1,0+0,8° 19,4+3,6%° 19,0+3,8%°
pH 8 83,5+1,6% 0,9+0,6° 26,1+1,8° 28,2+2,1° 89,2+1,2> -1,2+0,2°° 21,8+2,8° 21,8+3,0"
pH 9 82,1+1,6¢ 1,1+0,4° 26,8+2,1°° 29,5+25 88,9+1,3° -1,2+0,2 225+31°  22,6+3,3°
pH 10 80,6+2,59 1,0+0,8° 28,7+2,5° 31,9+3,4° 88,2+1,4° -15+0,3> 24,2+3,0¢ 24,3+3,3%
pH 11 80,6+2,0¢ 0,6+0,6° 30,6+1,99 33,5+2,69 87,9+1,4° -1,0£0,28 26,5+3,0¢ 26,6+3,2¢

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05).

La opacidad se evalu6 en cada pH y el aumento del pH redujo la opacidad
normalizada (figura 6.4). Aunque las desviaciones estandar obtenidas fueron
altas, la comparacion de pH extremos (4 y 11) mostré una clara disminucion en
los valores de opacidad de las peliculas con el aumento del pH. Cao et al. (2007)
informaron diferencias en la opacidad cuando se modificé el pH de las mezclas
de aislados de proteina de gelatina y soja. A pH 6, la opacidad fue maxima y
luego se redujo a pH alcalinos. Estos autores atribuyeron este cambio a las
particulas insolubles de proteina presentes a pH 6 y solubilizadas a pH 8, 8,5y
9. Algunos B-glucanos y mananos son solubles en pH alcalinos (Wagner et al.,
2008) y esta solubilizacion podria contribuir a reducir opacidad, pero es probable
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gue otros efectos influyan en esta reduccion, ya que la opacidad disminuye
gradualmente a partir del pH 6, donde aun no se logré la solubilizacion de los [3-

glucanos.

Figura 6.4 Opacidad relativa (lectura de 400 a 800 nm) de peliculas de levadura

preparadas con dispersiones a diferentes pHs
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Los valores fueron normalizados por la mayor absorbancia en cada lote. Las

barras de error indican la desviacion estandar de cada muestra.

6.6 Determinacion del coeficiente de permeabilidad al vapor de agua

El coeficiente de permeabilidad disminuy6 desde pH 4 (7,6+0,1 101°g st m! Pa-
HapH8(6,7+0,1 10%g st m? Pal) y luego, se produjo un aumento importante
de pH 8 a pH 11 (8,0+0,1 10 g st m! Pal). En la figura 6.5 se puede encontrar
la descripcion gréfica de este comportamiento. En peliculas obtenidas de aislado
de proteina de soja, la permeabilidad al vapor de agua no se modificé en el rango
de pH 6 a 12 y en peliculas de gluten de trigo tuvieron coeficientes de
permeabilidad similares a pHs 4, 9, 10, 11 y 12, ambos resultados fueron
informados por Gennadios et al. (1993). En los dos casos se observaron algunas
diferencias por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas. Todas las peliculas
de levadura estudiadas en este trabajo tuvieron coeficientes mas bajos que las

peliculas basadas en proteina de soja.
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Figura 6.5 Permeabilidad al vapor de agua (Pw®**) determinada para peliculas

de levadura a diferentes pH por el método de la norma ASTM E96.
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Bosquez-Molina et al. (2010) prepararon peliculas con goma de mezquite, un
exudado natural de polisacéaridos formado por heteropolielectrolitos altamente
ramificados de L-arabinosa, D-galactosa y proporciones minoritarias de 4-O-
metil-D-glucuronato y L-ramnosa, glicerol, CaClz y cera de candelilla. Los autores
incorporaron CaCl2 en diferentes cantidades utilizando la capacidad de
interaccionar del Ca?* con las cargas negativas de grupos carboxilo de los
componentes de la goma. Encontraron que la rugosidad de superficie aumentoé
con la incorporacion de calcio y que el coeficiente de permeabilidad al vapor de
agua disminuy6 con la incorporaciéon de hasta 0,3% de CaCl. y a partir de ahi,
se incrementd. Ollé Resa et al. (2014) observaron algo similar en peliculas de
almidon de mandioca, donde informaron un coeficiente de correlacion de
Pearson negativo para la relacion entre el coeficiente de permeabilidad al vapor
de agua y la rugosidad de las peliculas. Estos autores propusieron que el
aumento en la rugosidad podria disminuir la sorcién del vapor de agua, primer
paso del proceso de permeabilidad, que podria ser similar a lo que sucede con
las peliculas de levadura. En la seccion 6.7 se presentaran los valores de

rugosidad obtenidos a través del microscopio de fuerza atomica.
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6.7 Andlisis de los espectros en infrarrojo de las peliculas

Los cambios en las interacciones de los grupos funcionales pueden afectar la
libertad de movimiento de ciertos enlaces y estas modificaciones se reflejaron en
cambios en la intensidad de la absorcion o en el nimero de onda en el espectro
infrarrojo. El andlisis se basd en trabajos anteriores que identificaron grupos
funcionales en la biomasa de levadura que fueron citados también en el capitulo
IV (Novak et al., 2012; Padmavathy et al., 2003; Galichet, et al., 2001). Al igual
gue en el capitulo IV se trabajo con regiones del espectro para realizar un analisis
mas sencillo del mismo: la primera region correspondiente a la vibracion de los
grupos funcionales de -OH y -NH (2800-3800 cm™), una segunda regién de
absorcion de proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos (1800-1180 cm™), y una
tercera con gran influencia de los sacéaridos (mono, di, oligo y poli-) (1180-780
cml).

La figura 6.6A muestra los espectros obtenidos a diferentes pH, en los que
se sefalaron las principales bandas afectadas. Se observaron diferencias
significativas en la relacién entre las absorbancias de amida | y amida Il, se
obtuvo un valor de 1,39 a pH 4, mientras que a pH 6 esta relacion fue de 1,22 y
1,03 a pH 11, como se indica en la figura 6.6A.

En la figura 6.6B se ampli6 la zona de las amidas para observar mejor los
cambios. La modificacion en las absorbancias reflejo el aumento o la disminucién
de la libertad para realizar movimientos en los enlaces de atomos/moléculas,
como estiramiento o flexion, debido a las interacciones con otros grupos
funcionales de la misma o de otra molécula (Barth, 2007). Los cambios en la
banda amida | podrian reflejar también modificaciones estructurales en las
proteinas. Para la determinacion de estructuras en las proteinas suele utilizarse
la banda amida I, ya que la banda amida Il es menos sensible a los cambios en
la estructura (Barth, 2007; Singh 2000).

La region alrededor de 1400 cm increment6 su absorbancia a pHs mas
altos. Segun trabajos anteriores, esta region es asociada al estiramiento en
grupos C(CHs)2 en proteinas y acidos nucleicos (Shi et al., 2010), asi como hay
contribuciones del N(CH3s) en la cabeza de la fosfatidilcolina y a una deformacion
CHs en el ergosterol (~1387 cm™) (Berterame et al., 2016). Rahmelow et al.
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(1998) publicaron un trabajo en el que se analiz6 la contribucién de los grupos
funcionales de las cadenas laterales de los aminoacidos en las absorbancias de
la zona de las amidas | y Il. Si bien el trabajo analiza aminoacidos y péptidos en
solucion, también observaron el incremento de amida Il en pHs alcalinos

respecto de la absorcion de amida I.

Figura 6.6 Espectros de IR de las peliculas de biomasa de levadura: A) bandas
relevantes en los espectros de IR y relacion entre las absorbancias de amida | y
amida Il y B) la regién (1800 - 1350 cm™?) se amplié para observar mejor las

diferencias en amida |, amida Il y en la banda cercana a 1400 cm
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Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Los autores sefalaron dos explicaciones posibles, por un lado, el aumento de la

absorbancia en la zona de amida Il por la contribucién del grupo —NH2, favorecido
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por la desprotonacion en medio basico. Por otro lado, sefalaron que la
interaccion electrostatica entre los grupos —NHs* y -COO" esta desfavorecida,
debido a que el grupo amino esta desprotonado a pH basico y no tiene carga
neta. Debido a esto, la vibracién de deformacién de —NH2 en 1565 cm™ podria
incrementarse. No se observaron cambios directamente atribuibles a la
formacion de puentes disulfuro. En sistemas multicomponentes es dificil
observar eventos que producen sefales débiles y que, posiblemente, se
superponen con otras bandas.

Segun otros autores que analizaron los espectros infrarrojos de células de
levadura, las bandas de absorcién encontradas en la regién de 794-1190 cm™?
corresponden en mayor cantidad a los polisacaridos (Novak et al., 2012; Galichet
et al., 2001), principalmente glucanos y mananos de la pared celular. La
solubilizacion de una porciéon de los B-glucanos de pared podria mejorar su
distribucion en la pelicula e incrementar las sefales relacionadas a ellos en el

espectro.
6.8 Microscopia de fuerza atdbmica y medicién de la rugosidad superficial

Algunas pequefias estructuras con un tamafo tipico de 200-500 nm,
posiblemente debido a los agregados formados, se pueden ver en las imagenes
obtenidas a través de microscopia de fuerza atomica (AFM) (figura 6.7). Estas
imagenes mostraron que a medida que aumenta el pH, se obtuvo una topografia
mucho mas homogénea, ya que es posible observar algunos restos de la pared
celular a pH 4 y pH 6. La afirmacion se apoya también en los valores de
rugosidad, que tendieron a disminuir en los pH alcalinos. A pH 6, Sa y Sq
(rugosidad lineal y RMS) fueron 16,2+1,7 y 21,6+3,7 nm, respectivamente,
mientras que a pH 11 fueron 12,0+1,5y 15,2+2,2 nm. El pH afecto6 claramente la
forma en que los polimeros interactuaron y modificé la solubilidad de ciertos
componentes, como sucede con la solubilizacion de B-glucanos y mananos
solubles, quizas éstas sean las causas de la disminucion de la rugosidad. Esto
podria contribuir también a la reduccion de la opacidad ya observada en la
seccion 6.5 y en el aumento de la permeabilidad informado en la seccion 6.6. En
una superficie menos rugosa la trayectoria de la luz se altera menos, lo que
aumenta la transmitancia y a continuacion, la opacidad disminuye. Fabra et al.

(2009) informaron que una disminucion en la rugosidad de la superficie de las
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peliculas de caseinato de sodio, con mezclas acidas oleico-cera de abejas,
estuvo bien correlacionada con el aumento de la transparencia de la pelicula.
Ellos explicaron que el aumento de la rugosidad de la superficie se debio a la
formacion de estructuras heterogéneas de proteinas con lipidos en la superficie

durante la evaporacion del solvente/dispersante.

Figura 6.7 Imagenes obtenidas mediante microscopia de fuerza atomica (fase)
a partir de superficies brillantes de muestras de peliculas obtenidas con pH 4, 6,
9y 11

6.9 Solubilidad diferencial de las peliculas a distintos pHs en soluciones

seleccionadas

De acuerdo con los resultados observados en la figura 6.8, las peliculas
obtenidas a partir de dispersiones a pH 11 tuvieron menor solubilidad que las de
pH 4, pH 6 y pH 9 en las seis soluciones estudiadas. El agua destilada (S1)
utilizada a modo de control, posee una pequefia capacidad para disgregar las
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peliculas, en comparacion con las otras soluciones. S2 se formuld, como se
informG en trabajos anteriores, para solubilizar proteinas preferentemente
estabilizadas por interacciones electrostaticas, y la incorporacion de SDS en S3

disgrego estructuras estabilizadas por interacciones hidrofébicas.

Figura 6.8 Resultados de las determinaciones de proteina soluble mediante

ensayos de Biuret en gramos de proteina solubilizada por gramo de pelicula.
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En la figura se proporciona una breve descripcion de las soluciones utilizadas para

disolver las peliculas.

Otros estudios han informado que las peliculas de proteinas o polisacaridos
obtenidas por el método casting estan particularmente estabilizadas por
numerosas interacciones hidréfobas, mientras que otros métodos de
procesamiento, como el moldeo por compresion o la extrusion, podrian
beneficiar otros tipos de enlaces intermoleculares o intramoleculares, como los
puentes disulfuro (Ciannamea et al., 2014). Se obtuvo un salto en la solubilidad
en S3 en comparacion con las soluciones S1y S2. En S4 se afadio urea a la
solucion base (S2) para facilitar la ruptura de los puentes de hidrégeno, y la
solubilidad se increment6 para los pHs 4, 6 y 9. Cuando se agregaron juntos SDS
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y urea en la solucién S5, ya no hubo un incremento adicional de la solubilidad,
con respecto a S4. Esto podria ser causado por una interaccion negativa entre
las moléculas que se solubilizaron, interfiriendo la solubilidad de una especie en
la de las otras. La solucién S6 incluyé 2-mercaptoetanol para disolver proteinas
estabilizadas por puentes disulfuro y en este caso se alcanzé la mayor
solubilidad para las muestras de pH 11.

Los pHs alcalinos podrian beneficiar las uniones intramoleculares, ya sea
mediante enlaces disulfuro (que es lo que pretende medir la técnica de
solubilidad diferencial) o por reticulacion a través de la formacién de enlaces
isopeptidicos (Fennema, 1996). El entrecruzamiento entre cadenas de polimeros
ya se explord en otras formulaciones de peliculas con resultados positivos, las
propiedades mecanicas dependen del grado de entrecruzamiento y la formacion
de estos enlaces se puede observar mediante diferentes técnicas, de manera
indirecta, como TGA, donde los cambios de las temperaturas de degradacion o
la aparicion de nuevos eventos son huellas comunes.

Algunos autores han observado que un reemplazo de los puentes de
hidrégeno y las interacciones hidréfobas por los enlaces intramoleculares da
como resultado un aumento en la deformacion a ruptura (Ciannamea et al.,
2014). Ashby y Jones (2012) explicaron que las interacciones de corto alcance,
los enlaces de Van der Waals, contribuyen a la rigidez de los polimeros por
debajo de las transiciones vitreas, pero cuando los polimeros se calientan, los
enlaces de Van der Waals se debilitan y el mddulo elastico disminuye.

Sin embargo, los polimeros pueden permanecer en estado solido debido a
los enlaces cruzados entre las cadenas. Esta situacion particular les confiere
mayor libertad de movimiento y, por lo tanto, mayor deformacién a ruptura.

La solubilidad diferencial ayudé a explicar con mas detalle el comportamiento
de las propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas con diferentes pHs. De
acuerdo con los resultados obtenidos, es posible que la energia total involucrada
en las interacciones entre las cadenas fuera similar a diferentes pH, como se
sugiere en los valores constantes del modulo elastico. Sin embargo, el tipo y la
calidad de enlaces varié con el pH. Mientras que a pH mas bajos hubo mas
enlaces intermoleculares de baja energia, como los enlaces por fuerzas de
dispersion de London, las fuerzas de Debye o Keesom, a pHs alcalinos hubo

mas enlaces con gran energia como puentes disulfuro (enlaces
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intramoleculares). Al mismo tiempo, es necesario considerar también el efecto
de la repulsion electrostatica a pHs alejados del punto isoeléctrico, que en
muchos casos podria ser benéfico. Algunos autores informaron que las
propiedades mecanicas de las peliculas de proteinas empeoran cerca del punto
isoeléctrico, si las interacciones de tipo hidrofébico y los puentes de hidrogeno
son beneficiados cerca de este punto (Wihodo y Moraru, 2013).

En general, un alto grado de entrecruzamiento en las peliculas disminuye la
deformacion, mientras que el médulo elastico y la resistencia a la traccidon
aumentan. No obstante, este efecto depende del tipo de grupo funcional, el
agente de entrecruzamiento y el grado de reaccion alcanzado (Ashby y Jones,
2012). Chambi y Grosso (2006) estudiaron mezclas de caseina y gelatina con
una gran mejora en la deformacion a ruptura en la mezcla de 75:25 (caseina:
gelatina) cuando se agrego transglutaminasa. Un entrecruzamiento muy suave
podria tener un efecto favorable sobre la deformacion a ruptura. El reemplazo de
un gran numero de enlaces de baja energia por un menor numero de
entrecruzamientos puede resultar en mayor libertad entre las cadenas, mayor
deformacion y probablemente, cambios en la degradacién térmica. Los ensayos
de solubilidad no pueden determinar la formacién de isopéptidos de forma
directa, pero algunos autores han informado de enlaces favorecidos a pH
alcalinos en proteinas (Rombouts et al., 2010; Schwass y Finley, 1984). El pH
alcalino de las dispersiones también puede desmontar la estructura de la pared
celular, solubilizando los B-glucanos y los mananos (Freimund et al., 2003).
Todos los efectos en proteinas y polisacaridos podrian actuar en combinacién
para obtener las diferencias sustanciales en las caracteristicas de las peliculas.
Si bien se ha intentado explorar los cambios en los polisacaridos mediante un
método de solubilidad diferencial no fue posible encontrar un método de
cuantificacion espectrofotométrico sin la interferencia de las proteinas. Por otra
parte, se plantedé también analizar el efecto del pH de la solubilidad en los
polisacaridos por una via gravimétrica. En este caso, las interferencias que
producian las proteinas o los componentes de las soluciones imposibilitaron esta

via.
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6.10 Preparacion de peliculas a través de moldeo por compresién

La metodologia de produccion de peliculas por evaporacion de solvente (casting)
es una técnica simple que permite la obtencién de peliculas sin necesidad de
mayor equipamiento y de manera relativamente sencilla. A escala laboratorio, es
usual la necesidad de probar mdultiples formulaciones de dispersiones para
estudiar cambios o bien, seleccionar alguna de ellas para su posterior escalado
a métodos de produccion piloto o de mayor escala. Las cantidades de materiales
gue se necesitan para la produccion de las peliculas por casting son pequefas.
Los métodos de produccion industrial son diferentes, trabajan con grandes
volumenes, combinando la aplicacién de presion y temperatura. Los métodos
mas difundidos son la extrusion y el moldeo por compresién. En estos métodos,
el material a utilizar tiene un bajo contenido de agua, necesariamente debe fluir
a altas temperaturas y no debe degradarse para que la preparacion sea exitosa.
De Graaf et al. (2003) mostraron que, en el caso del almidén termoplastico, es
necesario un pequefio porcentaje de agua para facilitar el proceso (alrededor del
10%).

Para las peliculas biodegradables basadas en polimeros naturales, el paso
de la escala de laboratorio a una escala piloto, y por qué no a una escala mayor,
ha sido (y es) uno de los desafios mas importantes. Los polimeros naturales, con
sus caracteristicas hidrofilicas, deben adaptarse a métodos de procesamiento
gue no estan pensados originalmente para ellos, sino para polimeros sintéticos,
donde el material funde y fluye con facilidad, con buen margen de temperatura
antes de su degradacion térmica. Debido a la gran aplicacién industrial de
métodos como el moldeo, se decidié analizar la aplicabilidad de la biomasa de
levadura para ser procesada por esta via.

A partir de los resultados expuestos en las secciones anteriores, para el
procesado mediante moldeo por compresion, se seleccion6 la dispersion de
levadura a pH 11 debido a su mayor estabilidad térmica y mejores propiedades
mecanicas. Inicialmente el material de partida en polvo y 35% de glicerol se
procesaron a 125 °C y a diferentes presiones, 1,5, 3 MPay 4,5 MPa. El proceso
consistid en 2 minutos de acondicionamiento a temperatura sin presion, 8
minutos de compresion y 3 minutos de enfriamiento antes de realizar el desmolde

de la pieza.
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Para la seleccion de las condiciones a utilizar en el proceso de preparaciéon
de peliculas por moldeo se consultaron trabajos realizados con polimeros de
origen natural. Gurram et al. (2018) utilizaron biomasa fungica, pectina y glicerol
e informaron que utilizaron 1,33 MPa y 120 °C durante 10 min y Gouveia et al.
(2019) emplearon esas condiciones para la preparacion de peliculas a partir de
pectina. Por su parte, Guerrero et al. (2011) utilizaron mayores valores de
temperatura y presion para moldear peliculas de aislado de proteinas de soja y
gelatina (10 MPa y 150 °C durante 2 min). En otro trabajo, en el que se utilizd
gluten meal de maiz, las condiciones de moldeo seleccionadas fueron 1,4 MPa
de presion aplicados durante 10 min con temperaturas entre 110 y 130 °C (Di
Gioia y Guilbert, 1999). Hernandez-lzquierdo y Krochta (2008) publicaron un
trabajo de revision sobre el procesamiento termoplastico de proteinas para la
formacion de peliculas y relevan diferentes procesamientos, siendo la
temperatura el parametro de mayor definicidn, el limite maximo se determina en
funcion de la cercania de la degradacion. En el caso de polisacaridos, Ortega-
Toro et al. (2014) utilizaron 160 °C y 3 MPa primero y luego aumentaron la
presion a 13 MPa, con un tiempo total de 8 min de procesamiento para obtener

peliculas moldeadas de almidon e hidroxipropilmetilcelulosa.

Tabla 6.3 Propiedades mecanicas de peliculas preparadas por moldeo bajo las

condiciones iniciales (n=6)

Médulo elastico Resistenciaala Deformacion a

Muestras (MPa) traccion (MPa) ruptura (%)
1,5MPa- 125 °C
] 14+22 0,6+0,12 8+22
(25% de glicerol)
1,5 MPa- 125 °C
7+1° 0,5+0,12 15+4°

(35% de glicerol)

Letras diferentes en una misma columna indican una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05).

En las pruebas con polvo de levadura (pH 11) y 35% de glicerol, se observé que
el material no fluyé lo suficiente, observando algunos defectos en las piezas

moldeadas. Por otra parte, las peliculas exudaron plastificante, faciimente
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perceptible al tacto, lo que motivd a modificar la formulacion prevista
originalmente disminuyendo la cantidad de glicerol al 15% y al 25% en la
siguiente etapa de procesamiento. Las peliculas obtenidas con 15% de glicerol
no tuvieron una buena continuidad, por lo que no pudieron ensayarse en traccion
uniaxial. Los resultados de las propiedades mecanicas de las peliculas
preparadas con 25% y 35% de glicerol se observan en la tabla 6.3. El médulo
elastico de ambas formulaciones fue particularmente bajo, 50% menor al de las
peliculas hechas por casting con el mismo porcentaje de plastificante (tabla 6.1).
La deformacion a ruptura también fue mas baja respecto a las peliculas
preparadas por casting.

En la figura 6.9 se muestran peliculas generadas a 125 °C a las tres presiones
estudiadas (1,5, 3 y 4,5 MPa) con 25% de glicerol. En todas las imagenes
tomadas fue posible observar poros y huecos en la estructura de las peliculas,
lo que evidencio la falta de la fluidez del material para desplazarse y completar
estos espacios. Al mismo tiempo se observaron zonas mas oscuras en las
iméagenes que correspondieron a zonas de plastificante no integrado. Dado que
estas zonas son un problema para el desempefio mecénico de las peliculas,

deben ser corregidas en la formulacién y procesamiento.

Figura 6.9 Imagenes de borde y superficie de peliculas preparadas a través de

moldeo por compresién de polvo de levadura tratado y 25% de glicerol (5000x%)
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1,5 MPa-125°C 3 MPa-125°C 4,5 MPa-125°C

A raiz de estos resultados se modificaron las condiciones de procesamiento, se
utilizé 1,5 MPa de presion y diferentes temperaturas (125, 140, 145 y 150 °C).
Ademés, se modificd el tiempo de compresion a 10 minutos para cada
temperatura (reemplazando la etapa de acondicionamiento de 2 minutos).

Dado que el médulo elastico, la resistencia a la traccion y la deformacion a
ruptura de las peliculas preparadas a presiones de 3 MPa y 4,5 MPa (datos no
mostrados) fueron similares a los de las peliculas a 1,5 MPa se decidi6 continuar
con la presion mas baja en los ensayos en los que sdlo se vario la temperatura.
Se pudo observar que la presion no tuvo un efecto sustancial en la fluidez del
material en las placas de compresion aun en muestras que fueron preparadas
incialmente con limitador. Sin embargo, se observd que la temperatura
beneficiaba la homogeneidad de las peliculas facilitando la fluencia del material
para ocupar los espacios del marco. No obstante, las peliculas preparadas con
25% de glicerol continuaron exudando plastificante. Este resultado no fue
esperado, debido al buen rendimiento que habia tenido este porcentaje de
glicerol en las peliculas preparadas por casting. La causa de esto podria ser la

forma de preparacion del polvo y la mezcla insuficiente con el glicerol.
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En la figura 6.10A se muestra la superficie de una pelicula preparada con 1,5
MPa de presion y 140 °C de temperatura (15% de glicerol). Aun son visibles las
zonas de plastificante no integrado. El incremento de temperatura mejoré el
aspecto exterior de la pelicula. La figura 6.10B corresponde a la superficie de
una pelicula preparada con 1,5 MPa y 150 °C (15% de glicerol). Aunque hubo
una menor cantidad de poros, todavia estaban presentes. Para este segundo
analisis sélo se seleccionaron las peliculas que fueron preparadas con 15% de
glicerol, porgue después de cierto tiempo las peliculas de 25% de glicerol

también exudaron.

Figura 6.10 Imagenes de superficie y borde de peliculas producidas por moldeo
a 140y 150 °C: A) Superficie de una pelicula con 15 % de glicerol a 1,5 MPa de
presion y 140 °C (5000x) y B) Superficie de una pelicula con 15 % de glicerol a
1,5 MPa de presion y 150 °C (5900x)

‘ 115 MPa_ 150 oC ,
L

El aumento de temperatura mejoré el aspecto global de las peliculas. Los valores

de las propiedades mecanicas de las peliculas preparadas a temperaturas mas
altas también fueron inferiores a las de las peliculas preparadas por casting
(tabla 6.4). Estas peliculas no tuvieron una deformacién a ruptura elevada,
mientras que el médulo elastico y la resistencia a la traccion fueron bajos,
parecidos a los de peliculas con mayor contenido de plastificante en casting. Si
bien no se pueden observar en los resultados de la tabla 6.4, la continuidad y
manipulabilidad de las peliculas obtenidas a temperaturas méas altas fue de
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calidad superior, con disminucién de grietas y mejor integracion del plastificante,
tal como se ilustra en la figura 10.8. Rhim et al. (2006) prepararon peliculas a
través de moldeo y casting de PLA, mientras que las moldeadas tuvieron un valor
de médulo elastico muy elevado, las desarrolladas por casting tuvieron mayor
resistencia a la traccién y deformacion a ruptura. En ese caso, las diferencias
pueden explicarse a través de las zonas amorfas y cristalinas de una y otray, en
el caso puntual de la deformacion a ruptura, la gran diferencia entre el moldeo y
el casting (3% y 203% de deformacion, respectivamente) fue la presencia de
solvente en las peliculas preparadas por el ultimo método, remanente del
proceso de evaporacion, que actué como plastificante. Ciannamea et al. (2014)
realizaron peliculas con proteinas de soja y obtuvieron diferentes resultados, el
moldeo por compresion produjo peliculas con mayor resistencia a la traccion y
mayor deformacion a ruptura que las producidas a través de casting. Los
investigadores atribuyeron las diferencias al entrecruzamiento por puentes

disulfuro y a la formacion de agregados en las peliculas moldeadas.

Tabla 6.4 Propiedades mecdanicas de peliculas preparadas manteniendo la

presion a 1,5 MPa e incrementando la temperatura (n=6)

Médulo elastico Resistencia a la Deformacion a

Muestras (MPa) traccion (MPa) ruptura (%)
1,5MPa - 145 °C
. 20 + 42 0,8+0,1° 8x1°
(15% de glicerol)
1,5 MPa - 150 °C
21 + 42 0,7+0,1% 8+22

(15% de glicerol)

No hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

El objetivo de las pruebas fue cumplido, analizar el desempefio de la biomasa de
levadura bajo el moldeo por compresién. Respecto de la preparacion futura de
peliculas mediante este método, una serie de cuestiones deben tenerse en
cuenta. En primer lugar, es necesario un método apropiado de secado, luego del
tratamiento de la dispersién por la metodologia homogeneizacion, tratamiento
térmico y homogeneizacién, el secado por aspersion parece ser la mejor

operacion para la remocion del agua. En segundo término, se debe realizar una
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mezcla intensa del plastificante con mezcladores de tipo tornillo. El polvo debe
mezclarse con el plastificante utilizando esfuerzos de corte intensos, de modo de
lograr los mejores resultados durante la compresion o el extrudado. Mejorando
esto, es probable que el contenido de plastificante 6ptimo se encuentre entre el
15y 25 % de glicerol y de esta manera se evitara el exudado de plastificante que
se observo con 35% de plastificante y en los ultimos casos, con 25% de glicerol.

La principal dificultad del paso de desarrollos de peliculas biodegradables a
pequefa escala, o escala laboratorio, a métodos de procesamiento industrial es
la disponibilidad de realizar pruebas en equipos que requieran baja cantidad de
muestra, para analizar varias formulaciones, y al mismo tiempo sean similares a
grandes equipos.

Parece un contrasentido la utilizacién de casting como paso previo a la
preparacion de placas por moldeo, siendo que esto se realiza con vistas a
reemplazar el casting por ésta para el caso de peliculas gruesas. Dado que fue
necesario retirar el agua de las dispersiones y no se disponia del equipo para
realizar el secado por aspersion, que hubiera sido la metodologia més adecuada,
se decidio seguir esta otra metodologia con el objetivo de realizar las pruebas
por compresion. Por otra parte, el uso de una técnica como el secado por
aspersion requeria también de una puesta a punto que excede a los objetivos
propuestos en la tesis. Esta claro que la forma de procesamiento puede afectar
el resultado del moldeo, no obstante, el objetivo de esta parte del trabajo fue
proponer resultados preliminares que permitan abrir una discusién acerca de la

factibilidad de procesamiento de la biomasa de levadura a través de esta via.
6.11 Conclusiones del capitulo VI

El pH de las dispersiones formadoras de pelicula de levadura produjo una
notable modificacion en la resistencia térmica del material estudiado,
especialmente en la zona de degradacién masiva de proteinas, mananos y (-
glucanos, componentes mayoritarios de la biomasa celular. Ademas, el cambio
en el pH hacia pHs alcalinos produjo un aumento significativo en la deformacién
nominal sin comprometer el médulo elastico o la resistencia, al contrario de lo
que ocurre al incorporar un plastificante (capitulo 1V).

Con respecto a la opacidad, a valores de pH més bajos se encontraron los

valores més altos y esto podria estar relacionado con la solubilidad de una
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fraccion de los B-glucanos y los mananos a pH alcalinos y con la reduccion de la
rugosidad como se observo en AFM. Los ensayos de solubilidad diferencial de
proteinas identificaron modificaciones en el tipo de enlaces establecidos en cada
pH, las interacciones hidréfobas y los enlaces de hidrogeno fueron relevantes a
pH 4, 6 y 9, mientras que los puentes de disulfuro (y posiblemente isopéptidos,
no determinados por esta técnica) fueron relevantes a pH 11. EI cambio en el
tipo de enlaces y la consecuente libertad (0 no) de las cadenas de polimeros
influyeron en los efectos observados en las propiedades mecanicas, el
comportamiento térmico, el color y la opacidad. Estos resultados ayudan a
comprender como se formaron las peliculas y como afecté el pH a las
interacciones entre las cadenas de polimeros. Los resultados sugirieron el uso
de pHs alcalinos en las dispersiones para mejorar las propiedades mecanicas de
las peliculas sin deteriorar otras caracteristicas.

Con respecto a la preparacién de peliculas a través de moldeo, la presion no
fue una variable de peso. Por otro lado, el incremento de temperatura mejoro la
integracion del plastificante y la continuidad de las peliculas, aunque las
propiedades mecénicas de las peliculas obtenidas por moldeo fueron inferiores
a las de las peliculas obtenidas por casting. Considerando que la integracién
entre la biomasa y el glicerol se puede mejorar a través de un buen mezclado, el
exudado observado en las peliculas con 35% y 25% de glicerol podria ser
evitado, resultando también en una mejora de las propiedades mecénicas. Los
resultados obtenidos, como la baja deformacién a ruptura aun utilizando pH 11,
sugirieron que las peliculas gruesas desarrolladas por este método serian mas
aplicables en envases rigidos, mejorando primero, el moédulo elastico y la

resistencia a la traccién con refuerzos como la celulosa.
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las peliculas
7.1 Introduccién

El efecto del cambio en el pH de las dispersiones utilizadas para preparar
peliculas se ha descrito previamente en peliculas de proteinas o polisacaridos
(Wihodo y Moraru, 2013; Guerrero y de la Caba, 2010) pero no para peliculas de
biomasa de levadura, donde la interaccion entre las macromoléculas
constituyentes de las peliculas puede modificarse, obteniéndose peliculas con
diferentes propiedades. Las modificaciones del pH afectaron las interacciones
entre las cadenas de los polimeros, ya que cuando el pH estuvo cerca del punto
isoeléctrico de las proteinas, los enlaces hidrofobos y de hidrogeno aumentaron
y estas fuerzas cambiaron cuando el pH se alej6 del punto isoeléctrico
(Gennadios et al., 1993). ElI pH también afectd la solubilidad de ciertos
compuestos que constituyen peliculas, a veces es necesario ajustar el pH para
solubilizar los polisacaridos y, por lo tanto, el pH final de la dispersion formadora
de pelicula afect6 las propiedades fisicas de las peliculas producidas como se
informo en el capitulo anterior (Cazon et al., 2017).

La biomasa de levadura puede considerarse como una mezcla compleja de
polimeros, estd formada por una fraccion soluble correspondiente a varios
compuestos en el citoplasma, compuesta por numerosas proteinas disponibles
para formar peliculas, azlUcares y compuestos de bajo peso que podrian
plastificar las peliculas. Por otro lado, hay una fraccién insoluble formada por la
pared celular, principalmente B-glucanos y proteinas unidas a mananos. Esta
fraccion tiene muchas propiedades funcionales, y una de ellas es la capacidad
de formar una matriz continua y resistente como se ha publicado (Peltzer et al.,
2018; Novak et al., 2012). Una simple centrifugacion puede separar las
fracciones solubles e insolubles después de una ruptura adecuada de las células
de levadura. Estas fracciones fueron caracterizadas previamente por Sceni et al.
(2009) después de la ruptura de células de levadura en un molinillo de perlas de
vidrio y centrifugarlas a 3.840 xg. En ese trabajo, los autores determinaron el
contenido de proteina bruta y corregida en 45,1 + 3,5y 39,4+ 3,4 g/ 100 g de
sobrenadante (base seca) y los carbohidratos totales fueron 11,8 + 0,9 g/ 100 g
de sobrenadante. EI contenido insoluble se enriquecié en polisacaridos
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(77,4 £ 3,3 g/ 100 g de pellet) y el contenido de proteina fue menor que en la
fraccion soluble (proteina corregida, 18,2 g / 100 g de pellet). De acuerdo a la
misma publicacion, la centrifugacion a 22,100 xg de una dispersion de células
rotas produjo dos fracciones, la insoluble y la soluble, que representan el 64% y
el 36% del peso seco, respectivamente. Algunas publicaciones y también
patentes propusieron el uso de la pared celular de levadura para obtener -
glucanos como se ha mencionado en el capitulo Ill, eliminando otras fracciones
de la biomasa de la levadura y utilizando B-glucanos para producir peliculas y
recubrimientos. Sin embargo, es posible aprovechar toda la biomasa como se
vio en los capitulos anteriores, pero surgen las preguntas, ¢contribuyen ambas
fracciones (soluble e insoluble) de igual manera en la formacion de la pelicula?
¢,Como se relacionan las propiedades de las peliculas con la composicion de la
dispersién? El presente capitulo se propone dar respuestas a estas preguntas.

7.2 Ensayos de traccion uniaxial

En el primer grupo de ensayos se selecciond especialmente una cantidad baja
de glicerol para estudiar peliculas con alto contenido de material soluble (mayor
al 50% SOL), pero a pesar de esto no se pudieron obtener probetas de muestras
de 0% INS - 100% SOL y 25% INS - 75% SOL. En la tabla 7.1 se informan los
valores de las propiedades mecéanicas obtenidas de la primera seccién de
ensayos.

Como se esperaba, el incremento del contenido insoluble (y la consecuente
disminucién del material soluble) aumento el médulo elastico y la resistencia a la
traccion, pero la deformacion a ruptura disminuy6é. Esto se debe probablemente
a que los polisacaridos estructurales, como los B-glucanos y los mananos,
reforzaron las peliculas y al mismo tiempo, los compuestos de bajo peso
molecular plastificaron la matriz. La deformacion a ruptura se beneficié con el
aumento del contenido soluble y se incrementé tres veces. La muestra control
(64% INS — 36% SOL, de acuerdo a lo informado en la seccién anterior), es decir,
preparada con la biomasa de levadura no separada en sus fracciones, tuvo un
comportamiento particular que no se pudo identificar exclusivamente con alguna
de las formulaciones realizadas.

Gonzaélez et al. (2019a) realizaron mezclas de aislado de proteina de soja

(SPI) y un galactomanano extraido de Gleditsia triacanthos (GM). La mezcla de
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ambos polimeros en las proporciones SPI:GM 70:30 y SPI:GM 50:50 mostraron
sinergia en el modulo elastico con valores mayores (8,3 y 7,1 MPa,
respectivamente) que los valores de los polimeros obtenidos por separado (SPI:
5,5 MPa y GM: 1,6 MPa). El plastificante fue afiadido al 50% p/p. La proteina
tuvo mayor deformacion a ruptura y menor resistencia a la tracciéon que el
galactomanano. Un comportamiento similar en mezclas de proteinas y
polisacaridos fue encontrado por Sartori et al. (2018) en mezclas de gluten de
trigo y pectina. Las peliculas de gluten tuvieron mayor deformacion a ruptura que
las de pectina (82% y 7%, respectivamente), mientras que estas Ultimas tuvieron
mayor modulo elastico y resistencia a la traccion. Los autores atribuyeron el
mayor médulo elastico en la pectina al efecto electrostatico con el Ca?*. Cabe
destacar que, en el caso del gluten, el glicerol afiadido como plastificante fue
menor (0,2% p/p) que la cantidad incorporada en las peliculas de pectina (1,5%

p/p).

Tabla 7.1 Resultados de los ensayos de traccidn uniaxial en peliculas con

diferente composicion en fracciones insoluble y soluble de levadura y 15% de

glicerol
Médulo _ , »
Muestras o Resistencia ala Deformacion a
) elastico »
(15% de glicerol) traccion (MPa) ruptura (%)
(MPa)

100% INS 169 £ 29?2 6,0+£1,3% 6,6 £ 2,02
75% INS — 25% SOL 60 + 7° 3,4+0,5° 15,4 +1,9°
50% INS — 50% SOL 38 +6° 2,2+0,4° 21,6 £2,4°

Control 65+9 19+01 8+2

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente

significativas, p-valor <0,05.

A partir de esta situacién se realizaron otros ensayos con un mayor contenido de

glicerol (25%), la misma cantidad que se utilizé en el capitulo VI, para estudiar la
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interaccion entre el contenido de INS y SOL y el pH de la dispersién, y poder
comparar con los resultados ya obtenidos en secciones anteriores.

En este segundo grupo de ensayos, se obtuvieron superficies de respuesta
para identificar el efecto de cada variable y la interaccién entre el contenido
INS:SOL y el pH. No se pudieron obtener probetas de muestras con un contenido
de material insoluble inferior al 50%, debido a que las peliculas con alto
contenido de fraccién soluble y glicerol se adhirieron a la placa. En la Tabla 7.2
se muestran los parametros de las ecuaciones que describen las superficies de
respuesta. Las figuras 7.1, 7.2 y 7.3 muestras las superficies de respuesta entre
las variables estudiadas del médulo elasticos, resistencia a la traccion y
deformacion a ruptura, respectivamente. Las superficies de respuesta del
maodulo eléstico (tabla 7.2 y figura 7.1) y la méxima resistencia a la traccion (tabla
7.2 y figura 7.2) se obtuvieron con valores de R? ajustados aceptables, 0,85 y
0,91, respectivamente para cada variable de respuesta. En el caso de la
deformacion a ruptura, el R? ajustado fue menos satisfactorio que en los otros
casos. Como se puede observar en la figura 7.1 y en tabla 7.2 el médulo elastico
fue muy influenciado por el contenido de insolubles. Tanto el término lineal como
el término cuadratico tuvieron una gran significatividad en el modelo (p<0,001).
Una de las hipétesis sometidas a evaluacidon en este ensayo fue que los
polisacaridos de pared otorgan resistencia a la estructura, ya que la matriz le
transfiere la carga por su buena compatibilidad. Por otra parte, la otra hipotesis
sometida a prueba fue que la fraccién SOL disminuye sustancialmente el médulo
elastico y la resistencia a la traccion, debido a la presencia de compuestos de
bajo peso molecular que podrian plastificar la estructura y a la presencia de
proteina.

Como se inform6 en el capitulo anterior, el pH no tuvo efecto en el médulo vy,
en este caso, la interaccion con el contenido de fraccion insoluble se descart6
completamente (significatividad p>0,05 del término X1X2 de la tabla 7.2), de
acuerdo con los resultados de la superficie de respuesta (figura 7.1). En el caso
de la resistencia a la traccion, la interaccion y el término lineal del pH tuvieron un
efecto significativo, al igual que la interaccion entre el contenido de fraccidon
insoluble y el pH (significatividad p<0,05 de X1X2 en la tabla 7.2). La maxima

resistencia a la traccion se encontré al 100% de contenido insoluble y a pH 11
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(figura 7.2). El efecto del pH fue muy marcado a 100% INS y fue menor para

contenidos de la fraccion insoluble menores al 70%.

Tabla 7.2 Parametros de los modelos de superficie de respuesta para tres
caracteristicas mecénicas: modulo elastico, resistencia a la traccion y

deformacion a ruptura

Parametros de la Modulo Resistenciaala Deformacion a
superficie de respuesta  g|astico (MPa)  traccién (MPa) ruptura (%)
(25% de glicerol)
Término Estimado Estimado Estimado
Xo Intercepcion 11,56 + 1,62*** 0,73 £ 0,10*** 14,75 + 1,96***

Lineal contenido
X1 2,89 + 0,48*** 0,25 + 0,03*** 0,79 £ 0,58
insoluble (%)

X2 Lineal pH 1,13+1,34 0,35 + 0,08** 498 +1,61*
Interaccion de ambos
X1 X2 0,05 + 0,59 0,11 +0,03* 1,22 +0,71
factores

Cuadratico de
2 o 1,41 + 0,26*** 0,10 + 0,02*** 0,91 +0,31*
contenido insoluble

X22 Cuadratico de pH -1,40 £ 2,04 0,17 £ 0,12 3,47 £ 2,46
R? multiple 0,883 0,948 0,760
R? ajustado 0,819 0,919 0,633
Falta de ajuste Pr(>F) 0,17 0,07 0,09

La codificacion de la significatividad es la siguiente: “** p<0,001; ** p<0,01; ™’
p<0,05). Los valores que no tienen asterisco/s no son estadisticamente significativos
(p>0,05).
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Figura 7.1 Superficie de respuesta del médulo elastico con respecto al contenido

de fraccion insoluble (%, complementaria de la fraccion soluble) y el pH
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Figura 7.2 Superficie de respuesta de la resistencia a la traccion con respecto al

contenido de fraccion insoluble (%, complementaria de la fraccion soluble) y el

pH
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Figura 7.3 Superficie de respuesta de la deformacion a ruptura con respecto al
contenido de la fraccion insoluble (%, complementaria de la fraccion soluble) y el
pH
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Hamaguchi et al. (2007) realizaron peliculas con proteinas miofibrilares de la
carne del pez Makaira Mazara y estudiaron la influencia del pH en las
caracteristicas mecanicas, la permeabilidad al vapor de agua y la transparencia.
En cuanto a las caracteristicas mecanicas, se evalué un rango amplio de pH,
desde 2 hasta 12. En los pHs cercanos al punto isoeléctrico no se pudieron
solubilizar las proteinas por lo que tampoco se obtuvieron peliculas. Lejos del pH
correspondiente al punto isoeléctrico, la deformacion a ruptura se modifico
ligeramente sin una marcada tendencia de ascenso o descenso. En el caso de
los polisacéaridos, por ejemplo, Sakkara et al. (2018) estudiaron el desarrollo de
peliculas con mezclas de quitosano y almidén de maiz. Una vez formada la
pelicula, sometieron a las mismas a tratamiento alcalino en una solucién de
hidréxido de sodio 0,5 N (el quitosano es soluble en acido). La resistencia a la
traccion de estas peliculas disminuyé en las mezclas con mayor contenido de
almidon luego del tratamiento con alcali. Sin embargo, la deformacion a ruptura
se incrementd en las mezclas luego del tratamiento alcalino, inclusive en el
control de quitosano puro. Estos autores indicaron que si el tratamiento aplicado

mejora la interaccion entre ambas fracciones, se incrementa la deformacion a
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ruptura de las peliculas. Esto puede suceder también en las peliculas de biomasa
de levadura cuando se produce la solubilizacién parcial de los B-glucanos a pHs
alcalinos (mayores a 10) lo que incrementa la posibilidad de interaccionar con la
proteina. Mientras otros B-glucanos que no son solubles, continuaron reforzando
la pelicula, ejerciendo su efecto sobre la resistencia de la misma.

En muchos casos las peliculas son preparadas a partir de proteinas o
polisacaridos concentrados o aislados. Debe tenerse en cuenta si realmente es
necesario concentrar o aislar y, si por buscar esto, no se esta perdiendo un
comportamiento sinérgico con el uso total de la biomasa o al menos no se afecta
al polimero disminuyendo su capacidad potencial de formar peliculas.

Los valores de los moédulos elasticos (desde 10 hasta 30 MPa) y las
resistencias maximas a la traccion (desde 0,5 hasta 3 MPa) que se obtuvieron
en las superficies de respuesta son menores que los valores informados en el
capitulo VI (al mismo contenido de glicerol) para las peliculas en las que las
fracciones no se separaron, es decir que fueron realizadas con la composicion
natural de la levadura. La diferencia entre ambos valores se debe probablemente
a que, en el caso de las fracciones agregadas intencionalmente, la fracciéon
soluble se someti6 a una etapa previa de desnaturalizacion térmica y agregacion
durante la concentracion. Este paso no se pudo omitir, ya que era necesaria una
concentracion para realizar la mezcla con la fraccion insoluble y alcanzar una
concentracion final en la dispersion de 10% p/p. Cabe destacar que el
tratamiento térmico aplicado durante la concentracion de la fraccién soluble se
realizd en ausencia de la fraccion insoluble, lo que favorecio las interacciones
entre componentes solo de la misma fraccion. Luego, cuando las fracciones
soluble e insoluble se mezclaron en las diferentes proporciones, las proteinas ya
estaban agregadas y su interaccion con los polisacéridos de la pared celular
fueron menos promovidas que en el proceso convencional de produccion. Estas
interacciones entre proteinas — proteinas y proteinas — polisacaridos podrian

mejorar sus propiedades mecanicas.
7.3 Caracteristicas de hidratacion y permeabilidad al vapor de agua

Como se puede ver en la tabla 7.3, la disminucion en la fraccion insoluble
aumentd la absorcion de agua en el equilibrio. Los mayores contenidos de

fraccion insoluble hicieron que los coeficientes de difusion, efectivos (Dwe") e
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iniciales (Dv') aumentaran ligeramente. El pH parece no haber tenido efecto en
el coeficiente de difusion. EI aumento en la solubilidad del vapor de agua en la
pelicula generado por el enriquecimiento en la fraccion soluble hizo que, a igual
pH, aumentara la permeabilidad a través del valor de Sw. Se eligié esta prueba
para conocer el efecto particular de la fraccién SOL e INS sobre Sy y D' (y la
permeabilidad al vapor de agua) y la interaccion de ambas fracciones con el pH.
En el capitulo V se informé que la permeabilidad de las peliculas de levadura se
encontré en el orden de 101° g st mt Pal. Estos resultados deben tenerse en
cuenta al momento de proponer mejores estrategias para disminuir la
permeabilidad al vapor de agua, y en este caso seria disminuir la fraccion
soluble. Otras alternativas son, la adicion de nanoparticulas para aumentar la
trayectoria tortuosa podria contribuir a la disminucion del coeficiente de difusién
aparente (y a través de éste, la permeabilidad), mientras que las modificaciones
guimicas o fisicas de la biomasa (totales o superficiales) podrian ser otro camino
para disminuir la permeabilidad, desfavoreciendo los pasos de sorcion y
desorcidn, ya que los polimeros naturales tienen de por si, una gran afinidad con
el agua. Las modificaciones pueden ser, por ejemplo, el tratamiento con plasma
o deposicién quimica de vapor (De Albuquergue et al., 2014, Bastos et al., 2009),
la derivatizacion con grupos funcionales hidrofébicos (Niu et al., 2019) o la
incorporacion de laminas de materiales hidrofébicos (Slavutsky y Bertuzzi, 2016),

entre otros.
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Tabla 7.3 Hidratacion de las peliculas obtenidas con mezclas de fracciones

soluble e insoluble: Unidades de los parametros, h- (g de H20 por g m.s.), Dy®ff
(102 m2 s-1), Sw (g m23Pa?l)y D,/ (1018 m2 s?)

Permeabilidad

Modelo Modelo
al vapor de
Muestra Crank STL
agua
RZ h o, Sw DWeff R2 Dwi Pw:Sw . DWi
100% SOL/0%
0,997 0,93+0,01 534 +6 29+0,1 0,989 18+1 9,6 +£0,5
INS pH 4
100% SOL/0%
0,992 0,77 £ 0,02 440+ 9 2,7+20,2 0,992 16+1 7,1+0,3
INS pH 7,5
100% SOL/0%
0,993 094+0,02 536+10 2,6%0,2 0,990 161 8,8+0,4
INS pH11
50% SOL/ 50%
0,995 0,75+0,01 427 £ 6 3,0+0,1 0,990 18+1 76+0,4
INS pH 4
50% SOL/ 50%
0,992 0,72 +0,01 412 +8 2,8+0,2 0,997 161 6,7+0,2
INSPH 7,5
50% SOL/ 50%
0,993 0,81 +0,02 463 +9 2,7+0,2 0,991 171 7,8+0,3
INS pH 11
0% SOL/100%
0,995 0,59+0,01 338+5 3,2+0,2 0,991 211 7,0+£0,5
INS pH 4
0% SOL/100%
0,992 0,55 +0,01 316 £ 6 3,2+0,2 0,990 19+1 6,0+0,4
INS pH 7,5
0% SOL/100%
0,994 0,65+0,01 374 +6 3,0+£0,2 0,993 201 7,7+0,4
INS pH 11

Los valores se obtuvieron de acuerdo al mejor ajuste de los datos experimentales de

las cinéticas de sorcion de agua a 90% HR. Los parametros se ajustaron utilizando

diferentes modelos: Intervalo de tiempo corto (STL) y el de Fick-Crank. Sy, (g m3Pa?)

se calculé utilizando h. obtenido del modelo de Crank. La permeabilidad al vapor de
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7.4 Efecto del contenido de fracciones soluble e insoluble sobre la

degradacién térmica

La degradacion térmica tanto en aire como en nitrégeno, mostré un evento
importante centrado a 120 °C en peliculas 100% SOL (figuras 7.4 y 7.5) que
puede relacionarse con degradacion y/o pérdida de compuestos de bajo peso
molecular (Song et al., 2013). El siguiente evento relevante se encontr6 a 200
°C, donde se pudo observar que, para cada una de las muestras, el contenido
de fracciobn SOL aumentd la velocidad de degradacion (mayor valor de la
derivada) debido a la contribucion de las proteinas. La maxima velocidad de
degradacion del 100% INS se movi6 a temperaturas mas altas cuando se agregé
la fraccion SOL. Este maximo se movio de 265 a 305 °C en nitrégeno (Figura
7.4) y de 265 a 308 °C en aire (Figura 7.5) probablemente debido a la interaccién
entre ambas fracciones, soluble e insoluble. Después de 400 °C, en la
degradacion en aire aparecié un evento adicional que no estuvo presente en la
degradacion en condiciones de nitrégeno. Este evento incrementé su
temperatura de maxima velocidad de degradacién con la incorporacién de la
fraccion INS. Tanto en este evento de degradacion, como en el cercano a 300
°C, la temperatura de maxima velocidad de degradacion de la muestra control
estuvo entre las de las muestras 50% INS - 50% SOL y 75% INS - 25% SOL,
indicando una correlacion fuerte entre la composicion y las temperaturas de
degradacion de estos eventos, especialmente en la degradacién en aire (figura
7.5).

Figura 7.4 Degradacion térmica de las peliculas en condiciones de nitrégeno
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En esta figura se refiere a la fraccidn insoluble como | y a la fraccion soluble como S.
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Figura 7.5 Degradacion térmica de las peliculas en condiciones de aire
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En esta figura se refiere a la fraccién insoluble como | y a la fraccidon soluble como S.
7.5 Efecto de las fracciones soluble e insoluble y el pH en el color

De acuerdo con los resultados obtenidos en las mediciones de color, la diferencia
de color total (AE) se vio significativamente afectada por el contenido de fraccion
insoluble y el pH como factores individuales, al mismo tiempo que la interaccion
entre ellos también fue estadisticamente significativa (tabla 7.4). Los mayores
valores de AE fueron encontrados en las muestras 0% INS - 100% SOL. Los
principales efectos de la incorporacion de fraccion INS fueron la disminucién del
valor de L (luminosidad) y el aumento de a (de verde a rojo). Considerando sélo
el factor pH, los valores de b (de azul a amarillo) aumentaron a pH 11 y esto se
observo en 100% INS - 0% SOL y 50% INS - 50% SOL. En la figura 7.6 se
representan los colores obtenidos en promedio en cada grupo de ensayos, a
partir de los parametros L, a y b que fueron convertidos al espacio de color RGB
utilizando el software del equipo de medicion (Konica — Minolta, CR 400).

La solubilizaciéon de una fraccion de los B-glucanos de la pared a pH mayor
a 10 también puede tener influencia en el color y en la opacidad de las peliculas.
Otros autores como Su et al. (2012) estudiaron peliculas de aislado de proteina
de soja y carboximetilcelulosa y observaron que la incorporacion de proteina
aumento el color amarillo (se midio en el espacio Hunter LAB y el parametro b
se incrementd en valores positivos). Hamaguchi et al. (2007) observaron la
mayor transparencia de peliculas de proteinas miofibrilares de pescado a pHs

donde se alcanzaba la mayor solubilidad de las proteinas, pHs externos alejados
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del rango de 4 a 7. Las mayores transparencias se encontraron en pHs 1 a3y

10 a 11.

Tabla 7.4 Parametros y diferencia de color entre las muestras y el patron de

pelicula a pH 6
L a b Diferencia
Fraccion Insoluble - pH (Opaco - (Verde - (Azul - total de color

Soluble (%) Brillante) Rojo) Amarillo) (AE)
100 INS - 0 SOL 4 81,2+1,32 -1,0+0,22 26,3+1,92 6,4+1,52
100 INS -0 SOL 7,5 80,7 +1,1° -0,2+0,3° 30,4 + 2,12 1,9 +4,12
100 INS -0 SOL 11 81,3+1,0? -1,3+0,52 34,0+1,9° 2,6 +1,9°
50 INS - 50 SOL 4 741 +2,1° 35+£1,2° 41,8 +2,4° 154 £1,7°
50 INS - 50 SOL 7,5 73,6 +3,0° 55+2,.24 47,7 + 4,3 25,2 +2,14
50 INS - 50 SOL 11 73,3+ 3,4° 55+2,9¢ 57,5 3,0° 27,3+ 3,08
0 INS - 100 SOL 4 46,7 + 3,4° 27,4 +1,6° 40,9 £4,9¢ 38,4 + 3,1¢
O INS - 100 SOL 7,5 51,2 + 3,0° 21,4+1,8 44,0 + 3,1« 43,0 + 4,9¢
0 INS - 100 SOL 11 52,2 +£1,9° 26,8 £1,1° 48,9 + 2,79 48,8 +5,1f

Letras diferentes en la columna de diferencia de color indican una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 7.6 Representacion grafica del color en el espacio RGB de cada pelicula,

se incluye el color de las peliculas de biomasa sin separar a pH 6
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7.6 Espectroscopia en infrarrojo: relacion entre bandas

Del espectro total obtenido en el espectrofotometro IR, se extrajeron algunas
relaciones de interés entre las bandas que podrian verse afectadas por la
composicidon INS/SOL y el pH. En la figura 7.7 se pueden observar los cambios
en las bandas debidos a la modificacion de la composiciéon de la biomasa
utilizada a pH 6. La fraccidon INS esta enriquecida en polisacéaridos, sin embargo,
también tiene una fraccion de proteinas asociadas, por ejemplo, proteinas
ligadas a los mananos. Cuanto mayor fue el contenido de material INS en la
pelicula, mayor fue la absorbancia de las bandas que estan alrededor de 1000
cm? y las relacionadas con los polisacaridos. Al mismo tiempo, cuanto menor
fue el contenido de la fraccion SOL, menor fue la intensidad de las bandas amida
[, 11y lll, entre otras relacionadas a proteinas. Se decidi6 analizar la relacion entre
las absorbancias de la banda amida | y la banda de 1031 cm™, una de las bandas
mas intensas del espectro total, estrechamente relacionada con el contenido de
polisacaridos (Galichet et al., 2001). La relacion entre ambas bandas marcé el
grado de efecto relativo del pH sobre las proteinas y los polisacaridos. De
acuerdo los resultados, puede verse como la relacion amida | — amida Il en la
fraccion INS es mas pareja, mientras que, en el caso del soluble, la absorbancia
de amida | es superior a la de Il. Cuando se analice el efecto del pH se vera el
cociente de absorbancias entre amida | y Il tiende a disminuir en dispersiones a
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pH alcalino. EI pH rompe el enlace élcali labil y facilita la liberacion de las
proteinas de pared. Es posible proponer que cuando se trata de proteinas de
citoplasma, la banda amida | tiende a una absorbancia mayor que amida II,

mientras que en proteinas de pared, la relacion es pareja.

Figura 7.7 Cambios en los espectros con la modificaciéon del contenido de

material soluble e insoluble.
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Los andlisis se hicieron en peliculas con 25% de glicerol y a pH 6.

La superficie de respuesta construida con la relacion entre la banda amida | y la
banda de 1031 cm se observa en la figura 7.8 y los parametros se pueden ver
en la tabla 7.5. En la figura 7.8 (ver tabla 7.5 para los parametros) se observa
gue la relacion entre la banda amida | y la banda correspondiente a polisacaridos
muestra una relacion cuadratica, especialmente dependiente del contenido de
fraccion insoluble. EI méximo de la relacion se observdé a pH 4 donde la
absorbancia de la amida | fue maxima y la del polisacérido pareceria ser minima
(lo que se observa el recorrer la curva de nivel a 100% de contenido de insoluble).
El valor del cociente entre amida | y la banda relacionada a polisacaridos parece
mantener una correlacion inversa con la deformacién a ruptura: cuanto mayor
fue la relacion del cociente en IR, menor fue la deformacion obtenida. Ademas
de la composicion, la relacion entre amida | y la banda a 1031 cm™ fue afectada
por la solubilizacion de una porcion de los B-glucanos de pared, dispersandolos
mejor en la pelicula, lo que aumenté la intensidad de la banda 1031 cm? en IRy

disminuyd dicha relacién.
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Por otro lado, se analizo la relacion de absorbancia entre las bandas amida
| y amida Il. En este caso, se observo la influencia tanto del pH como del
contenido de material SOL/INS, asi como la interaccion entre ambos factores a
través de una superficie de respuesta (tabla 7.5 y figura 7.9). Los términos
cuadraticos puros no fueron estadisticamente significativos, y la superficie se
describi6 completamente mediante términos lineales y la interaccion entre

ambos factores.

Tabla 7.5 Relaciones entre las absorbancias de Amida | y Amida Il y Amida | y
la banda de 1031 cm™?

Parametros de la Relacion Amidal/  Relacién Amida I/

superficie de Amida ll Banda 1031 cm™
respuesta
Término Estimado Estimado
Xo Intercepcion 1,06 = 0,02*** 0,60 = 0,02***

Lineal contenido
X1 _ 0,17 + 0,01*** -0,08 + 0,01***
insoluble (%)

X Lineal pH -0,24 £ 0,01*** -0,04 £ 0,01**

Interaccion de
X1 X2 0,05 + 0,01** 0,05 + 0,01**
ambos factores

Cuadratico de

X412 contenido 0,03 £ 0,02 -0,08 = 0,02**
insoluble
Xz?2  Cuadrético de pH 0,01 + 0,02 -0,02 £ 0,02
R? multiple 0,988 0,885
R? ajustado 0,983 0,838
Falta de ajuste Pr(>F) 0,48 0,41

La codificacion de la significatividad es la siguiente: “** p<0,001; ** p<0,01; ™’
p<0,05). Los valores que no tienen asterisco/s no son estadisticamente significativos
(p>0,05).
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Cuando el contenido insoluble se acercd al 100% y a pH 4, se encontré el
maximo en la relacion entre la absorbancia de amida I y II.A pH 11, la relacion
disminuyd, siendo minima a 0% de contenido INS. En el capitulo VI, se obtuvo
gue a pH 4 las interacciones hidrofébicas (también los enlaces de hidrogeno) se
beneficiaron y a pH alcalino se beneficiaron los enlaces disulfuro. Segun otras
investigaciones, como Friedman et al. (1984) mostraron que el contenido de
lisinoalanina se incrementd6 a pHs mayores a 9 y un tratamiento térmico
moderado de 70 °C en proteinas de soja. El cambio del pH puede modificar como
las proteinas interaccionan, tal como se explico en el capitulo VI, por ejemplo, a
través de puentes de hidrogeno y enlaces hidrofébicos, lo que sin dudas tendra

repercusiones en las caracteristicas macroscoépicas.

Figura 7.8 Superficie de respuesta de la relacidon entre las bandas Amida | y la

banda 1031 cm™ relacionada con los polisacaridos
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Figura 7.9 Superficie de respuesta obtenida de la relacién entre las bandas
Amida | y Il, el contenido de material insoluble y el pH

it Sl

1

i

£
© Fr j
P i
e Sl
g0
- Ol[
; “U'E‘
g o
& u-;
=
—

L7
#,

7.7 Conclusiones del capitulo VII

Ambas fracciones son responsables de la formacién de la pelicula, la fraccion
insoluble contribuyé a incrementar el médulo elastico y la resistencia a la
traccion, mientras que la fraccion soluble incremento la deformacion a ruptura.
El término de interaccion (X1X2) entre el pH y el contenido de fraccion insoluble
no fue significativo para el modulo elastico y la deformacion a ruptura y
Unicamente fue significativo para la resistencia a la traccién. La mayor
deformacion a ruptura se encontré a pH 11y 100% INS, posiblemente debido a
la solubilizacion de una de las fracciones de los B-glucanos, incrementando su
dispersién en el material de la pelicula y la posibilidad de interaccionar con otros
polimeros. Las relaciones estudiadas en IR aportaron evidencia para entender
las causas posibles de los cambios debidos a la composicién y el pH en las
peliculas, en particular, la seleccion de las relaciones amida | y amida Il y amida
| y 1031 cm™, fue una forma Util de concentrar la informacién de los espectros y
facilitar la interpretacion del efecto de la composicion y el pH en los polisacéaridos
y las proteinas. El desempefio mecanico de una pelicula en la que no fueron

separadas las fracciones fue superior al de una pelicula “formulada” a partir de
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las fracciones INS y SOL en una proporcion similar a la natural (65 INS — 35
SOL).

Tanto la fraccion INS como la fraccion SOL son muy afines al agua. Sin
embargo, entre las dos, la de mayor afinidad es la fraccion soluble: la mayor
solubilidad de vapor de agua en la pelicula se encontré con 100% SOL y pH 4,
mientras que la menor solubilidad entre todos los puntos estudiados, se encontrd
en las peliculas con 100% INS. La incorporacion de material soluble también
afect6 al color, tornando las peliculas a un color mas amarronado, mientras que
las de mayor contenido de fraccion insoluble fueron de color méas claro y su AE
fue el menor entre las peliculas preparadas con fracciones INS y SOL (tomando
como referencia una pelicula preparada sin separar la biomasa en dos

fracciones).

| 201






Capitulo VIII: Efecto de la incorporaciéon de refuerzos en las

peliculas
8.1 Introduccién

El refuerzo de las peliculas tiene como objetivo mejorar el comportamiento
mecanico para alcanzar una resistencia adecuada a los esfuerzos,
especialmente incrementar el modulo elastico y la resistencia a la traccion. Las
peliculas reforzadas son materiales compuestos, donde el refuerzo se elige por
su resistencia (elevado moédulo elastico, excelente resistencia a la traccion) y por
su compatibilidad con el material de la pelicula, que es la matriz. El desafio en
estos materiales es lograr, a partir de la buena miscibilidad y compatibilidad, una
buena adhesién interfacial entre ambos. En algunos casos, la reduccién de
tamafio (desde microparticulas a nanoparticulas) incrementa la superficie de
adhesion y puede ayudar a mejorar las propiedades mecanicas, manteniendo la
misma proporciéon de carga.

Los refuerzos obtenidos de fuentes naturales se caracterizan por su gran
capacidad de refuerzo, su baja densidad y su abundancia en la naturaleza
(Dufresne y Castafio, 2017). En los polimeros sintéticos, la adhesion entre fibras
naturales y la matriz no es la mas adecuada, por lo que se utilizan estrategias
para funcionalizar la superficie de la fibra y mejorar la interaccion refuerzo —
reforzado (Ngo, 2018). Cuando la matriz esta compuesta por polimeros
naturales, se espera que el refuerzo con fibras o microparticulas tenga un mejor
resultado. Versino y Garcia (2014) estudiaron el refuerzo de peliculas de almidon
utilizando fibras de la pulpa de mandioca. La deformacion a ruptura disminuy6
significativamente, desde 248% (sin refuerzo) a 4% (3% de refuerzo), mientras
gue la resistencia a la traccion se incrementé desde 2,03 + 0,85 MPa (sin
refuerzo) a 21,92 + 1,88 MPa (3% de refuerzo). En forma paralela al cambio en
las propiedades mecénicas, algunos autores han reportado ligeros cambios en
la permeabilidad al vapor de agua con la inclusion de nanoparticulas, debido al
camino tortuoso que éstas pueden producir (Nascimento et al., 2016). En este
capitulo se estudi6 el efecto de tres refuerzos diferentes en las caracteristicas
mecanicas de las peliculas, utilizando cascara de arroz micronizada, nanofibras

de celulosa de cascara de arroz y nanocelulosa bacteriana. Se analiz6 también
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la influencia de las nanofibras de arroz y la celulosa bacteriana en la

permeabilidad al vapor de agua.
8.2 Refuerzo de peliculas con cascara de arroz micronizada

8.2.1 Caracteristicas de la cascara de arroz micronizada

La cascara de arroz micronizada (CAM) (figura 8.1) fue caracterizada respecto
de su contenido de holocelulosa y a-celulosa, el contenido de holocelulosa fue
determinado en 63,8% y el de a-celulosa en 45,3% respecto de la materia seca.
Los solubles en alcohol — tolueno (denominados comunmente extractivos) fueron
0,82%, y corresponden a acidos grasos, resinas, azucares, terpenos oligémeros,
esteroles, entre otros. El contenido de lignina fue determinado sobre la muestra
libre de extractivos en 35,0%. El informe se adjunta en el anexo llI.

En los ensayos de degradacion térmica (figura 8.2), se encontré que el inicio
de la degradacion masiva de CAM sucedio poco después de 240 °C, mientras
gue en la derivada del peso se observaron tres eventos con maximos a 320, 360
y 420 °C. Garcia et al. (2016) y Pineda-Gomez et al. (2011) sefialaron que los
méximos corresponden a la degradacion de hemicelulosas, celulosay lignina, en
ese orden. En el caso de la lignina, Pineda-Goémez et al. indicaron que la
degradacion de la lignina de cascara de arroz comenzd a los 270 °C y se
prolongé hasta 500 °C. Nascimento et al. (2016) obtuvieron termogramas
similares sobre las cascaras de arroz donde los eventos atribuidos a
hemicelulosas y celulosa se informaron a 339 °C y 381 °C, respectivamente.

Figura 8.1 Fotografia de cascara de arroz micronizada con tamafios de
particulas menores a 125 pym
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Figura 8.2 Termograma (TGA) de la cascara de arroz micronizada en funcion de

la temperatura (peso y derivada del peso con respecto a la temperatura)
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8.2.2 Caracteristicas de las peliculas reforzadas con cascara de arroz

micronizada (CAM)

El médulo elastico, la resistencia a la traccion y la deformacién a ruptura de las
peliculas no fueron afectados sustancialmente por la presencia de la fraccion
CAM. En la tabla 8.1 se pueden observar los valores obtenidos en los ensayos.
No se observé un incremento del valor de modulo o resistencia, ni siquiera en
las mayores concentraciones, que justificara la incorporacién de CAM. Los
mddulos registrados estuvieron siempre entre 20 y 30 MPa y la resistencia a la
traccion en torno a 1,5 MPa. La deformacion a ruptura en estas peliculas oscild
entre 11% y 13%. Estos resultados indicaron que la interaccion entre las fibras y
la matriz no fue completamente satisfactoria para las concentraciones
estudiadas, es decir, no hubo una buena adhesién entre matriz y refuerzo en la
interfase. Ademas, en algunas cantidades (por ejemplo, 1% de cascara de arroz)
pareciera que el refuerzo perjudico el desempefio mecanico, esto puede deberse
a que la interrupcion de la matriz produce pequefas grietas (microfracturas de la
matriz) que facilitaron la ruptura. A partir de estos resultados se decidio reducir
el tamafio de particulas. En la figura 8.3 se puede observar un corte transversal

de una pelicula con 2% de refuerzo de CAM. No se observaron poros ni fallas en

| 205



Desarrollo de peliculas multicomponentes a base de levadura

la matriz con el aumento utilizado y se observé una buena continuidad de la

pelicula.

Tabla 8.1 Propiedades mecanicas de peliculas con céascaras de arroz

micronizadas

Muestras (PH6)  \6dulo elastico Resistenciaala  Deformacion a

Cantidad de (MPa) traccion (MPa) ruptura (%)
refuerzo
Sin refuerzo 30 + 22 1,8+0,22 12,8 £ 0,82
0,5% 26 + 5% 1,5+0,2% 11,1+£1,52
1,0% 23 + 3P 1,2+0,1° 11,8+1,8?2
2,0% 26 + 2% 1,3+0,1° 11,9+1,9?

Celdas que no comparten letras en una misma columna indican que hay diferencias

estadisticamente significativas, p<0,05, n=>5.

Figura 8.3 Vista de corte transversal de una pelicula reforzada con 2% de

cascaras de arroz micronizadas (CAM) (500x)

20pm*

| Mag= 500 X EHT= 500KV ~ WD= 7mm Photo No.= 7810 CCT-BB
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8.3 Refuerzo de peliculas con nanofibras de celulosa de cascara de arroz
(FA)

8.3.1 Caracteristicas de las nanofibras de celulosa de cdscara de arroz (FA)

A partir de las cascaras de arroz se obtuvieron nanofibras de celulosa (FA), luego
de eliminar el contenido inorgéanico (mayoritariamente silice) y hemicelulosas y
reduciendo drasticamente el tamafio de las particulas. En la figura 8.4 se puede
observar la consistencia de la dispersién de nanofibras siendo desfibriladas en

el homogeneizador.

Figura 8.4 Dispersion de nanofibras de celulosa de cdscara de arroz a la salida

del homogeneizador a véalvula

En la figura 8.5 se pueden observar las imagenes generadas por el microscopio
de fuerza atdmica, de acuerdo a las sefiales de altura, fase y error de amplitud a
partir de una dispersién de nanofibras. La fraccion FA fue observada al
microscopio de fuerza atdmica en dilucién al 0,2% p/p. En la microscopia AFM
se determind a través de la medicion de rugosidad un alto menor a 20 nm, con 1

a 4 micrones de largo en promedio.
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Figura 8.5 Nanofibras obtenidas desde la cascara de arroz vistas al microscopio

de fuerza atémica

Altura . Fase ) Errorde

amplitud

En la figura 8.6 se puede observar la micrografia SEM, a partir de la que se midio
el tamafio de las fibras utilizando el programa ImageJ. Las particulas tuvieron un
ancho de 39 £ 5 nm, calculado por 50 mediciones diferentes realizadas sobre las
fibras de la imagen SEM. En ambas microscopias se vio el caracter nanomeétrico
de las fibras obtenidas, cumpliendo con la definicién de nanopatrticulas.

Figura 8.6 Micrografia de las nanofibras de cascara arroz obtenida por

microscopia electronica de barrido (100.000x)

100 nm

AL EHT = 3.00 kV WD = 32mm Mag= 100.00 KX  Signal A= InLens

En cuanto al caracter reoldgico, las suspensiones de FA al 1% p/p tuvieron un

comportamiento no newtoniano y se caracteriz0 este comportamiento para
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garantizar una homogeneidad entre los lotes de nanofibras producidos. En la
figura 8.7 se observa la curva de flujo de la suspension de fibras de cascara de
arroz, que no pudo ser modelada a través de modelos clasicos como los de la
ley de la potencia o Herschel — Bulkley. Por otra parte, modelos mas complejos,
gue requieren la utilizacion de cuatro parametros como el modelo de Carreau,
no describen satisfactoriamente la primera parte de la curva, hasta 0,1 s, donde
primero se produce un rapido ascenso y luego un descenso de la viscosidad
aparente. La falta de acuerdo entre los modelos y el comportamiento de las
dispersiones especialmente en la parte de la curva que corresponde a bajas
velocidades de deformacion, puede ser atribuida a la formacién de redes de
nanofibras entrelazadas en forma compleja y a las interacciones coloidales

repulsivas (Martoia et al., 2016).

Figura 8.7 Comportamiento de la viscosidad aparente con respecto a la
velocidad de deformacion en las suspensiones de nanofibras de celulosa de

cascara de arroz
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En los parametros del modelo de Carreau se observo repetitividad en la
viscosidad a deformacion infinita (0,3 Pa s) y en el indice de consistencia (1,2).
Se tomaron estos dos parametros como criterio de repetibilidad. En la figura 8.8
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se observa la descomposicién de la fraccion FA con la temperatura. En la
derivada se distingue el maximo a 355 °C, pero no se observaron eventos a 320
°Cy a 420 °C, que de acuerdo con la bibliografia citada en la seccion 8.2 (Garcia
et al. 2016; Pineda-Gomez et al., 2011) correspondian a hemicelulosas y lignina,
respectivamente.

La fraccion FA se integr6 a la levadura en dispersion acuosa y la segunda
homogeneizacién por alta presion se realizé en conjunto levadura y FA para

facilitar la integracion de ambas fracciones.

Figura 8.8 Grafico del peso en funcion de la temperatura para las nanofibras FA

obtenido en la balanza termogravimétrica
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8.3.2 Caracteristicas de las peliculas reforzadas con nanofibras de celulosa de

cascara de arroz (FA)

El modulo elastico y la resistencia a la traccion de las peliculas reforzadas con
FA no mostraron una tendencia consolidada, sino que se observd un
comportamiento oscilante (figuras 8.9 y 8.10) alrededor de 25 MPa. En el caso
de la deformacion a ruptura (figura 8.11), el incremento fue muy leve y
estadisticamente significativo para el 5% de FA a pH 6. En las peliculas

obtenidas con dispersiones a pH 11, las muestras tuvieron deformaciones a
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ruptura muy elevadas, a causa del pH, y similares para distintos grados de
incorporacion de FA, con s6lo un pequefio descenso al 1%. En la tenacidad
(figura 8.12), la incorporacion de FA a las muestras a pH 6 y a pH 11 no tuvo un
efecto estadisticamente significativo, a excepcion de 1% donde la tenacidad

disminuyo ligeramente, al igual que en la deformacién a ruptura.

Figura 8.9 Mdédulo elastico de peliculas reforzadas con nanofibras de celulosa
de cascara de arroz (FA)
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Figura 8.10 Resistencia a la traccion de peliculas reforzadas con nanofibras de

celulosa de céascara de arroz (FA)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=8.
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Fernandes et al. (2010) estudiaron la incorporacion de celulosa de pulpa de
madera nanofibrilada en peliculas de quitosano. En ese estudio se observo un
gran incremento del médulo elastico, desde valores levemente superiores a 2000
MPa en muestras de quitosano de bajo peso molecular, sin ningun tipo de
refuerzo, a valores cercanos a 3000 MPa con 5% de refuerzo (y estudiaron
valroes muy superiores, hasta 60% de refuerzo). No obstante, la deformacion a

ruptura cayo a valores cercanos a la mitad de la deformacion sin refuerzo.

Figura 8.11 Deformacion a ruptura de peliculas reforzadas con nanofibras de

celulosa de cascara de arroz (FA)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=8.

Nascimento et al. (2016) también utilizaron cdscaras micronizadas de arroz y
nanofibras, obtenidas a partir de éstas, para reforzar peliculas de almidon. Las
peliculas fueron obtenidas por extrusion, reforzadas en un porcentaje similar a
los utilizados en esta tesis (2,5%). Las peliculas reforzadas con las cascaras
micronizadas no tuvieron cambios estadisticamente significativos en la
deformacion segun lo indicado en la publicacion. Sin embargo, en la resistencia
a la traccion, la incorporacion de cascaras tuvo un efecto negativo, por su
disminucién de 21 a 8 MPa respecto de la muestra control. En las peliculas de
almidén reforzadas con nanofibras, la resistencia a la traccion se mantuvo en un
valor similar al de la muestra control. La deformacion a ruptura aumenté desde

10%, en la muestra sin refuerzo, hasta 15% en las muestras con nanofibras.
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Azeredo et al. (2009) prepararon peliculas con puré de mango reforzadas
con fibras de celulosa de origen comercial. Las fibras de celulosa tuvieron una
relacion de aspecto de 11,5 (largo sobre ancho o didmetro), y un diametro menor
a 10 nm (el largo de las fibras fue mas corto que en otros trabajos). Las fibras
fueron incorporadas en las mismas cantidades utilizadas en este trabajo (0, 1, 3,
5%) y también en mayores (10, 18 y 36%) respecto de la base seca utilizada
para la matriz. En ese trabajo, a pesar de encontrar diferencias estadisticamente
significativas, la modificacion del médulo elastico y de la deformacién a ruptura
no fue de gran magnitud hasta el 5% de refuerzo. La resistencia a la tracciéon se
vio modificada y se incremento al doble en ese intervalo de concentraciones de
refuerzo. Por encima del 5% de refuerzo, el modulo y la resistencia a la traccion

aumentaron de gran maneray la deformacion cayo.

Figura 8.12 Tenacidad de peliculas reforzadas con nanofibras de celulosa de
cascara de arroz (FA)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=8.

Dufresne (2017) publicé una revision acerca del uso de nanomateriales de
celulosa como refuerzo de compuestos poliméricos. En la revision se citaron
diferentes trabajos que evidencian que las nanofibras producen, a igual cantidad,
un mejor refuerzo que los nanocristales y esto se debe a que la relacion de
aspecto en las fibras es muy superior que en los cristales (Bendahou et al., 2010,

Siqueira et al., 2009). En este articulo, se explicé que las particulas con mayor
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largo pueden formar zonas de enredos entre las fibras (entanglements, en inglés)
y mejorar la conexidn con otras nanoparticulas a concentraciones mas bajas que
las particulas mas cortas. De esta forma, se logra una red de refuerzo muy
resistente. En cuanto a la relacion de aspecto, en el articulo de revision se
menciond un trabajo donde se obtuvieron nanofibras de celulosa de ancho
similar, pero de diferente largo (283 y 520 nm) para reforzar poli(estireno-co-butil
acrilato) (Favier et al., 1995). La resistencia a la traccion alcanzada en las
peliculas reforzadas con las fibras mas largas fue mayor que las reforzadas con
fibras cortas. Con respecto a los enredos entre las fibras, el autor subraya que
los mismos son importantes y producen un rapido ascenso del moédulo elastico y
la resistencia a la traccion de las peliculas, pero por contraposicion, la
deformacion a ruptura decrece.

La disminucion del tamafio de las particulas utilizadas para el refuerzo
incrementd la interfase disponible para la adhesion y mejor6 las propiedades
mecanicas entre polimeros compatibles. No obstante, de acuerdo a lo observado
en la bibliografia, la cantidad incorporada aun fue menor a la necesaria para
obtener incrementos en el médulo y en la resistencia a la traccién de las
peliculas. En este trabajo, la incorporacion de FA, en los niveles estudiados, sélo
provoco un ligero incremento positivo de la deformacion a ruptura a pH 6. Tal
como sucedidé en el trabajo de Nascimento et al. (2016), en el resto de las

caracteristicas mecanicas no se obtuvieron efectos sustanciales.
8.4 Refuerzo de peliculas con nanocelulosa bacteriana (BC)

8.4.1 Caracteristicas de la nanocelulosa bacteriana (BC)

La nanocelulosa bacteriana (BC) utilizada en este capitulo fue provista por el
grupo de Biotecnologia y Biosintesis del Instituto de Tecnologia en Polimeros y
Nanotecnologia. En el trabajo publicado por Cerrutti et al. (2016), los autores
informaron que la nanocelulosa producida por Gluconobacter xylinus, luego de 5
dias de crecimiento, tuvo un tamafio promedio de ancho de cinta de 32,3 + 6,7
nm (promedio de 150 medidas). Mientras que las obtenidas luego de 21 dias
tuvieron un tamafio promedio de 29,1 + 6,2 nm (promedio de 110 mediciones).
En general, el espesor de la nanocelulosa producida por esta bacteria es 3 a 10

nmy tienen un largo de 1 a 9 um. A diferencia de las nanofibras de origen vegetal,
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las de origen bacteriano son verdaderas cintas. Se ha informado que el grado de
cristalinidad de la nanocelulosa bacteriana puede ser 10 a 15% mas que el de la
nanocelulosa de origen vegetal (loelovich, 2008). La BC utilizada en este trabajo
fue obtenida en cultivo estatico después de 21 dias de crecimiento. En esta forma
de cultivo se obtiene una pelicula cuyo espesor depende de los dias

transcurridos (figura 8.13).

Figura 8.13 Nanocelulosa bacteriana (BC) obtenida por cultivo de la bacteria
Gluconobacter Xylinus: A) cultivo de la bacteria en forma estatica, B) pelicula de

BC formada después de 3 dias y C) pelicula de BC formada después de 21 dias

= A Trel o % "‘1’. "..‘_
Fotografia gentilmente cedida por la Lic. Ema Cavallo (UBA) y el Gru

Biotecnologia y Materiales Biobasados (ITPN-UBA-CONICET)
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8.4.2 Caracteristicas de las peliculas reforzadas con nanocelulosa bacteriana

(BCQ)

La nanocelulosa bacteriana produjo un incremento del médulo elastico como se
puede observar en la figura 8.14, en particular, a pH 6. El incremento se produjo
desde 27 a 29 MPa en las muestras sin nanocelulosa, 1y 3%, hasta 38 MPa en
el 5% de refuerzo. EI comportamiento fue similar a pH 11, donde el aumento se
observé claramente a partir de 3%. Este incremento en el médulo puede ser
explicado a partir de la transferencia de carga de la matriz al refuerzo producto

de una buena adhesion.
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Figura 8.14 Modulo elastico de las peliculas reforzadas con nanocelulosa
bacteriana (BC)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=6.

En el caso de la resistencia a la traccion (figura 8.15), la incorporacion de BC
produjo un aumento gradual de los valores, desde 1,6 + 0,3 MPa (sin refuerzo)
a 3,5+0,4 MPa (5% de refuerzo) para pH 6 y 1,9 £ 0,4 MPa (sin refuerzo) a
3,1+0,3 MPa (5% de refuerzo) para pH 11. Mientras que, en el caso de la
deformacion a ruptura, el comportamiento fue distinto (figura 8.16). En las
peliculas obtenidas a pH 6, la incorporacion de BC produjo un aumento muy claro
de la deformacion a ruptura. No es frecuente encontrar casos de incremento
conjunto de la deformacion, el médulo eléstico y la resistencia a la traccion, es
mas frecuente encontrar el incremento del médulo y la resistencia con un
descenso en la deformacion a ruptura. En las peliculas a pH 11, la deformacién
a ruptura, superior en todos los casos a las peliculas de pH 6, no fue afectada
por la presencia de nanocelulosa. Shabanpour et al. (2018) estudiaron el
refuerzo de peliculas de proteina de pescado, incorporando 0, 2, 4y 6% de BC.
La deformacion a ruptura disminuyo6 desde 94 + 3% (sin refuerzo) hasta 88 + 3%
(6% de refuerzo) y la resistencia a la traccion aumenté desde 6,0 + 0,3 MPa a
8,9+ 0,3 MPa. Los autores atribuyeron la disminucion en la deformacion a
ruptura a la reduccién de la movilidad molecular y la “naturaleza rigida” del

refuerzo. Lo cierto es que, si existe una buena adhesién entre matriz y refuerzo,
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la deformacién aumenta al menos hasta un determinado punto, en el cual, la
fuerte adhesion perjudica a la deformacion.

Wang et al. (2018) reforzaron peliculas de agar-agar con nanocelulosa
bacteriana producida a partir de la bacteria Gluconacetobacter hansenii. Estos
autores describieron que la deformacion a la ruptura se incrementd a medida que
aumentd la concentracion de nanofibras hasta el 5%, pero al aumentar el
contenido de estas fibras més alla del 10%, la deformacion a ruptura disminuyo.
Los autores atribuyeron el aumento inicial a la buena dispersion de la
nanocelulosa en la matriz y luego, al superar el nivel de 5%, con los mayores
porcentajes entorpecieron la movilidad debido a la cantidad de enlaces (puentes
de hidrogeno) establecidos entre matriz y refuerzo. La incorporacion de mayor
cantidad de nanocelulosa bacteriana, si modifico la resistencia a la traccion y el

modulo elastico.

Figura 8.15 Resistencia a la traccién de peliculas con nanocelulosa bacteriana
(BC)
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Figura 8.16 Deformacion a ruptura de peliculas con nanocelulosa bacteriana
(BC)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=6.

Por otra parte, se observé que el pH tuvo un impacto sobre la deformaciéon a
ruptura mayor que el efecto de la BC. Una posible explicacion podria ser que la
levadura ya posee un refuerzo que proviene de la propia biomasa, la pared
celular de levadura, que es disgregada por efecto de la presién, durante la
homogeneizacion, y permanece insoluble en la dispersion, lo que ya fue
explicado en el capitulo VI. Al modificar el pH hacia valores mas altos se facilita
la solubilizacién de una porcién de los B-glucanos (aquellos solubles en alcali).
Estas modificaciones, en forma conjunta con las que puede producir el pH sobre
las proteinas, son las que producen el cambio global en las propiedades
mecanicas.

En la figura 8.17 se muestran los resultados de la tenacidad de las peliculas
con BC apH 6y 11. El comportamiento fue similar al de la deformacién a ruptura
apH 6y, en las peliculas preparadas con las dispersiones a pH 11, la tenacidad
se incrementd también en forma gradual con cada porcentaje incorporado de
BC. El incremento de la tenacidad fue una muestra de la mejora en la adhesion
interfacial, dado que es necesaria mayor cantidad de energia para alcanzar la

ruptura (Wagner y Lustiger, 2009).
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Figura 8.17 Tenacidad de las peliculas reforzadas con nanocelulosa bacteriana
(BC)
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estadisticamente significativa (p<0,05), n=6.

Como sefialé Dufresne (2017), la formacién de enredos entre las fibras puede
afectar de manera significativa las propiedades de las peliculas, incrementando
el moédulo y la resistencia a la traccion y disminuyendo drasticamente la
deformacion a ruptura. No obstante, en este trabajo se encontr6 que con el
agregado de BC, al mismo tiempo, el médulo, la resistencia a la traccion, la
deformacion y la tenacidad se incrementaron, haciendo improbable que la causa
del aumento del médulo elastico y la resistencia a la traccién sea debida a los
entanglements.

Es posible que la diferencia en los resultados entre la BC y la FA se deba a
la diferencia en su relacion de aspecto (precisamente en el largo) y en la
superficie disponible para la adhesion, que pareciera ser mayor en la BC. Otra
posibilidad es que, ambas fracciones, tengan diferencias en la disponibilidad de
los grupos funcionales a interactuar con los polimeros de la biomasa de levadura.
Si hay una menor disponibilidad de grupos funcionales, esto repercutiria
negrativamente en la adhesion entre refuerzo y matriz.
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8.5 Aspecto de las secciones transversales de las peliculas reforzadas

con nanofibras de celulosa de cascara de arroz y de celulosa bacteriana

La figura 8.18 muestra secciones transversales de probetas que fueron
ensayadas bajo traccion uniaxial tanto con FA como BC, para las 3 cantidades
de refuerzo estudiadas. En las seis imagenes no se ve un material compuesto
con distintos dominios, lo que hace suponer que las operaciones de mezcla y
homogeneizacién fueron efectivas para desarmar grandes agregados de la
celulosa. Las zonas donde se produjo el corte evidenciaron cierto desgarro en
las muestras, particularmente en la muestra de 3% de nanofibras de arroz de la
figura 8.17.

Figura 8.18 Imagenes de la superficie de fractura de las peliculas con refuerzo

de fibras de cascara de arroz y celulosa bacteriana (6000x)
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8.6 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas reforzadas

Existen diferentes casos en la bibliografia donde el refuerzo puede dificultar la
transferencia de vapor de agua generando un camino tortuoso al pasaje del

mismo. La mayoria de los investigadores utilizan nanocristales de celulosa,
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aungue hay ciertos trabajos en donde se utilizan nanofibras de celulosa. En los
resultados de los ensayos de permeabilidad al vapor de agua (tabla 8.2) no se
observ6 una tendencia que permita identificar un efecto de BC o FA. El cambio
en la permeabilidad al vapor de agua con la incorporacion de los refuerzos fue
pequefio si se compara con las permeabilidades al vapor de agua de polimeros
sintéticos que suelen encontrarse en torno a 10*3 g m* s Pal. Debido a que
en el capitulo V se demostré el efecto del espesor sobre la permeabilidad, se
traté de cuidar que éste fuera similar en todos los casos. En las peliculas de pH
11, tanto para FA como para BC, se observO el menor coeficiente de

permeabilidad al 5% de refuerzo.

Tabla 8.2 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas reforzadas con nanofibras

de celulosa de cascara de arroz (FA) y celulosa bacteriana (BC) apH 6y 11

FA FA BC BC
Muestras pH6 pH 11 pH 6 pH 11
Pw (E_lo) Pw (E_lo) Pw (E_lo) Pw (E_lo)
Sin refuerzo 7,2+0,12 7,0+0,12 6,9+0,12 8,1+0,22
1% de refuerzo 6,6 +0,1° 7,2+0,12 6,6 £0,1° 7,6 £0,1°
3% de refuerzo 6,5+0,1° 7,3+0,12 6,6 +0,1° 7,3+0,1°¢
5% de refuerzo 6,9 +0,1¢ 5,2+0,1° 8,0+0,1¢ 6,3 +0,1¢

Todos los valores de permeabilidad estan dados en g m? s Pal. Letras diferentes en

una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Savadekar y Mhaske (2012) reforzaron peliculas de almidén termoplastico con
nanofibras de celulosa obtenidas de algodén. Si bien en el trabajo no se da una
precision acerca del tamafio de las nanofibras, se puede asumir que son fibras
cortas con alto porcentaje de zonas cristalinas (Savadekar y Mhaske, 2012;
Karande et al., 2011). En las peliculas de almidon, el cambio en el flujo de vapor
de agua fue abrupto, desde la incorporacion de 0,1% de nanofibras, ocho veces
inferior al informado para el almidén termoplastico sin refuerzo (se informo el flujo

y no el coeficiente de permeabilidad, sin embargo, debido a la forma de calculo
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del coeficiente a partir del flujo, ambos deben estar relacionados en forma lineal
directa).

Pereda et al. (2011) publicaron un trabajo donde reforzaron peliculas de
caseinato de sodio con nanofibras de celulosa a partir de celulosa microcristalina.
En ese trabajo se analiz6 el cambio en el coeficiente de permeabilidad al vapor
de agua con la incorporacién de las nanofibras. EI maximo coeficiente se alcanzé
al 1% de refuerzo, mientras que al 3% el valor de permeabilidad disminuyé hasta
un valor similar al de una pelicula sin nanofibras. En ese trabajo los autores
informaron que se produjo un aumento de la porosidad con la incorporacién de
las fibras, lo cual podria implicar un problema al calcular el coeficiente de
permeabilidad al vapor de agua por el método de la norma ASTM E96 (el
transporte del vapor de agua debe realizarse exclusivamente a través de un
mecanismo difusivo). En el trabajo de peliculas de caseinato se informé que con
un 5% de refuerzo, la cantidad de poros (medidos sobre la superficie expuesta a
la evaporacion) alcanzé un 20%. En las peliculas de levadura, no se observaron
poros con ambos refuerzos de nanoparticulas.

Las diferencias entre FA y BC en la geometria, el largo y el grado de
cristalinidad de ambas parecieran no haber tenido un gran impacto en la
permeabilidad al vapor de agua, con FA se observo una leve disminucion en el
coeficiente de permeabilidad con el aumento de refuerzo, mientras que en el
caso de BC al 5% y pH 6 hubo un ligero incremento y a pH 11, una pequeia

disminucion.
8.7 Conclusiones del capitulo VIII

El refuerzo de las peliculas con materiales nanométricos, obtenidos de diferentes
fuentes de celulosa, fue propuesto con el objetivo de reforzar el material y lograr
mejores propiedades mecdnicas, en particular, el incremento del médulo elastico
y de la resistencia a la traccion. Con la fraccion CAM no se obtuvo un resultado
satisfactorio, la fraccion no modificé las caracteristicas mecéanicas en las
cantidades incorporadas. Respecto de las otras fracciones, la fraccion BC fue
mucho mas efectiva que la fraccion FA para incrementar las caracteristicas
mecénicas de las peliculas. En la discusion propuesta en el capitulo se sefialo
que la diferencia entre los efectos de una y otra en las peliculas podria deberse

a la longitud de las particulas, en su relacion de aspecto y en la superficie
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disponible para la adhesion. También podria deberse a la activacion de la
superficie, es decir, la disponibilidad de los grupos funcionales superficiales, en
una y otra forma de celulosa, disponibles para interactuar con la biomasa de
levadura. La tenacidad a ruptura que esta relacionada con la energia de
adhesion entre los componentes fue mayor en las peliculas con BC que en las
reforzadas con FA (tanto a pH 6 como a pH 11). El aumento de la deformacion y
la tenacidad a ruptura obtenido a pH 6 por la BC fue opacado por el efecto del
pH alcalino (pH 11), que ya en la pelicula sin refuerzo incremento la deformacion
a un nivel superior al de cualquier pelicula reforzada con celulosa. En la
permeabilidad al vapor de agua se observo una ligera disminucion con ambas
fracciones (FA y BC) al 5% de refuerzo.

En este trabajo no se observé un efecto negativo por formacion de enredos
entre las fibras de celulosa, pero a mayores concentraciones esto podria ser
negativo para la deformacion a ruptura. Los resultados obtenidos y presentados
en este capitulo, donde las cuatro caracteristicas mecanicas (modulo elastico,
resistencia a la traccion, deformacion y tenacidad a ruptura) se incrementaron
con la incorporacion de la carga, situacion no tan habitual de acuerdo a la
bibliografia consultada, fueron el reflejo de una buena dispersion y dispersion del

refuerzo y por otro lado, una excelente adhesion del refuerzo con la matriz.
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9.1 Introduccidn

Una de las aplicaciones mas prometedoras de las peliculas biodegradables es
la proteccion de un alimento frente a la degradacién. La proteccion del envase
pas6 de un rol pasivo a uno activo, en donde la pelicula emite u absorbe
sustancias que ayudan a evitar o disminuir la velocidad del deterioro. Entre las
aplicaciones que requieren de peliculas emisoras, las mas estudiadas son las
antimicrobianas y las antioxidantes. La proteccion a la oxidacion puede
brindarse, por ejemplo, a través de la incorporacion de sustancias antioxidantes
a la pelicula. Los compuestos mas utilizados son los polifenoles, los
organofosfatos y los tioésteres (Gomez-Estaca, 2014). EIl timol (2-isopropil-5-
metilfenol) ha sido estudiado por diversos investigadores por su capacidad
antimicrobiana y antioxidante. Se encontré que el timol tiene un potencial
antioxidante mas importante que el acido cafeico (ICso= 17,89 + 2,09 mg ml?)
pero es menos efectivo que el eugenol (ICso= 1,13 + 0,09 mg mlt). Cuanto menor
es el ICso, mayor es el poder antioxidante del compuesto. Varios investigadores
incorporaron timol en sus peliculas como agente antioxidante y hallaron
resultados interesantes. Por ejemplo, Ramos et al. (2014) evaluaron esta
propiedad en peliculas de PLA y determinaron que las muestras poseian una
actividad antioxidante importante (80% de inhibicién de formacion del radical
DPPH- con 8% de timol en PLA). También Kavoosi et al. (2013) encontraron
resultados prometedores con la incorporacion del timol en peliculas de gelatina.
Antes de evaluar la capacidad antioxidante del timol incorporado a las peliculas
resulta necesario analizar la disponibilidad del mismo, es decir, la velocidad con
la que migra hacia el alimento. En este capitulo se muestran los resultados de
los analisis mecanicos y de color de las peliculas con timol, las cinéticas de
liberacién del activo en medios simulantes y la determinacion de la capacidad
antioxidante del timol en los extractos. Esta evaluacion es necesaria para
determinar la posibilidad de aplicacién, asi como proponer mejoras a Su

desempeiio.
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9.2 Extraccioén y recuperacion del timol incorporado a las peliculas

La cantidad de timol remanente se cuantificé de manera indirecta, descontando
la cantidad de timol recuperada en el solvente de extraccion a la cantidad inicial
de timol en la pelicula. El contenido inicial de timol en cada pelicula se determiné
en forma teorica, utilizando el porcentaje incorporado en la dispersion de
levadura. Para realizar el célculo se consider6 que la relacién entre la biomasa
de levadura y el timol se mantuvo constante durante todo el proceso, durante y
luego del proceso de secado. En las tres muestras estudiadas, 6, 8 y 10 % de
timol, la cantidad de compuesto retenido después del proceso de extraccion fue
similar (tabla 9.1). Una parte del timol se liberé rapidamente, mientras que otra
fraccion permanecio retenida en la pelicula a razon de 0,4 g de timol por cada 10
g de pelicula. Inicialmente podria pensarse que la célula actia como material
encapsulante, dado que es conocido el uso de la célula de S. cerevisiae para
encapsular a modo de saco. Por ejemplo, se ha informado la encapsulacién de
curcumina (Paramera et al., 2011) y resveratrol (Shi et al.,, 2008). En esos
trabajos el objetivo fue proteger los antioxidantes de agentes que pudieran
provocar la pérdida de su actividad, como la luz y el aire (Pham-Hoang et al.,
2013). Sin embargo, en el caso de las peliculas de levadura, la situacion seria
diferente, luego de observar los resultados del capitulo Ill, la ruptura de las
células a 125 MPa fue agresiva y la estructura de la pared se dafié de manera

significativa.

Tabla 9.1 Resultados de la extraccion de timol utilizando ultrasonido en peliculas

de levadura con 6, 8 y 10 % de timol

Cantidad de timol Cantidad de timol
Muestra extraido (g)*cada 10 retenido (g)* cada
g de pelicula 10 de pelicula
6% timol 0,2+0,1? 0,4+0,12
8% timol 0,4 +0,1° 0,4+0,1?
10% timol 0,7+0,1° 0,3+0,1?

Letras diferentes en una misma columna indican una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05).
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Para obtener los resultados de la tabla 9.1, la cuantificacion del timol en los
extractos se llevé a cabo utilizando una curva de calibracion (R?=0,998) realizada

con estandares de timol a distintas concentraciones.
9.3 Caracteristicas mecanicas de las peliculas con timol

Este ensayo se propuso para determinar si el timol incorporado como
antioxidante, afecta o no el comportamiento mecanico. Los datos obtenidos se
trataron estadisticamente mediante un analisis de la varianza y una prueba de
contrastes post-hoc. En la tabla 9.2 se resumen los resultados obtenidos. No
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las tres formulaciones con timol y
la muestra control en la deformacién a ruptura y en la resistencia a la traccion,
es decir, el compuesto activo no afectd a las caracteristicas mencionadas. El
modulo elastico tampoco se vio afectado por el agregado del activo, aunque se
observaron diferencias estadisticamente significativas puntualmente entre las
muestras de 6% y 8% timol. Si bien el analisis estadistico sefiald la diferencia,
viéndolo globalmente la diferencia efectiva en el médulo es pequefia.
En otros sistemas, el timol se comporté como plastificante, ocupando posiciones
entre las cadenas poliméricas, incrementando las distancias entre ellas y
reduciendo los enlaces secundarios entre cadenas. Este comportamiento se
reflej6 en las propiedades mecanicas, disminuyendo la resistencia a la traccion
y el médulo elastico e incrementando la maxima deformacion posible. En el
estudio realizado en las peliculas de gelatina por Kavoosi et al. (2013), el timol
tuvo efecto plastificante. Este comportamiento se reflej6 en las propiedades
mecanicas, ya que la resistencia a la traccion y el médulo elastico disminuyeron
y la deformacion a ruptura se incrementd. En contraste, en un trabajo de Rojas-
Graul et al. (2006), la incorporacion de aceite esencial de orégano (del que el
timol forma parte) y limén en peliculas preparadas con puré de manzana no
modificé ninguna caracteristica mecanica. En peliculas de quitosano modificadas
con aceite de tomillo hasta 1,2% p/p todas las caracteristicas mecanicas
disminuyeron (modulo, resistencia y deformacion a ruptura) a medida que se
incremento el porcentaje de timol (Altiok et al., 2010).

La incorporacion de timol a las formulaciones de peliculas de levaduras no

aporté mejoras en la deformacion. Tampoco debilito a la pelicula, manteniéndose
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su resistencia. Por lo tanto, se puede concluir que la incorporacién no modifica

sustancialmente las caracteristicas mecanicas del material.

Tabla 9.2 Caracteristicas mecanicas de las peliculas con 15% de glicerol y

diferente porcentaje de timol (6, 8 y 10%)

Médulo Tension Deformacién

Muestra
(15% Elastico  maxima aruptura
glicerol) (MPa) (MPa) (%)

Sin Timol 65 + 92 1,9+0,12 50+1,3
6% Timol 56 + 42 1,8+0,22 6,3+1,42
8% Timol 67 +3° 2,3+0,3? 54+1,32
10% Timol 63 + 4% 1,6 £0,3 56+1,8%

9.4 Efecto del timol sobre el color de las peliculas

El color de las muestras de 0, 6, 8 y 10% de timol fue medido utilizando el espacio
CIELab y los resultados se observan en la tabla 9.3. La diferencia de color se
obtuvo comparando los valores de las muestras con timol contra las muestras
sin dicho aditivo. En todas las peliculas con timol se obtuvieron valores
ligeramente menores del pardmetro de luminosidad, L*, que en el caso de la
muestra tomada como control. La incorporacion de timol generé un color
levemente mas rojo en las peliculas (aumento del valor a*) y respecto del
parametro b* las formulaciones tomaron un color tendiente al amarillo

(pardmetro b* positivo).

Tabla 9.3. Valores obtenidos de los parametros L*, a* y b* de la escala CIELab

y la diferencia de color (AE) de las peliculas con timol con respecto a la muestra

control
Muestra L* a* b* AE
Sin timol 77,1+0,2 0,6+0,1 22,8+0,3 ---
6% timol 745 +0,6 1,8+0,2 24,7 +0,7 5+12
8% timol 75,6 +0,1 1,8+0,1 20,1+0,5 4+12
10% timol 75,2+2,3 1,9+0,6 24 +3 7+1°

Letras diferentes en la columna de AE indican una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05).

| 228



Capitulo IX: Caracteristicas de peliculas con timol

El parametro AE permite evaluar si los cambios en el color son significativos al
0jo humano o no. Si bien no hay un valor que redna el consenso de todos los
investigadores, se sostiene habitualmente que una diferencia AE menora 2 6 3
es ligeramente perceptible y las variaciones mayores pueden ser percibidas por
observadores no entrenados. Se considera que a partir de un AE mayor a 5 se
observan dos colores distintos (Mokrzycki y Tatol, 2011). La muestra de 10% de
timol tiene la mayor diferencia de color y un observador podria percibir dos
colores diferentes al compararla con una muestra sin timol. No obstante, la
diferencia no deberia modificar la aceptacion de las peliculas desde el punto de

vista del mismo, ya que ambas contintan siendo de color ambar.
9.5 Migracion en simulante acuoso

La determinacion del valor del coeficiente a (ecuaciones 2.20 y 2.21) se realiz6
a través de un proceso iterativo por minimizacion de residuos. Este coeficiente
representa la relacién de la masa de timol en el simulante y en la pelicula en
equilibrio e indica de manera indirecta, la relacion entre las resistencias
involucradas en el proceso. En las muestras de 8% y 10% de timol, el valor de a
con mejor ajuste fue 0,42, con R? de 0,97 y 0,98 para cada muestra,
respectivamente. El valor obtenido indicd6 que las resistencias interna y de
superficie fueron, en principio, significativas por igual para el proceso de
migracion. La concentracion de timol en el equilibrio en el simulante (M) fue
determinada en 170 ppm para la muestra con 10% de timol y en 145 ppm para
la de 8%. Sin embargo, en ambas muestras el ajuste completo del modelo
condujo siempre a valores muy elevados del parametro estadistico x2, con un
gran error asociado a la determinacion del coeficiente. Los coeficientes de
difusién aparentes se ubicaron entre 2.10® a 4.10® mm? s, Valores similares
fueron informados en la bibliografia, siempre en casos donde la matriz que
contiene el migrante interactia fuertemente con el simulante que la rodea. Por
ejemplo, el valor de Daparente informado para la liberacion de sorbato en peliculas
de almidén en contacto con una solucién a pH 3 fue 8,95.10® mm? s (Flores et
al., 2007). La determinacion del timol en el simulante acuoso se realizd
exclusivamente por cromatografia de alta resolucion, debido a que en el

simulante se solubilizaron componentes que absorbian en una longitud de onda
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similar a la del timol, lo que impidi6 la determinacion por espectrofotometria. Es
muy probable que, debido a la gran afinidad del simulante acuoso por la pelicula
de levadura, la solucién haya ingresado a la matriz polimérica y haya provocado
el hinchamiento de su estructura, desarmandola. Este efecto fue descripto por
Del Nobile et al. (2008), cuando estudiaron la migracién de timol en peliculas de
zeina de maiz y describieron, mediante microscopia, el efecto del hinchamiento
(swelling) causado por el simulante (agua) al ingresar a la pelicula. Chung et al.
(2001) describieron la transferencia de materia en un recubrimiento con
parabenos y simulante 50% etanol - 50% agua. Ellos sefialaron que la liberacion
del activo no se realiz6 de manera controlada debido a la desintegracion de la
pelicula en esa solucion, una situacion similar a la observada en los resultados
de peliculas de levadura y el simulante acuoso. La descripcion del proceso de
migracion en este simulante no puede realizarse a través de modelos derivados
de la ley de Fick. Las peliculas de levadura no son aptas para situaciones en
contacto con medios acuosos. No obstante, esto no constituye un aspecto
negativo en si mismo, sino que es una descripcion de las capacidades de la
pelicula. En algunas aplicaciones se necesitan envases que, en contacto con
medios acuosos, se degraden para liberar su contenido, por lo que en estos

casos puntuales no se trataria de un aspecto negativo sino positivo.
9.6 Migracion en simulante graso

En la figura 9.1 se muestran las curvas de migracion de timol en el simulante
graso (etanol 95% v/v) para cada concentracion de timol y a las distintas
temperaturas estudiadas. En dichas figuras se muestran los puntos

experimentales y la curva que modela dichos puntos.
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Figura 9.1 Cinética de migracion de timol en simulante graso (etanol 95% v/v) a

distintas concentraciones de timol 6, 8, y 10% de timol a tres temperaturas A) 5

°C, B) 25 °C y C) 40 °C.
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En este simulante, debido a la alta afinidad etanol — timol se consider6 como

hipotesis inicial que la resistencia superficial es despreciable, con un valor de a

muy elevado. Debido a esta aproximacion, la ecuacion utilizada para la migracion

en simulante acuoso es simplificada por la ecuacion 2.23, donde la Unica

resistencia considerada es la correspondiente a la pelicula.

El simulante graso solubiliz6 una mayor cantidad de timol que el agua y a

diferencia del caso anterior, las probetas mantuvieron su integridad durante todo

el ensayo.
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Tabla 9.4 Coeficientes y valores obtenidos a partir del ajuste de las curvas de
migracion en simulante graso con un modelo para resistencia superficial

despreciable

Temperatura Muestra M. (10? ppm) Deparente Dinicia

(°C) (108 mm?s?) (108 mm? st

6% 36+0,2 6,3+£1,5 39+£0,7

4 8% 48 +£0,3 52+1,2 2,3+£0,2

10% 6,1+0,3 9,2+2.3 39+£0,8

6% 49+0,2 13,029 6,6 £0,5

25 8% 6,5+0,2 142 +2,6 74+£05

10% 7,9+0,2 148+ 2.2 6,9+0,9

6% 59+0,5 52,3+25 26,3+6,5

40 8% 6,7 0,2 457 £9,7 22,2+6,6

10% 8,1+04 492 +1,6 23,5+49

En la tabla 9.4 se puede comprobar que, con el aumento de temperatura, se
incremento la cantidad de timol en el extracto. La explicacién a este fendmeno
puede deberse a dos efectos que sucedieron en paralelo. Por un lado, el
incremento de la temperatura provocé un aumento en la movilidad molecular,
gue ocasion6 una mayor facilidad de difusién del activo desde la pelicula hacia
la solucion (Zhu et al., 2006). Kuorwel et al. (2013) describieron el mismo efecto
en la migracion de timol en peliculas de almidon en contacto con el simulante
graso. Estos autores observaron que los coeficientes difusivos fueron mas altos
a 35°C, que a 25 °C y 15 °C. El otro aspecto a tener en cuenta es el aumento
de la solubilidad del timol en el simulante, a medida que se incrementa la
temperatura, que contribuye a desplazar el equilibrio hacia el lado del simulante.
El modelo propuesto para estudiar la migracion del timol en el simulante graso
fue apropiado, confirmando que la resistencia que controla la transferencia se
halla en la pelicula. Es claro que el grado de interaccion entre el activo, la pelicula
y el simulante, debido a la polaridad de cada uno de ellos, es un factor clave para
la descripcion del proceso de migracion a través de la ley de Fick.

Por otro lado, se determinaron los porcentajes de timol presentes en los

extractos de migracion para cada punto estudiado. La liberacién alcanzé un
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porcentaje superior al 95% del timol incorporado a la pelicula a las 12 horas para
las muestras a 4 °C y a las 5 horas para las demas condiciones. La liberacion
del timol fue rapida, lejos de ser gradual. En la tabla 9.4 se muestran los
coeficientes obtenidos por ajuste de los datos experimentales en la parte inicial
(Diniciat) Y en todo el proceso (Daparente). Finalmente, los dos parametros se
incrementaron a medida que aument6 la temperatura, pero no se vieron
afectados significativamente por la cantidad de timol en las muestras. La
liberacion rapida del timol es un aspecto negativo para la aplicacion de las
peliculas sobre alimentos. Debe tenerse en cuenta que en alimentos sélidos la
liberacion sera mas lenta y que de ser necesario, podria trabajarse con peliculas
de multiples capas o “multicapas”, con el objetivo de obstaculizar el transporte y
prolongar la presencia del timol en el envase.

A partir de los coeficientes de difusion se obtuvieron las energias de
activacion del proceso, utilizando la ecuacion de Arrhenius (tabla 9.5). Se
observaron valores fluctuantes alrededor de 17 kJ mol en las tres muestras. El
contenido de timol no influencié la cantidad de energia requerida para el proceso
difusivo.

Ramos et al. (2012) informaron un coeficiente difusivo de 1,01 + 0,03.108
mm? s para la liberacion de timol en peliculas de polipropileno hacia el
simulante graso a 40 °C. Este valor es un orden mas bajo que los hallados en el
presente trabajo en las mismas condiciones. En otras peliculas realizadas con
compuestos de caracter hidrofébico, se observé el mismo comportamiento, una
liberacion mas lenta que la encontrada para las peliculas de levadura. La afinidad
del activo con la pelicula hace que sea mas dificil la difusion hacia la superficie
y su posterior liberacion al simulante. Por ejemplo, la migracién fue méas lenta en
peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE), activos similares al timol y
simulantes grasos (Cran et al., 2010). Tawakkal et al. (2016) publicaron un
coeficiente difusivo de 6.107 mm? s para el timol que difunde a 40 °C en un
medio simulante graso desde peliculas de acido polilactico (PLA). Este resultado
coincide con los valores obtenidos en el presente trabajo y se observo un
comportamiento similar por parte del migrante (timol) cuando se encontré en

matrices hidrofilicas y en contacto con una soluciéon de 95% etanol.
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Tabla 9.5 Energia de activaciéon del proceso de migracion para cada pelicula (6,
8y 10 % de timol)

Muestra  Ea (kJ mol?)

6% timol 159+1,4
8% timol 195+0,2

10% timol 148+1,0

En la tabla 9.6 se informan los porcentajes de migracion correspondientes a las
muestras a 40 °C. Los mismos se acercan a valores cercanos al 100%, mientras
gue el porcentaje fue cercano a 90% para 25 °C y a 80% para la temperatura
mas baja. En este ensayo se obtuvieron valores muy cercanos al 100% de timol
incorporado, a diferencia de la extraccion de la seccion 9.2, donde hacia el final
de la misma quedd un porcentaje retenido. Los tiempos de liberacién son muy
cortos, debido al gran poder extractivo del simulante y al mismo tiempo, a la baja
capacidad de la pelicula de retener el timol. Después de las 5 horas, se retuvo
10% de timol. Y en las temperaturas mas bajas, en el equilibrio permanecio una
cantidad similar de timol, que podria actuar como reserva para prolongar la
actividad antioxidante.

Tawakkal et al. (2016) ensayaron muestras de PLA con timol en simulante
graso a diferentes temperaturas y también obtuvieron una liberacién cercana al
100% del activo para temperaturas superiores a 30 °C.

La velocidad de liberacion del antimicrobiano es un aspecto importante a
considerar para que el material sea apto para la proteccion de un alimento. La
difusion de los antioxidantes se debe mantener de manera tal que siempre haya
timol activo presente, dado que la concentracién del activo en la superficie del
alimento debe estar siempre por encima de una concentracién minima para que
ésta sea una barrera efectiva (Bastarrachea et al. 2010). La cantidad de activo
gue migra hacia el alimento debe cumplir con la reglamentacion de envases
alimentarios, por ejemplo, los limites de migracion total. En el caso de envases
con capacidad mayor o igual a 250 ml, esta migracion no debe superar 50 mg/kg

de simulante (GMC/Mercosur, 1996). Por estos motivos, existen estrategias para
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modular la velocidad con la que se libera el activo, con el fin de alcanzar el efecto
deseado y cumplir con las reglamentaciones. Estas estrategias podrian ser
aplicadas en las peliculas de levadura debido a que la liberacién es muy rapida
en el simulante graso. La encapsulacién de los activos es una forma de agregar
una barrera adicional para que disminuya la liberacion de un compuesto de
interés. Li et al. (2018) propusieron incorporar al timol en complejos de inclusion
(ciclodextrinas) en peliculas de gelatina y lograron de esa forma extender de 38

a 235 horas la migracion total desde la matriz.

Tabla 9.6 Datos del proceso de migracion en simulante graso a 40 °C

% de Migracién

Tiempo
(minutos) 6% Timol 8% Timol 10% timol

10 12+2 12+2 12+1
30 16+2 20+1 19+6
60 31+3 315 46 £5
300 98+7 90 + 10 90 +13
720 94 +5 93+4 89+2

1440 9+1 92+5 89+1

2880 92+2 ~100 ~100

7200 ~100 97 +3 ~100

También se lograron otros efectos interesantes, como el aumento de la
dispersabilidad del compuesto en la preparacién de gelatina, la reduccion de las
pérdidas por evaporacion, inactivacion por oxidacion o calentamiento excesivo
(Hill et al.,, 2013) y disminuir la influencia del marcado flavor del timol,
manteniendo las caracteristicas sensoriales del alimento y pudiendo ser aplicado
en una gama mas amplia de productos. Si aun asi no se alcanza a proteger el
perfil sensorial del alimento, se ha propuesto la combinacién de los activos con
compuestos aromaticos comunmente utilizados en la industria, como vainilla,
frutilla, banana, entre otros (Gutiérrez et al., 2009).

Por su parte, Mastromatteo et al. (2009) confirmaron que la velocidad de
difusion del timol en peliculas de zeina de maiz hacia el medio externo podia
controlarse a través del espesor de la pelicula o mediante la conformacién de

envases bicapa o multicapa de distintas polaridades. En ambos casos, el camino
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gue debe recorrer el aditivo para pasar del envase a la interfase es mucho mas

largo y es por este motivo que el proceso se desfavorece.
9.7 Capacidad antioxidante del timol liberado

El ensayo de capacidad antioxidante se basa en la reduccion del radical en
presencia de compuestos con potencial antioxidante. No est&4 descripto con
exactitud el mecanismo por el cual estos compuestos reducen al radical, aunque
se ha propuesto que el cation radical se forma activamente por la presencia de
compuestos donantes de atomos de hidrégeno o electrones (Nenadis et al.,
2004) como los compuestos fendlicos (Cerretani y Bendini, 2010). El radical
ABTS'™ tiene coloracion azul y posee una absorbancia méxima a 734 nm,
mientras que cuando éste es reducido por la presencia de un antioxidante, se
vuelve incoloro. Por lo tanto, cuanto mayor sea el poder antioxidante del
compuesto a estudiar, mayor sera el grado de decoloracion de las muestras. El
resultado final del ensayo variar4 de acuerdo a distintos parametros, como la
concentracion del antioxidante y la duracion de la reaccion inhibitoria del catién
radical, que se tienen en cuenta para determinar la actividad antioxidante.

Una sustancia sera mas antioxidante cuanto menor sea su ICso, porque
requiere menos cantidad de la misma para lograr evitar la oxidacion (Zhu et al.,
2011). Conocer este parametro es util, para comparar la capacidad del timol de
retardar o prevenir la oxidacion respecto de otras moléculas, cuyas capacidades
antioxidantes son ampliamente conocidas, como es el caso de los fenoles o
polifenoles (Re et al., 1999).

La actividad antioxidante del timol liberado por la pelicula fue determinada
para comprobar que la concentracion liberada posee dicha actividad. El ensayo
se llevo a cabo una vez calibrada la absorbancia de la solucion B (0,702) a 734
nm y se midieron los extractos de migracién provenientes del simulante
graso. Los resultados mostraron un incremento en la capacidad antioxidante a lo
largo del tiempo, que se condice con una mayor concentracién de timol en el
extracto. Las muestras con 10% de timol tuvieron la mayor decoloracion para las
condiciones estudiadas y por lo tanto una mayor actividad antioxidante. Al
realizar los ensayos se control6 también que el medio simulante no interfiriera en
la determinacion de la capacidad antioxidante (95% etanol), por lo tanto, la

actividad observada se atribuye exclusivamente al timol.

| 236



Capitulo IX: Caracteristicas de peliculas con timol

Figura 9.2 Actividad de inhibicion de radicales (Radical Scavenging Activity,

RSA) del timol que migro desde la pelicula hacia el simulante graso
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Se muestran los datos experimentales para las tres concentraciones de timol (6, 8 y
10%) y tres temperaturas (5, 25y 40 °C). Las curvas corresponden al mejor ajuste

posible con una funcion exponencial simple.

Debido a la buena correspondencia entre la medicién de la actividad antioxidante

y la cuantificacion de la migracion, se puede proponer la medicion de la primera
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como alternativa al estudio de migracion. De esta manera ademas de cuantificar
de manera indirecta a la sustancia migrada, se conoce también directamente su
poder antioxidante.

La actividad inhibitoria de radicales (RSA) en funcién del tiempo para cada
temperatura estudiada puede ser observada en la figura 9.2. En las tres
temperaturas, la maxima RSA que se alcanzo fue cercana a 90%. El efecto de
la temperatura en la liberacién del timol puede ser observado en el grafico de
RSA, ya que disminuy06 el tiempo necesario para alcanzar la maxima actividad.
Este nivel de RSA es un resultado muy positivo ya que, si bien el timol es
rapidamente liberado al medio, la actividad que tiene el mismo para la inhibicién
de promotores de oxidacion es muy fuerte y perdura en el tiempo.

Se realiz6 una comparacion del ICso obtenido en este trabajo con lo
informado en la bibliografia y se encontr6 una concordancia con el valor
publicado en el trabajo de Badanai et al. (2015). La concentracién de timol
requerida para disminuir al 50% (ICso) la absorbancia maxima (0,714) obtenida
fue 1,68 + 0,06 mg ml* mientras que en el trabajo consultado fue 1,39 mg ml2.
Las condiciones del ensayo realizado en el trabajo de Badanai et al. (2015) son
comparables a las utilizadas en este trabajo.

Altiok et al. (2010) probaron las propiedades de peliculas de quitosano con
aceite de tomillo (formado principalmente por timol y carvacrol) para posibles
aplicaciones en la curacion de heridas. Pudieron comprobar la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los activos en la piel a partir de la migracion de
los mismos. De esta manera puede obtenerse un doble beneficio por la
incorporacion del aceite de tomillo.

Se ha comprobado que existe una relacion lineal entre el contenido de
compuestos fendlicos y la capacidad de proteccion de la oxidacién en infusiones
de plantas medicinales (Huang et al., 2011; Katalinic et al., 2006). Se sabe que
a medida que aumentan los anillos de carbono en la molécula y el nimero de
grupos -OH unidos a ellos, el poder antioxidante se incrementa (Kim et al., 2004).
La naturaleza antioxidante del timol se debe a su habilidad en la neutralizacion
de radicales, en la descomposicién de perdxidos y de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Ramos et al., 2014). Tiene la capacidad de donar atomos de

hidrogeno a radicales peroxilo para producir especies estabilizadas y, en
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consecuencia, obstaculizar la propagacion de la rancidez oxidativa en alimentos
de caracter lipidico (Masteli¢ et al., 2008).

Las peliculas de levadura con timol podrian utilizarse en contacto con
alimentos para retardar la oxidacion de alimentos. Asi, mediante la liberacién
continua del timol durante almacenamiento y distribucion, las mismas podrian
prolongar la vida atil de los alimentos al evitar cambios de color de pigmentos y
disminuir la autooxidacion de lipidos, que son causas importantes de deterioro,
afectando tanto a la calidad nutricional como la sensorial (Manzanarez-Lépez et
al., 2011).

9.8 Conclusiones del capitulo IX

De acuerdo a los ensayos de migracion realizados, se observo que la polaridad
del migrante, la matriz y el alimento o simulante, son factores cruciales al
momento de estudiar fendmenos difusivos y determinan en mayor medida su
aplicacioén tecnoldgica. Las muestras de peliculas de levadura no soportaron el
contacto con el simulante acuoso, las peliculas en principio no son aplicables
para fines que involucran el contacto con productos acuosos, salvo que sea
desable el colapso de su estructura para dosificar un determinado compuesto en
contacto con un medio acuoso. Por ejemplo, las capsulas blandas, preparadas
habitualmente a base de gelatina, liberan su contenido en el tracto digestivo.

En el simulante graso las probetas no sufrieron alteraciones y la liberacion
del timol se efectud rapidamente. La disponibilidad del timol con una actividad
RSA de 80 % a 25 °C de temperatura, se alcanzé a partir de las 5 horas en las
muestras de 8 y 10 % de timol, lo que significé una alta disponibilidad de timol
en el medio lipofilico. La migracion de timol podria ser disminuida utilizando
barreras adicionales, como multilaminados, para prologar su permanencia en la
pelicula. No obstante, es importante destacar que el timol hallado en los
extractos de migracién poseia una alta actividad para la proteccion de sustancias
susceptibles de oxidacion. A temperaturas mas bajas, la pelicula de levadura
tuvo la capacidad de retener una parte del timol incorporado. Es factible la
aplicabilidad de las peliculas de levadura con activo para extender la vida util de
alimentos o de los principios activos de caracter lipidico, pero no para productos
acuosos por el colapso de la estructura.
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Capitulo X: Peliculas de levadura residual cervecera

10.1 Introduccién

La reutilizacion y puesta en valor de las corrientes residuales de las plantas de
produccion de alimentos han sido y son parte de los desafios mas importantes
de la ingenieria alimentaria, de manera de contribuir a una produccion mas
limpia, disminuir los costos de tratamiento de las corrientes con gran demanda
guimica y bioquimica de oxigeno y revalorizar los desechos, a través de su uso
en aplicaciones de interés tecnoldgico. Como en otras disciplinas, se habla de
produccién verde cuando los materiales utilizados son amigables con el medio
ambiente, cuando los efluentes son adecuadamente tratados y minimizados y el
impacto global de la produccion y la explotacion de recursos es sostenible en el
tiempo y en el ambiente (Anastas y Zimmermann, 2007). En el caso de la
industria cervecera, la biomasa residual del proceso de fermentacion esta
compuesta mayormente por células de levaduras, restos de ltpulo, de la cebada
malteada y de los adjuntos cerveceros utilizados en la produccion.

Los productores cerveceros pueden reutilizar, en promedio, 3 a 5 veces la
levadura para realizar la fermentacién. El limite de reutilizacion es de 8 a 10
veces y no es posible reutilizar el fermento por més ciclos debido a que las cepas
de levadura se degeneran y la produccion de etanol no alcanza los niveles
deseados. Al mismo tiempo, los productos secundarios producidos por las
levaduras después de varios ciclos de reuso pueden no ser los deseados
inicialmente, afectando el aroma y el sabor del producto (Loviso y Libkind, 2018).
La levadura residual se obtiene de la planta de produccion como un efluente con
12-18% de materia seca luego de la fermentacion, proceso que se extiende de
1 a 2 semanas, dependiendo del tipo de cerveza a producir y la levadura que se
utiliza. La levadura residual seca se utiliza en la alimentacion de animales
rumiantes con un previo desamargado (Suarez-Machin y Guevara-Rodriguez,
2017; Ferreira et al., 2010) y también se ha propuesto para la dieta de peces
(Oliva-Teles y Goncalves, 2001). El vertido en desagies solo puede realizarse
con un tratamiento previo debido a la gran cantidad de materia organica en el
efluente. Es por esto que, frente al auge de producciones artesanales y los
elevados volumenes de produccion industrial, los estudios tendientes a la

promocién de nuevas aplicaciones del residuo son de gran relevancia. En este
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capitulo se describira el uso de levadura residual cervecera, a la luz de los
resultados obtenidos anteriormente para la levadura panadera.
En este capitulo describira la preparacion y se informaran los resultados de

la caracterizacion de peliculas a partir de levadura residual cervecera.
10.2 Analisis de la levadura residual antes de la preparacion de peliculas

Luego de la recepcion de la levadura residual, la misma fue almacenada en
condiciones de refrigeracion hasta poder procesarla, usualmente de 4 a 5 dias
después de recibida. Se realizaron determinaciones de proteinas e hidratos de
carbono libres en el sobrenadante de centrifugacion con el objetivo de analizar
la presencia de compuestos acompafiantes que podrian actuar como
plastificantes, asi como de proteinas libres, que podrian ser un indicador
indirecto de la conservacion de la integridad celular. La cantidad de hidratos de
carbono en el sobrenadante fue 44 + 2 g I'*, mientras que la cantidad de proteina
disuelta fue 1,05+ 0,06 g I't. La conservacion de la levadura es clave para
obtener peliculas de biomasa de buena calidad, las proteinas son componentes
importantes en la formacion de la pelicula, tal como se observo en los resultados
de los capitulos 11, VI 'y VII. Incluso las enzimas liberadas luego de la ruptura,
con el tiempo suficiente, podrian afectar significativamente la estructura de la
pared celular, fragmentandola de manera negativa para la produccion de
peliculas. Luego de 7 dias de congelacion, sin ningun tipo de aditivo protector
mas que los carbohidratos del medio con el que proviene la levadura, la cantidad
de proteina en el sobrenadante pasé a 8 g I'*. Dado que la congelacién puede
lesionar las células, liberandose contenido citoplasmaético, entre ellas enzimas,
no seria adecuado realizar esto sino procesar la levadura lo antes posible.
Algunas patentes y estudios promovieron el uso de fracciones levadura de
cerveza residual para la produccién de peliculas y recubrimientos (Kasai et al.,
2001 y Kirin Beer Kabushiki Kaisha, 2002). En estas propuestas, se propuso la
eliminacién del material soluble intracelular y la utilizacion exclusiva de la pared
celular para preparar las peliculas. Los propietarios de la patente y los
investigadores argumentaron que el material intracelular no es capaz de formar
peliculas e incluso, que dificulta su formacion. Si la levadura residual se

encuentra muy lisada y con plena actividad enzimatica, al tener un grado elevado
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de hidrdlisis las proteinas pierden la capacidad de formar la red necesaria para

la formacion de peliculas.

Figura 10.1 Células de levadura vistas al microscopio 6ptico (400x)

Vacuolas

La densidad del sobrenadante (mosto remanente), luego de centrifugar la
levadura cervecera, fue de 1016 kg m= debido a una buena cantidad de
compuestos en solucién. Las levaduras residuales provenian de mostos con
densidades superiores a 1070 kg m3. La diferencia entre ambas densidades se
debié a la atenuacién que produjo la levadura para la produccion de alcohol
durante la fermentaciéon. En la figura 10.1 se observan células de levadura S.
cerevisiae residuales del proceso de fermentacion de la cerveza. Estas células
fueron analizadas utilizando un equipo de dispersion estatica de la luz. Los
tamafios promedio de las poblaciones principales en fracciones namero y
volumen fueron mayores a los informados en el capitulo Il para levadura
panadera (figura 10.2). Mientras que el didmetro promedio D[4,3] informado
previamente para la levadura panadera fue 5,5+ 0,1 uym, en el caso de la
levadura residual fue 15,4 £ 3,4 um (con la poblacién atribuida a levaduras
centrada en 8 um). Es probable que la diferencia se deba a los estadios de
crecimiento de unas y otras células. Volviendo a la figura 10.1, la poblacién de
células de levadura residual muestra células grandes con vacuolas de reserva

gue ocupan gran espacio, lo que es habitual en células maduras (Chan y
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Marshall, 2014). El desarrollo de las células puede modificar la composicion de

las mismas, alterando la relacion de polisacéaridos, proteinas, fosfolipidos y

acidos nucleicos. Saksinchai et al. (2001) analizaron la composicion de

levaduras Saccharomyces uvarum (cervecera) y Saccharomyces cerevisiae

(panadera) y encontraron un mayor contenido de acidos nucleicos y de hidratos

de carbono (informados como glucosa) en la levadura residual de cerveza.

Figura 10.2 Distribuciones de tamafios de particulas de dispersiones de

levaduras residuales: A) distribucion en fraccion de numero de particulas

respecto del total y B) distribucion en fraccion de volumen de particulas respecto

del total
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Las diferentes lineas en cada figura corresponden los triplicados realizados.

En la figura 10.2 se observa que las distribuciones se encuentran centradas en

4 um, en el caso de la distribucién en fraccion nimero (figura 10.2A), y en el caso
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de la distribucion en fraccion volumen (figura 10.2B) se observan dos
poblaciones, una centrada a 8 um y otra de mayor tamafo, centrada a 55 pum.
Se utilizé ultrasonido de baja potencia, disponible en el equipo de medicion de
tamanos de particulas (20% de amplitud, 35W), para comprobar si la poblacion
de mayor tamafio correspondia a agregados, que pueden ser disgregados con
la aplicacion de ultrasonido. No obstante, la poblacion de mayor tamafio continuo
presente. Esta poblacién podria corresponder a pequefios restos de granos,
lGpulo, presentes en el medio de crecimiento de las levaduras que fueron
arrastrados y no removidos. Aun asi, la poblacién atribuible a las levaduras, es
de mayor tamafo que la de levadura panadera informada en el capitulo .
Como se puede ver, comparando los sobrenadantes iniciales de las
dispersiones tal cual de levadura panadera y cervecera (dispersion y residuo, en
cada una), estas ultimas tuvieron mayor absorbancia en el rango de longitudes
de onda analizado (figuras 10.3 Ay B). Los lavados de la levadura residual son
importantes a la hora de disminuir el color del sobrenadante. La determinacion
de la cantidad de lavados a realizar se hizo a través de la absorbancia total. Con
el tercer lavado se alcanzo el nivel mas bajo de absorbancia en el sobrenadante
de la levadura residual (figura 10.3A), después de este lavado la absorbancia se
incrementd, probablemente debido a la hidratacion y a la ruptura de células. Un
namero mayor de lavados de la levadura residual no trajo aparejado ningun
beneficio adicional por sobre la eliminacién de los restos del mosto, incluso
podria producir la pérdida de compuestos citoplasmaticos, dado el aumento de
turbidez observado en el cuarto lavado. Es por esto que la cantidad de lavados
a realizar se fij6 al minimo necesario. En el caso de la levadura panadera (figura
10.3B) con el primer lavado se alcanzo6 el nivel mas bajo de absorbancia y luego

de esto, la absorbancia se increment6.
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Figura 10.3 Gréficas de la absorbancia en funcion de la longitud de onda del

sobrenadante de cada lavado de: A) levadura residual y B) levadura panadera
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10.3 Color de las peliculas preparadas con levadura residual

El color de la levadura residual fue muy diferente de la levadura panadera desde

su recepcion. Si bien los lavados son efectivos para eliminar la mayoria de los
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restos del mosto cervecero, como cebada malteada y lapulo, no tienen un efecto
sustancial en la disminucion del color de la levadura residual. Las peliculas
realizadas con la levadura residual lavada tres veces tuvieron un aspecto
amarronado, a pesar de seleccionar levaduras de las variedades Honey y Golden
gue son de las variedades mas claras. La figura 10.4 muestra el color de las
peliculas de levadura residual y en la figura 10.5 se observa un analisis de
componentes principales realizado con las coordenadas L*, a* y b* de la escala
CIELab. Los puntos en la figura representan a cada una de las muestras y el
biplot incluye la direccion de cada una de las coordenadas.

Figura 10.4 Fotografia de las peliculas obtenidas en las placas a partir de
levadura residual: A) peliculas en placas de Petri y B) pelicula despegada de la
placa
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Figura 10.5 Grafica biplot del analisis de componentes principales (L, a 'y b) de

color de muestras de peliculas de levaduras panaderas y residual cervecera
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Tabla 10.1 Valores de la escala de color CIELab para las peliculas de levadura
residual. La diferencia de color AE esta dada en funcién de la distancia

geomeétrica con los valores de la muestra de levadura panadera

Muestra % % %
(Lado opaco) L a b AE
Lev. panadera pH6 a a a
2506 de Glicerol 849+1,0 04+0,28 253%21
Lev. residual pH 6 b b be a
15% Glicerol 751+3,1 42+15° 341+4,0" 10,2+45
Lev. residual pH 6 b ab ab a
2506 Glicerol 78,2 +3,0 30+£1,3%° 30,445 7,0£3,0
Lev. panadera pH11
25% de Gilicerol 80,6 £2,0 06+x06 306=x19
(comparacion)
Lev. residual pH 11 d c d b
15% Glicerol 58,4 +2,3 125+1,4° 425+0,3° 28,622
Lev. residual pH 11 680+35  69+20° 393+28¢ 183+47°

25% Glicerol

Letras diferentes en una misma columna indican una diferencia estadisticamente
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Se observa con facilidad que las muestras se distinguen segun su origen,
levadura panadera o residual, y dentro de cada uno de estos grupos, el pH
produce también un efecto significativo. El efecto del glicerol no es tan marcado
como el del pH. En la tabla 10.1 se observan los valores de los parametros L*,
a* y b* de cada una de las muestras. Los valores de AE corresponden a la
distancia geométrica con respecto de la levadura panadera a pH 6 a 25% de
glicerol, que es la condicién de la que se partié en capitulos previos. Se puede
observar una diferencia evidente en el color de la residual respecto a la panadera
tanto a pH 6 como a 11, siendo a pH 11 el cambio mas intenso. En general,
existe cierta preferencia a que las peliculas utilizadas para el envasado de
alimentos sean translucidas, para que no afecten la observacion del producto.
Aunque, como se coment6 en el capitulo VII, esto depende también de si el
alimento debe ser protegido de la exposicién a la luz o no. Existen diferentes
ejemplos en la bibliografia de produccién de peliculas con color ambar o
amarronado, sin que esto implique un detrimento a su aplicacion. Las peliculas
producidas con proteinas generalmente van desde las transparentes, pasando
por un pélido amarillo hasta un color marrén intenso (Sobral et al. 2008). Aunque
también los polisacaridos pueden dar peliculas muy amarronadas como las
mostradas por De Moraes et al. (2013) en un trabajo donde obtuvieron peliculas
de almidén de mandioca a través de tape-casting. El color de las peliculas no es
una limitacién sino en muchos casos una caracteristica favorable: se han
publicado diversos trabajos en los que el cambio de color de la pelicula se utiliza

como indicador del cambio de pH (Musso et al., 2016; Yoshida et al., 2014).

10.4 Degradacion térmica, hidratacion y caracteristicas mecéanicas de

peliculas de levadura residual

En los ensayos de degradacién térmica (figura 10.6) no se observaron grandes
diferencias con los valores obtenidos en el capitulo Il para peliculas de levadura
panadera. La mayor velocidad de degradacién se registré cerca de los 300 °C y
la pérdida de peso hasta 300 °C fue muy similar a la de las otras peliculas. Esto
implica que la temperatura de procesamiento por técnicas tales como extrusion
o moldeo por compresién deberia ser la misma recomendada para levadura

panadera, cerca de 150 °C, (las Teo fueron desde 163 °C a 15% glicerol hasta
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141 °C a 35%). Al igual que en las peliculas de levadura panadera la pérdida de
peso inicial corresponde mayoritariamente a la evaporacion de agua.

Al realizar el analisis estadistico de los resultados de traccidn uniaxial (tabla
10.2), el analisis de varianzas mostré que el modulo elastico y la resistencia a la
traccion de las peliculas de levadura residual fueron afectadas en forma
estadisticamente significativa solo por el contenido de glicerol, mientras que, en
el caso de la deformacién a ruptura, tanto el pH como el contenido de glicerol
produjeron efectos estadisticamente significativos (P<0,05). Ambos resultados
apoyaron a los resultados obtenidos en los capitulos previos, donde el pH no
modifico el médulo elastico ni la resistencia a la traccion y si modificé de manera
sustancial la deformacion a ruptura. El modulo elastico y la resistencia a la
traccion de las peliculas con 15% de glicerol fueron similares a las de 25% de
glicerol, pero de levadura panadera. El efecto del pH fue muy importante en la
deformacion a ruptura, tal como fue informado en el capitulo VI, en ambos niveles
de glicerol estudiados. En la tabla 10.2 se incluyeron los resultados informados

en el capitulo VI para facilitar la comparacion.

Figura 10.6 Gréfico de la pérdida de peso y su derivada respecto de la

temperatura de peliculas preparadas con levadura residual
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Tabla 10.2 Propiedades mecanicas de peliculas preparadas con levadura

residual
Modulo elastico Resistenf:,ia 2 Deformacion a
Muestras (MPa) la traccion ruptura (%)
(MPa)
pH 6 - 15% Glicerol 40 £ 32 1,8+0,22 9+22
pH 6 - 25% Glicerol 12 +1° 0,9+0,1° 25+ 3P
pH 11 - 15% Glicerol 38 + 42 1,9+0,12 21 + 3P
pH 11 - 25% Glicerol 11 +1° 0,8+0,1° 36 + 4°
o G(T%anzegrﬁ‘gerol* 42,2+10,3 2,2+0,6 11,4425
(Panadera) 38,0 £8,3 25+0,6 29,1+46

pH 11 — 25% glicerol*

*Se incluyen a modo de comparacion los resultados de peliculas de levadura
panadera a pH 6 y 11 informados en el capitulo VI. Letras diferentes en una misma

columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Las propiedades mecanicas de las peliculas preparadas con levadura residual
fueron diferentes a las de levadura panadera, probablemente por la presencia de
compuestos de bajo peso molecular que acompaiian a la levadura que proviene
de la cerveza. A pesar de realizar los lavados correspondientes para retirar los
compuestos, los resultados indican que existe cierto grado de plastificacion
adicional por sobre el que ofrece el glicerol incorporado, debido a la comparacion
de los resultados de la tabla 10.2 con los obtenidos en las peliculas de levadura
panadera en los capitulos IV y VI. Almomento de realizar estos ensayos se probo
una cantidad mayor de glicerol, que resultdé en exudado y gran absorcion de
agua, dificultando la preparacion de las muestras para los diferentes ensayos,
por lo que se descarto el uso de glicerol por encima del 25%. En las cinéticas de
hidratacion que se realizaron con las muestras preparadas con levadura
cervecera a pH 11 con 25% de glicerol se alcanz6 una hidratacion maxima (h-)
0,72 £ 0,01 (g de agua/g m.s.). La cantidad de agua incorporada en la pelicula
de levadura residual fue superior a la incorporada en peliculas con levadura
panadera, incluso en aquellas a las que se agregd 30% de glicerol, en el capitulo

V se inform6 0,66 g de agua/g m.s.
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En el caso de utilizar levadura residual, el grado de plastificacién adicional
puede ser considerado como un aspecto positivo, disminuyendo la cantidad de
glicerol a incorporar. No obstante, debe ser tenido en cuenta que este grado de
plastificacion adicional trae aparejado también una mayor afinidad al agua, lo
gue de no considerarse al momento de plastificar puede perjudicar la
caracteristica como barrera (al vapor de agua) y al mismo tiempo, el

comportamiento mecanico.
10.5 Conclusiones del capitulo X

De acuerdo a los resultados, es posible utilizar la levadura residual para producir
peliculas, y como fue encontrado para la levadura panadera, el pH alcalino en
las dispersiones tiene un efecto positivo en la deformacion a ruptura, sin
modificar la resistencia a la traccion o el médulo elastico. El color de las peliculas
es Mas oscuro y no se puede disminuir a través de los lavados de la levadura.
Dado que la levadura residual estuvo acompafnada de compuestos plastificantes,
fue necesaria una reducciéon del glicerol incorporado, respecto del porcentaje
utilizado en las peliculas de levadura panadera. Esta reduccion debe ser tenida

en cuenta si se piensa en la aplicacion de las peliculas.
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de las peliculas de levadura

Los resultados informados en la presente tesis permiten confirmar que es posible
obtener peliculas a partir de biomasa de levadura. Esta afirmacion fue
complementada y reforzada por la extensa caracterizacién posterior al analisis
de las dispersiones para la produccion de peliculas. La dispersion de células de
levadura procesada por homogeneizacion, tratamiento térmico vy
homogeneizacion tuvo el mejor desempefio para la produccion de peliculas. Es
importante destacar el hecho de que no es necesario extraer un compuesto
particular para producir peliculas de buena calidad.

Las peliculas presentadas en la tesis poseen caracteristicas mecanicas,
térmicas y de hidratacion similares a las producidas a partir compuestos aislados
o concentrados de fuentes naturales, poseen color ambar (levadura panadera) o
marron oscuro (levadura residual) con cierto grado de transparencia. La principal
ventaja de la produccion de peliculas de levaduras es el uso completo de la
biomasa, ya sea de origen panadero o residual de cerveza. Los puntos débiles
son compartidos, en general, por las peliculas de polimeros naturales que son
muy afines al agua, lo que las hace poco recomendables para aplicaciones que
requieran exposicion a atmoésferas muy humedas o muy secas, debido a que la
fluctuacién en la humedad ambiente altera rdpidamente el contenido de agua en
las peliculas y puede provocar la ruptura de las mismas.

El glicerol fue un plastificante adecuado para las peliculas de biomasa de
levadura. Incremento la deformacion a ruptura y disminuyo el médulo elastico y
la resistencia a la traccion. Por otra parte, incrementd la hidratacion de las
peliculas y la permeabilidad al vapor de agua. La eleccion del contenido de
plastificante a incorporar comprendié6 un compromiso entre las diferentes
caracteristicas. En las peliculas con levadura panadera se seleccion6 25% de
glicerol, mientras que en las preparadas con levadura residual fue necesario un
contenido de glicerol menor (15%) debido al aporte de compuestos de bajo peso
molecular acompafantes en el residuo.

En referencia al comportamiento como barrera al vapor de agua, el trabajo
aporto evidencia acerca de la dependencia del coeficiente de permeabilidad con

el espesor de la pelicula y de la falta de relacion del método de la norma ASTM-
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E96 con este fendbmeno, ya que el mismo efecto fue observado también a través
de la determinacion indirecta del coeficiente de permeabilidad. Se observo una
excelente correspondencia entre el producto del coeficiente de difusién inicial y
la solubilidad del vapor de agua en la pelicula con el coeficiente de permeabilidad
experimental. Efectivamente el efecto no ideal esta relacionado con la fuerte
interaccion entre la pelicula y el vapor de agua y no con la forma de medicion.

El pH 11 de las dispersiones incrementd la deformacion a ruptura de las
peliculas, muy por encima de lo que se alcanzé con las preparadas a pH 6. Una
combinacion de ambas permitié incrementar ligeramente el modulo elastico y la
resistencia a la traccion con la maxima deformacion a ruptura posible. El pH
afecto las interacciones entre las proteinas, como se encontré en el ensayo de
solubilidad diferencial del capitulo VI, y al mismo tiempo, rompid los enlaces alcali
labiles de la pared y solubiliz6 parcialmente los B-glucanos. A partir de los
experimentos realizados es posible concluir que estas situaciones tienen efecto
en forma conjunta en la deformacion a ruptura.

Las peliculas preparadas con combinaciones de las fracciones soluble e
insoluble no tuvieron un mejor desempeio que la biomasa no separada, tanto en
su calidad de barreras al vapor de agua, como en los ensayos mecanicos y en
la degradacion térmica. Cada fraccion aporta caracteristicas diferentes a las
peliculas, que correctamente formuladas, pueden nutrirse de caracteristicas
positivas de ambas. La fraccién soluble aporté compuestos de bajo peso
molecular que plastificaron el sistema, incrementaron la permeabilidad al vapor
de agua y disminuyeron el modulo elastico y la resistencia a la traccion, también
aporta proteinas que favorecen la formacion de la pelicula. La fraccién insoluble
aporté compuestos que incrementaron el médulo elastico y la resistencia a la
traccion. En cuanto a la deformacién a ruptura, la misma se increment6 con la
fraccion insoluble por la solubilizacion de B-glucanos a pH 11 (el incremento no
fue gradual sino abrupto). De las dos fracciones, la insoluble tuvo el menor grado
de hidratacion en el equilibrio. A partir de los resultados, se puede concluir que
no es necesario separar la biomasa para obtener peliculas con un
comportamiento apropiado.

Cabe destacar que de los dos tipos de nanofibras de celulosa estudiados, de
cascara de arroz y la nanocelulosa bacteriana, solo ésta ultima mejoro las

caracteristicas mecéanicas. La incorporacion de nanofibras, en particular la
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nanocelulosa bacteriana, produjo un aumento del médulo elastico y de la
resistencia a la traccion, sin detrimento de la deformacion a ruptura en el rango
de concentraciones explorado. El efecto del pH fue superior al efecto positivo
gue provoco la incorporacion de nanocelulosa bacteriana en la deformacion a
ruptura. La tenacidad a ruptura siguié un comportamiento muy similar al de la
deformacion a ruptura y en las peliculas a pH 11, donde el efecto de la BC sobre
la deformacion a ruptura habia quedado opacado por el pH alcalino, también se
incrementd de manera gradual y de manera estadisticamente significativa. En
muchas peliculas es habitual que el refuerzo incremente el médulo y la
resistencia a la traccion, pero que al mismo tiempo disminuya la deformacion a
ruptura. Con ambas nanoparticulas hubo una ligera disminucion del coeficiente
de permeabilidad al vapor de agua, excepto a pH 6 y 5% de refuerzo de BC,
donde se incrementd ligeramente. Aprovechando el incremento de las tres
caracteristicas mecanicas, podria intentarse la produccion a través de la técnica
de tape-casting, una técnica que permite la produccion de peliculas a mayor
escala, para la proteccion fisica de alimentos y otros productos. Esta técnica de
tape-casting permite la producciéon de una ldmina en forma continua, para
obtener finalmente un rollo del material. Aunque se trate de una aplicacién un
poco lejana para los resultados de esta tesis, el rollo de material podria ser bien
aplicado en ciertas extensiones, como se requiere en los plasticos para
agricultura.

Las peliculas de levadura pueden incorporar timol como antioxidante para
formar un sistema activo. El timol liberado mostré un porcentaje de RSA superior
al 80% en las tres temperaturas estudiadas, mostrando la gran actividad del
compuesto. No obstante, la liberacion del mismo en el medio simulante graso fue
demasiado rapida, por lo que se aconseja utilizar una estrategia de multicapas
para disminuir la velocidad de liberacién del activo y mantener una reserva del
mismo en la pelicula a lo largo del tiempo. Las peliculas pueden ser aplicadas
en alimentos grasos, pero no en alimentos de alta humedad debido al colapso
de la estructura de las peliculas.

Los resultados permitieron verificar la hipotesis de trabajo, tanto la levadura
panadera como la levadura residual cervecera son fuentes posibles de
biopolimeros para la produccion de peliculas. De acuerdo a la aplicacion a la que

se oriente la pelicula podrian ser necesarias ciertas modificaciones que mejoren
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su desempefio. Los datos, ensayos y conclusiones de esta tesis proveen un
panorama amplio para la seleccion de las mejores condiciones.

En la tabla 11.1 se entrega un resumen de aplicaciones potenciales de las
peliculas, sobre la base de los resultados de esta tesis. Algunas de las
aplicaciones potenciales requieren de un desarrollo mucho mas profundo que las
primeras lineas que pueden proporcionar esta tesis. Otras aplicaciones posibles
son ideas que permanecen en el colectivo de quienes trabajan en materiales
biodegradables en esta época. Por eso, pueden parecer a primera vista mas
factibles.

Las peliculas podrian ser aplicadas, por ejemplo, para proteger los cultivos
con plasticos de manera tal de limitar la evaporacion de la humedad del suelo y
mantener cierta temperatura, disminuir el crecimiento de malezas, ordenar los
cultivos y obtener cosechas mas limpias. La practica se denomina habitualmente
acolchado o mulching. Se utiliza polietileno de baja densidad que luego de
cumplir su objetivo debe ser recolectado. Anteriormente esta practica era
realizada con hojas secas, pero podria ser realizado con peliculas cobertoras de
origen biodegradable, que luego de cierto tiempo pueden abonar el suelo si es
gue ademas son compostables. Al mismo tiempo, podrian integrarse con
compuestos no toxicos que limiten el crecimiento de especies perjudiciales para
la planta y faciliten o entreguen ciertos nutrientes para su desarrollo. Dado que
el costo de produccién y la derivacion de potenciales alimentos a otro tipo de
aplicaciones podrian ser limitaciones para la aplicacion de polimeros naturales,
la utilizacion de residuos de industrias alimentarias podria ser una alternativa
mas viable.

En la misma linea de la agricultura, no debe perderse de vista que existen
practicas agricolas antiguas que, renovadas por los desarrollos en el uso racional
de la energia, el agua, los espacios, han cobrado vigor en diferentes partes del
mundo. Es posible que, de continuar su desarrollo en el futuro, los cultivos
hidropdnicos necesiten materiales degradables para la entrega de nutrientes,
gue contribuyan al desarrollo de la planta. Las peliculas biodegradables podrian
ser de gran utilidad también para este fin.

Por otro lado, las peliculas podrian ser Utiles en la proteccion de alimentos o
productos de origen lipidico y su dosificacion. En este trabajo se ha probado que

las peliculas pueden incorporar antioxidantes y liberarlos en matrices
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hidrofébicas. Las levaduras han sido bien vistas como encapsulantes naturales
de aromas y colorantes en diferentes trabajos de la bibliografia y podrian tener
una buena aplicacién para ello. De ser necesario puede ajustarse la presion de
ruptura a una menor presién para conservar la estructura de saco de la pared
celular y disponer también de ella para la proteccion del activo.

Respecto de su uso en capsulas, podrian contener productos de baja
humedad y/o de alto contenido de lipidos. Si se utilizara para contener
probidticos, podrian emplearse como material de capsula para reemplazar la
gelatina, especialmente en aquellos grupos que no aceptan los productos de
origen animal. La levadura podria actuar ademas de cubierta protectora, como
alimento de los probidticos, es decir, como prebidtico. Esta aplicacion se
adecuaria muy bien para compuestos con sabor amargo, no requiriendo en ese
caso el desamargado de la levadura antes de la elaboracion de la cubierta, pero
si se trata de productos sin sabor o de sabor agradable es necesario un proceso
de desamargado para cubrir y contribuir en este caso a una mayor aceptacion
del producto por parte de los consumidores.

Si bien no se trata de envases en si mismas, otras aplicaciones posibles para
las peliculas comprenden el uso para la liberacién de compuestos de aplicacion
topica o farmacos de via oral. Las peliculas se podrian utilizar en el tratamiento
de heridas, aprovechando la caracteristica de los B-glucanos de favorecer la
recuperacion y regeneracion de las heridas. Para la aplicacion de estas peliculas
se recomienda utilizar la menor cantidad de plastificante que asegure una buena
manipulabilidad de las peliculas, buena deformacion a ruptura y al mismo tiempo,
la menor hidratacién posible. En orden de cumplir con estas condiciones, podrian
aplicarse peliculas preparadas con la fraccion insoluble y explorarse de ser
necesaria la modificacion del pH de las dispersiones a 11 para ser aplicadas
sobre la piel. Por otro lado, las peliculas de levadura se podrian aplicar para la
entrega de farmacos por via oral en pacientes que no pueden deglutir pildoras,
de manera de facilitar la administracion. Al igual que en otras aplicaciones, podria
ser necesario el desamargado y en este caso, el colapso de la pelicula por
hidratacion podria ser deseable, por lo que la incorporacién de glicerol no seria
un problema.

Las peliculas preparadas por moldeo no tuvieron una gran deformacion a

ruptura. Aunque los resultados propuestos en este trabajo evidencian la
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necesidad de profundizar en la optimizacion de la obtencién de peliculas por esta
via, podria considerarse la produccion de contenedores rigidos, asi como
también utensilios y vajilla, a través de la combinacién con las cascaras de arroz
(en una proporcién mayor a la estudiada en este trabajo) para lograr un mayor
maodulo elastico y una mayor resistencia a la traccion a bajo costo. Existen varios
ejemplos de produccién de vajilla a partir de polimeros naturales, por ejemplo,
en Chile (BioGusto), Alemania (Leaf Republic), Pert (Qapac Runa), Colombia
(LifePack), Israel (Jolybar Ecojo), entre otros, asi como de material para
empacado de productos en general (Ecovative, Estados Unidos). La Agencia
Ambiental Noruega publico un informe en el que realiza una revision de las
aplicaciones actuales de plasticos biodegradables en las que se lista la vajilla
para alimentacion (Norwegian Environment Agency, 2018). Para estas
aplicaciones de corto tiempo podrian ser necesarias modificaciones superficiales
de bajo costo que repelan las gotas de agua, como la superhidrofobicidad. El
desafio es que esta condicibn sea alcanzada también con materiales
biodegradables.

Las aplicaciones propuestas constituyen un punto de partida para nuevos
trabajos. Las aplicaciones comerciales dependen, no solo de la viabilidad técnica
de las mismas, sino también de aspectos comerciales y de los contextos
sociales. Aun asi, son soluciones posibles a diversos problemas presentes en la
sociedad con los que se pretende contribuir desde los resultados de esta tesis.
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Tabla 11.1 Aplicaciones potenciales de peliculas de biomasa de levadura

Aplicaciones Peliculas posibles Comentarios Antecedentes
El secado de las peliculas se debe realizar a baja temperatura para evitar la
disminucién de la viabilidad del probiético y es necesario analizar que el Kanmani v Lim. 2013
Cépsulas para contener Peliculas HTH de levadura probidtico esté viable al llegar al intestino. Se debe evitar la exposicion a Peliculas ge puI'uIano y
probiéticos: Reemplazo panadera con 20-25% de condiciones de alta humedad relativa. El porcentaje de glicerol se puede almidén con probiéticos
de la gelatiha de origen glicerol. reducir en las peliculas de levadura residual cervecera por el contenido de Tapia et al., 2007 '
animal y suministro de Peliculas HTH de levadura azicares. Peliculas con.:alginat.o y
prebiotico residual con 15% de En caso de necesitar que la capsula sea apta para celiacos se debe utilizar pululano con
’ glicerol. levadura panadera. En los paises en los que esta permitido realizar cerveza bifidobacterias
con maiz, también podria utilizarse levadura residual, evitando la '

contaminacion cruzada con fuentes TACC.

La actividad RSA% al 8% de timol fue similar a la obtenida al 10% y superior
. : Peliculas HTH con 20-25% al 90% en condiciones de refrigeracion del simulante etanol, por lo que la
Cépsulas para aceites de : o . - I ; . . . i
chia, pescado: de gllcgrol y 8(o,de tlmgl. El a.ct|V|dad ant|QX|dante estaria g_arantlzad_a. Deberia estudiarse la reduccu_)n del
' o aceite también podria timol para evitar el sabor invasivo del mismo en el producto. Se debe evitar la
Reemplazo de la gelatina " I : . .
de ori . encontrarse en forma de exposicion a condiciones de alta humedad relativa. Se deberia analizar
e origen animal. - . ) ; . i
emulsion en la pelicula. también la necesidad de desamargar la levadura para mejorar la aceptabilidad
sensorial del producto.

Bao et al. (2009).
Peliculas de gelatina con
nanoparticulas de
guitosano con polifenoles
de té.

Al tratarse de un alimento soélido el coeficiente de difusiébn deberia ser mas

bajo y la velocidad de migracion sera mas lenta. Deberia estudiarse la Dyshlyuk et al., (2018),
Peliculas para envasado . reduccion del timol para evitar el sabor invasivo del mismo en el producto y Patente. Aplicacién de
. Peliculas HTH con 20-25% . . o~ . S i . ’ .
de margarinas y . . ademas para cumplir con los limites de migracién total del codigo alimentario. una pelicula
de glicerol y 8% de timol. . X : . .
mantecas. Al mismo tiempo se debe analizar la calidad de barrera ala luz UV y al biodegradable para la
oxigeno de las peliculas. Se deberé evitar la exposicion a condiciones de alta  proteccion de manteca.
humedad relativa.

Peliculas con fraccion
Peliculas para insoluble 25% de glicerol
tratamiento de heridas  (analizar si es necesaria la

aplicacion pH 11).

Se aprovecha la caracteristica de los B-glucanos de favorecer la recuperacion Pe?gjgféfkéi\%ﬁ% B-
de la piel y se elimina fraccién soluble para disminuir la hidratacion (Se debe lUCano — quitosano para
profundizar en estudios que certifiquen esta capacidad). Podrian incorporarse 9 la recu qeracic')n dg
agentes activos que contribuyan a la recuperacion de las heridas. . P .
heridas en animales.
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Aplicaciones

Peliculas para siembra y
proteccién de cultivos.

Envases rigidos:
contenedores y vajilla
descartable.

Envases rigidos: cajas
para productos
congelados.

Dosificacion de
productos.
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Peliculas posibles Comentarios Antecedentes

Dado que la aplicacién en la tierra mediante una maquina somete a la pelicula Ma et al. (2016). Peliculas
a esfuerzos de traccién, se recomienda la formulaciéon con mayor médulo, a partir de residuos de
resistencia a la traccion y deformacién a ruptura. Se deberian profundizar los fermentacion del acido
ensayos de desintegracion en tierra y compostabilidad de las peliculas. citrico.

Peliculas HTH con 20-25%
de glicerol (pH 11) y 5% de
Nanocelulosa Bacteriana.

Peliculas moldeadas por
compresién con 15% de
glicerol (reforzar con fibras
0 cascaras muy por encima
de los valores usados en
esta tesis para incrementar
el modulo elastico y la
resistencia a la traccion).

Dado que la aplicacion no requiere de gran deformacion a ruptura y requiere
de gran resistencia y modulo se recomienda la preparacion a través de
moldeo por compresién, pero incorporando carga en mayores niveles que
esta tesis (cascaras de arroz micronizadas, por ejemplo). Se deben
profundizar los estudios en esta linea. El porcentaje de glicerol podria
reducirse de acuerdo a los resultados de estos estudios.

BioGusto (Chile). LifePack
(Colombia).

Peliculas moldeadas por
compresién con 15% de
glicerol (reforzar con fibras
0 cascaras muy por encima
de los valores usados en
esta tesis para incrementar
el médulo elasticoy la
resistencia a la traccion).

Al igual que en la aplicacion anterior se recomienda la preparacion a través de
moldeo por compresién, pero incorporando carga en mayores niveles que
esta tesis (cascaras de arroz micronizadas, por ejemplo). Dado que la
exposicion al agua podria debilitar la estructura, pero la misma es por corto
tiempo hasta la congelacion, se podria profundizar en la superhidrofobizacion
de la superficie.

Ecovative (Estados
Unidos)

Takeuchi et al. (2013).
Peliculas para
dosificacion oral con
hidroxipropilmetilcelulosa
con acetaminofeno
(paracetamol).

Se debe analizar la biodisponibilidad del compuesto a entregar por via oral. Es
posible que sea necesario el desamargado para mejorar la aceptabilidad
sensorial.

Peliculas HTH con 20-25%
de glicerol.
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Anexo |

Doce principios de la ingenieria verde

Principio 1. Los disefiadores deben esforzarse por asegurar que todas las entradas y
salidas de materia y energia sean tan inherentemente inocuas como sea posible.
Principio 2. Es mejor prevenir la contaminacion que tratar o limpiar el residuo ya
producido.

Principio 3. Las operaciones de separacion y purificacion deberian disefiarse para
minimizar el consumo de energia y el uso de materiales.

Principio 4. Los productos, procesos y sistemas deberian disefiarse para la maximizacion
de la eficiencia en el uso de materia, energia y espacio.

Principio 5. Los productos, procesos y sistemas deberian estar orientados hacia la
‘produccion bajo demanda” (output pulled) mas que hacia el “agotamiento de la
alimentacion” (input pushed).

Principio 6. La entropia y la complejidad inherentes deben ser consideradas como una
inversion al elegir entre reutilizar, reciclar o rechazar como residuo final.

Principio 7. Disefar para la durabilidad, no para la inmortalidad.

Principio 8. Satisfacer la necesidad, minimizar el exceso.

Principio 9. Minimizar la diversidad de materiales.

Principio 10. Cerrar los ciclos de materia y energia del proceso tanto como sea posible.
Principio 11. Disefiar para la reutilizacion de componentes tras el final de la vida util del
producto.

Principio 12. Las entradas de materia y energia deberian ser renovables.

Texto adaptado de la traducciéon de Gomez - Civicos (2008) sobre la propuesta de Anastas
y Zimmerman (2003).
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Anexo Il

Figura: Ejemplos de curvas esfuerzo — deformacion que fueron analizadas en los

ensayos de peliculas preparadas con dispersiones a distinto pH

Esfuerzo (Pa)

w

N

Peliculas de levadura
con 25% de glicerol
- pH4
—pHB
—-pHY9

pH 11

0,05

0,10 0,15 0,20
Deformacién nominal (adimensional)

0,25

0,30
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Anexo Il

Informe de Ensayo

Solicitante
Razén Social

Direccién
Usuario

Elementos

~ OT N° 00228-00000278 Unico
Pagina 1 de 2

Fecha de Informe: 13/06/2019

UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES

Roque Séenz Pefia 352 (B1876BXD) Bernal, Provincia de
Buenos Aires

Cecilia Porfiri

1 (una) muestra soélida molida remitida por el usuario identificada como:

IDENTIFICACION de
CELULOSAY :
" PAPEL USUARIO
A CASCARA ARROZ 4092 i
N
Determinaciones requeridas ﬂ\\(:;\\‘A

' \

Holocelulosa /;,7 A O
o o)
a-Celulosa oy \Qn\,»
. XM

Lignina insoluble en &cido : Q\?‘Ly‘
Solubles en alcohol-tolueno »C ¢
Fecha de recepcion 07/05/2019
Fecha de ensayo Inicio 13/05/2019

Finalizacion 13/06/2019

‘ \W\ ELSU& \:o«\\w).
b.(h\a; Face oo \“l“‘i“m.
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Metodologia empleada

Holocelulosa

a- Celulosa

ngnma lnsoluble en acido .

~ - Solubles en alcohol-tolueno

ResUItados

OT N° 00228-00000278 Unico

Pagina 2 de 2

Methods of wood chemistry (B.L.
Browning) Vol Il Cap. 19 Il B- Método 3b

Norma Tappi 203 cm-09

Norma Tappi 222 om-11
Norma Tappi 204 cm-17

eiag s L Solubles ey Holoceluilosa Celul I(_'!/Ggér:: :
~ MUESTRA\ | alcohol-toluenio (% | (% base “z%eb“agesa (B S el
¢ ENSAYO ] base muestra: i [ e seca) muestra seca) 'seca libre de
G e = —-oseca). ;i stk
i . FERL Sl e . extractlvos)v
CASCARA o
'ARROZ 4092 e L o 3.0

Los resultados contenidos en el presente |nforme corresponden a las condiciones en las que

- se realizaron las mediciones y/o ensayos

Damel rope

D*‘?. CeJ'J’oéa y P&fe‘)

Fin del Informe_ !




Abreviaturas

% RSA (Radical Scavenging Activity) Porcentaje de inhibicion de radicales.
ABTS®* Cation radical del acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico.
AFM (Atomic Force Microscopy) Microscopia de fuerza atomica.

BC Nanocelulosa bacteriana.

CAM Cascara de arroz micronizada.

D[3,2] Diametro medio de Sauter.

D[4,3] Diametro medio de De Brouckere.

Daparente Coe€ficiente de diffusion de timol desde la pelicula de levadura al medio
simulante para el proceso a tiempos largos.

Diniciar Coeficiente de diffusion de timol desde la pelicula de levadura al medio simulante
para el proceso a tiempos inicial.

Dw®f Coeficiente de difusién aparente y efectivo para el proceso de hidratacion a tiempos
largos.

Dw'" Coeficiente de difusion inicial para el proceso de hidratacion a tiempos cortos.
FA Nanofibras de cascara de arroz.

FTIR (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) Espectroscopia en infrarrojo por
transformada de Fourier.

H Pelicula de levadura preparada con una dispersion con tratamiento de
homogeneizacion.

h«- Contenido de agua en la pelicula en equilibrio.

HT Pelicula de levadura preparada con una dispersion con tratamiento de
homogeneizacién y térmico, en ese orden.

HTH Pelicula de levadura preparada con una dispersion con tratamiento de
homogeneizacion, térmico y homogeneizacion.

INS Fraccion insoluble de la biomasa de levadura homogeneizada, luego de
centrifugacion.

MDSC (Modulated-temperature Differential Scanning Calorimetry) Calorimetria
diferencial de barrido de temperatura modulada.

Pw Coeficiente de permeabilidad de la pelicula al vapor de agua.

SEM (Scanning Electron Microscopy) Microscopia Electronica de Barrido.

SOL Fraccién soluble de la biomasa de levadura homogeneizada, luego de

centrifugacion.
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Sw Solubilidad del agua en la pelicula.
Tg (Glass transition temperature) Temperatura de transicion vitrea.

TGA (Thermogravimetric analysis) Analisis termogravimeétrico.



