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RESUMEN

La generacidn de envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de las
tecnologias que se encuentran en constante estudio en diferentes campos de investigacién e
industrias. El objetivo de esta tesis fue la generaciéon de un nuevo tipo de recubrimiento
biodegradable a base de quitosano, con la incorporacién de acido galico como compuesto
bioactivo puro, o de aceites esenciales derivados de citricos, como mezclas de compuestos
bioactivos. Las peliculas sintetizadas a partir de la evaporacién de agua fueron caracterizadas
mediante ensayos antioxidantes, antimicrobianos, mecdnicos, fisicoquimicos y
espectroscopicos. La optimizacion de la obtencidn de un recubrimiento con las caracteristicas
buscadas fue lograda a partir de la implementaciéon de modelos de superficie de respuesta, y
la optimizacion de las condiciones experimentales para la formacién de las peliculas. Ademas,
se realizaron pruebas incipientes a escala laboratorio sobre ensayos de biodegradabilidad y

aplicabilidad para la conservacion de tomates tipo cherry.

ABSTRACT

The generation of biodegradable packaging with the addition of active principles is part of the
technology that is constantly being created in different fields of research in the industry. The
aim of this study was the generation of a new type of biodegradable material basing on
chitosan, with the incorporation of gallic acid as a pure bioactive compound, or of essential
oils derived from citrus fruits as mixtures of bioactive compounds. Antioxidants,
antimicrobials, mechanics and physics assays were done. Response Surface Methodology was
used to optimize different variables. In addition, incipient laboratory tests on biodegradability

and applicability for the preservation of cherry tomatoes were performed.



RESUMO

A geracdo de embalagens biodegraddveis com a adicdo de principios ativos faz parte da
tecnologia que estd sendo constantemente criada em diferentes campos de pesquisa na
industria. O objetivo deste estudo foi a geracdo de um novo tipo de material biodegradavel a
base de quitosana, com a incorporac¢do de 4cido galico como composto bioativo puro, ou de
6leos essenciais derivados de frutas citricas como misturas de compostos bioativos. Foram
feitos ensaios de antioxidantes, antimicrobianos, mecanica e fisica. A Metodologia de
Superficie de Resposta foi utilizada para otimizar diferentes variaveis. Além disso, foram
realizados testes laboratoriais incipientes sobre biodegradabilidade e aplicabilidade para a

preservagao do tomate cereja.
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ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

CAPITULO 1. INTRODUCCION

PLANTEO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El reino vegetal es, en efecto, una inagotable fuente de recursos naturales renovables. Las
plantas pueden ser consideradas como un eficiente “laboratorio quimico” en el que, partiendo
de diéxido de carbono y agua como reactivos, se produce por fotosintesis una enorme
variedad de sustancias que concentran la energia solar bajo la forma de enlaces quimicos. Las
plantas en su conjunto producen mas de 100.000 sustancias de bajo peso molecular conocidas
también como metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos,
alcaloides, azucares, esteroides, dcidos grasos, etc. (Li, Kong, Fu, Sussman, & Wu, 2020).

La utilizacién a gran escala de materia prima de origen vegetal en general se ve obstaculizada
por su condicion de ser un producto estacional no constante, y por el hecho de tratarse de
una materia prima disponible en concentraciones pequefias en un dado territorio o drea. Esto
hace muchas veces econdmicamente no competitivos a emprendimientos que son
técnicamente factibles. Sin embargo, la actividad puede resultar atractiva a nivel de la
pequeiia y mediana empresa, ya que su procesado introduce valor agregado a la produccién
primaria, y brinda una via alternativa a esa materia prima en caso de caidas bruscas en los
precios de comercializacién del producto primario (Calvo Martinez, 2014).

El desarrollo de estos emprendimientos muchas veces esta condicionado por diversos factores
como lo son los fendmenos climdaticos (cambios climaticos, sequias e inundaciones) que en
general son temporarios, ocasionales, ingobernables e imprevisibles; factores politicos
(restricciones aduaneras, impuestos internos, subvenciones a la produccién, promociones
especiales); factores econdmicos y de mercado (sobreproduccion internacional, aparicion de
nuevas materias competitivas, modas, restricciones de uso, merma de la demanda,
competencia con productos sintéticos, aumento de precios o demanda en cultivos
tradicionales); factores laborales y de competitividad entre los procesos de extraccion del
producto natural y el camino alternativo de sintesis quimica.

En el caso particular de la Provincia de Cérdoba, como otras regiones del pais, la diversidad de
relieves y climas favorece el desarrollo de una gran variedad de productos naturales, las cuales

constituyen una fuente interesante de materia prima para su explotacion.
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ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

Un buen aprovechamiento de los recursos naturales, que genere valor agregado a partir de
desarrollos tecnoldgicos, requiere encontrar respuestas factibles, econdmicas y sustentables
a problemas de extraccidn, separacion, purificacién, conservacion, etc.

Por su parte, los distintos métodos de conservacion de productos naturales pretenden
incrementar su vida util durante el almacenamiento, a partir de la aplicacion de técnicas que
logren impedir alteraciones microbiolégicas del producto y que mantengan su calidad.

La eficacia de los métodos empleados para tal fin depende principalmente del cuidado de la
higiene durante su produccion, siendo su objetivo disminuir la carga microbiana y evitar su
desarrollo (Gonzdlez-Torralba & Alés, 2015; Moreno & Alarcén, 2010; Revenga Frauca, 2011).
Para tal fin, muchos productos naturales son tratados térmicamente, técnica que muchas
veces modifica las caracteristicas tanto sensoriales (textura, sabor y color) como nutricionales
(pérdidas de vitaminas, principalmente) del mismo. Debido a estos efectos adversos del
tratamiento a altas temperaturas, se encuentran en desarrollo procesos no térmicos de
conservacion, como el uso de radiacion ultravioleta, liofilizacidon, deshidrataciéon osmatica,
etc., con menor agresividad que los tratamientos térmicos y tienen la ventaja de ofrecer
productos semejantes a los frescos. Por ejemplo, esta en auge la utilizacion de radiofrecuencia
para inactivar los microorganismos que pueden estar presentes en frutas y verduras,
utilizando temperaturas cercanas a la temperatura ambiente (Trujillo & Geveke, 2014).
Ademads, como otra alternativa de conservacién de productos naturales se incluye el
desarrollo de peliculas de recubrimiento que aislan a los primeros de microorganismos como
de otros agentes externos contaminantes. En ese sentido, estos materiales envoltorios
protegen y alargan la vida util del producto mediante el control de la difusién de gases con su
entorno. Una de las grandes ventajas de este tipo de recubrimientos es la posibilidad de
incorporacidon de componentes bioactivos en la estructura soporte de este. En la actualidad,
existe un creciente interés en la utilizacion de agentes antioxidantes provenientes de fuentes
naturales debido a la amplia potencialidad de sus aplicaciones. Los agentes antioxidantes
naturales tienen la particularidad de proteger a las células constitutivas del producto natural
del estrés oxidativo a través de varias vias. Dado que el estrés oxidativo es responsable de una
gran variedad de enfermedades degenerativas, estos compuestos antioxidantes pueden
contribuir de manera significante al bienestar humano, por lo que la determinacion de las
propiedades antioxidantes de un compuesto es una de las areas de investigacion que ha

tomado alta relevancia en los ultimos tiempos (Kehrer & Smith, 1994).
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La generacidn de radicales libres es un proceso inevitable y continuo, y es parte de nuestro
metabolismo normal. Sin embargo, una sobreproduccién y acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), debido a factores internos y/o externos, puede crear un desequilibrio que
resulta en estrés oxidativo (Gupta & Lakes, 2016). Este dafio oxidativo se acumula con la edad
y conduce al envejecimiento, enfermedades degenerativas, disfuncion cerebral,
aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, enfermedades inflamatorias y hasta cancer
(Chatterjee, 2016). En este sentido, en la actualidad existen un numero importante de drogas
sintéticas que ofrecen proteccidn contra los efectos nocivos del estrés oxidativo; sin embargo,
la mayoria de estas sustancias estdn asociadas a efectos secundarios adversos no deseados
(Adachi et al., 2007). Por ese motivo, durante los Ultimos afos las tareas de investigacion y
desarrollo se han centrado en identificar compuestos antioxidantes que sean clinicamente
potentes con efectos secundarios bajos o nulos, para ser utilizados en terapias preventivas.
Existe un amplio numero de referencias cientificas que respaldan la afirmacién de que una
mayor ingesta de frutas frescas, vegetales o plantas ricas en antioxidantes naturales se asocia
con menores incidencias de enfermedades inducidas por radicales libres como la
aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y ciertos tipos de cancer
(Miller et al., 2015; Valmdrbida & Vitolo, 2014). Por lo tanto, en la actualidad se esta prestando
especial atencidon a los agentes antioxidantes de origen natural, cuyas propiedades se
atribuyen a la presencia de flavonoides, antocianinas y compuestos fendlicos. Un gran nimero
de estos ultimos poseen la capacidad de eliminar especies reactivas como los radicales
superoxidos, hidroxilos y perdxidos lipidicos y de inhibir la peroxidacion lipidica (Celep, Akyliz,
inan, & Yesilada, 2018; Mulero et al., 2015). Estos compuestos fendlicos emergen como
agentes antirradicales fuertes en gran parte debido a sus propiedades redox, que los hacen
donantes eficientes de hidrégeno, agentes reductores y quelantes de metales (Michalak,
2006).

El creciente interés por el cuidado del medio ambiente hace que actualmente las industrias
alimenticias, entre otros tipos de industrias, se encuentren frente al desafio de reemplazar sus
tradicionales envases por otros que sean de origen natural como los biopolimeros,
biocompuestos, etc. Por otra parte, en la actualidad existe en general una mayor exigencia
por parte de la sociedad respecto de las propiedades del producto de consumo. La generacion
de envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de las tecnologias que

se encuentran en constante estudio en diferentes campos de investigacidon e industrias.
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Dentro de todo el universo de alternativas posibles, la utilizacién de biopolimeros como
precursores de envases y/o peliculas, es la quien lleva la ventaja, debido a que éstos son
naturales y biodegradables. Quitosano es un polisacarido lineal, derivado de quitina presente
en el caparazén de insectos y crustaceos, y estd compuesto de cadenas de (-1,4-D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina aleatoriamente distribuidas (Xie, Hu, Wang, & Zeng,
2014). Es insoluble en agua y soluble en acidos orgdnicos tales como acético o lactico (Pillai,
Paul, & Sharma, 2009; Rinaudo, 2006).
El acido gdlico o acido 3,4,5-trihidroxibenzoico es un metabolito secundario presente en
diversas especies vegetales tales como ardndanos, manzanas, lino y en las hojas de té. Se lo
conoce por su natural actividad antioxidativa, ademas de su actividad antimicrobiana
(Aruoma, Murcia, Butler, & Halliwell, 1993; Chanwitheesuk, Teerawutgulrag, Kilburn, &
Rakariyatham, 2007).
Teniendo en cuenta que quitosano tiene capacidad de formar peliculas a partir de puente
hidrégeno, y teniendo en cuenta que la estructura molecular de acido gdlico tiene capacidad
de formar puente hidrégeno u otro tipo de interaccién secundaria, se propone desarrollar
peliculas con actividad antioxidante y antibacteriano a partir de la formacidn de una malla
entrecruzada mediante interacciones cooperativas de estas sustancias con las cadenas de
quitosano utilizando el proceso de “casting”. Ademas, se postula el uso de Metodologia de
Superficie de Respuesta con el objeto de ajustar las variables de sintesis evaluadas en la
formacidn de las peliculas de quitosano.
Para ello, esta tesis presenta como objetivo general la seleccion de componentes bioactivos
extraidos de productos naturales renovables con actividad antimicrobiana, y/o actividad
antioxidante para su utilizacion en la formulaciéon de peliculas de recubrimiento. Para el
desarrollo del objetivo general se propone completar los siguientes objetivos especificos:
- Generar peliculas biodegradables a partir de la combinacidon de quitosano y algun
compuesto activo.
- Analizar el efecto de agentes plastificantes sobre las propiedades fisicoquimicas de las
peliculas obtenidas.
- Estudiar las consecuencias en la modificacidon de las condiciones de reaccion para la
preparacion de peliculas.
- Utilizar la Metodologia de Superficie de Respuesta para generar modelos predictivos

segun el comportamiento que se espere de las mismas.
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Evaluar la incorporacién de aceites esenciales en formulaciones para la obtencion
peliculas de quitosano modificadas.

Considerar aplicaciones de peliculas basadas en quitosano.

A continuacion, se detalla de manera resumida la compilacién de mi Tesis Doctoral con el

objeto de facilitar su lectura y comprension:

En el capitulo 1 se presentard un estudio del arte acerca de los compuestos
involucrados a lo largo de todo el proyecto.

En el capitulo 2 se daran a conocer en lineas generales todos los materiales y ensayos
qgue fueron utilizados a lo largo de la tesis.

Los capitulos 3 y 4 se centran especificamente en el desarrollo particular de una
pelicula a base de quitosano y acido galico, y la generaciéon de modelos de superficie
de respuestas para la obtencién de variables optimizadas.

El capitulo 5 plantea un andlisis exhaustivo de las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de aceites esenciales obtenidos de citricos de dos origenes diferentes,
ademas de su potencial aplicacion en peliculas a base de quitosano.

En el capitulo 6 se analiza los cambios producidos sobre las peliculas cuando el
compuesto bioactivo y el plastificante son modificados.

Por ultimo, el capitulo 7 versa sobre las potencialidades que presentan estas peliculas

para la conservacién de tomates tipo cherry.

ENVASES ACTIVOS

Tradicionalmente, los envases de alimentos se limitaron a proteger a los mismos de cualquier

deterioro que pudieran sufrir por alguna accion externa, al actuar como una barrera fisica

entre el producto alimenticio y el entorno. Sin embargo, en los Ultimos anos, ha aumentado

considerablemente el nimero de consumidores que demandan la ingesta de alimentos de alta

calidad, sin aditivos, sin procesamiento o minimamente procesados y que sean seguros. Como

respuesta a esta necesidad, se ha empezado a trabajar en la modificacién de la mera funcion

protectora de un envase, desarrollando nuevas tecnologias innovadoras, como el envasado

activo. El envase activo se define en el reglamento europeo (CE) N2 450/2009 como un sistema

de envasado que interactua con los alimentos "incorporando deliberadamente compuestos

gue liberarian o absorberian sustancias en el alimento envasado o en el entorno que lo rodea",
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proveyéndolos de funciones adicionales, pero de vital importancia, que van mas alla de la
simple funcién de barrera.

Existen dos tipos de envases activos: aquellos que actian como barrera o como removedores
de sustancias indeseables tales como O, H,0 y COy, los cuales son denominados envases
activos absorbentes, y por otro lado, aquellos envases que cuentan en su composicién quimica
con compuestos bioactivos, los cuales dotaran al material de diferentes propiedades tales
como actividad antioxidante o antimicrobiana, que son denominados envases activos

emisores (Day & Potter, 2011; Devlieghere, Vermeiren, & Debevere, 2004).

COMPUESTOS INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DE PELICULAS A BASE DE
QUITOSANO

QUITOSANO

En la actualidad, se presta especial atencidn a quitosano debido a su gran cantidad de
cualidades atribuidas que dependen de manera directa de sus propiedades fisicoquimicas.
Este compuesto se obtiene a partir de la modificacion de quitina, que es el segundo
biopolimero mas abundante en el mundo. Se estima que al menos 10 giga toneladas de quitina
se bio-sintetizan y degradan cada afio en la biosfera (Elsabee & Abdou, 2013).

Por su parte, el compuesto quitosano es una especie parcialmente desacetilada de quitina, un
polisacarido lineal que contiene unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina
distribuidas aleatoriamente (Fig. 1.01), donde este polisacarido se denomina quitosano si el

grado de desacetilacién es superior al 60%.
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Fig. 1.01. Estructura polimérica de quitina y quitosano.

Este Ultimo compuesto tiene la propiedad de disolverse en la mayoria de las soluciones de
acidos organicos como acido férmico, acético, citrico y tartarico, y también en 4cidos
minerales diluidos, a excepcién de acido sulfurico (Pillai et al., 2009). Este polisacarido se
procesa industrialmente a partir de las estructuras protectoras (caparazén) de crustdceos
como cangrejos, camarones y langostinos. Existen varias metodologias para la eliminacién del
grupo acetilo de quitina, pero la mas ampliamente difundida es aquella que se realiza
mediante hidrdlisis alcalina de quitina con NaOH concentrado a altas temperaturas, siguiendo
el esquema que muestra la Figura 1.02 (Bonfante-Alvarez, De Avila-Montiel, Herrera-Barros,

Torrenegra-Alarcén, & Gonzalez-Delgado, 2018).

25



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

< RESIDUOS PESQUEROS >

¢

Reduccién de Tamano

ja
AN \/

Desproteinizacion | < NaOH

|
by
\/

Lavado

\
N/

Desminerilizacion | <1 HCI

Sl

Lavado y Secado
1
B \3/, ——
< QUITINA

|
N
\/

<1 NaOH

’ Desacetilacion

[
b/
\V/

’ Lavado y Secado ‘

L
4

Jd

~ QUITOSANO

Fig. 1.02. Obtencién industrial de quitosano mediante hidrélisis alcalina.

El polimero quitosano presenta diferentes propiedades bioldgicas beneficiosas, las que lo
hacen que sea aplicable en varios campos diversos, como cosméticos, agricultura, industria
.alimentaria, productos farmacéuticos, biotecnologia y medicina (Bakshi, Selvakumar,
Kadirvelu, & Kumar, 2019; Frank et al., 2020; Negm, Hefni, Abd-Elaal, Badr, & Abou Kana,
2020). Este biopolimero ha sido considerado como un agente antimicrobiano y de control de
plagas en aplicaciones agricolas, pudiendo utilizarse en distintas formas para prevenir el
desarrolloy la propagacién de enfermedades en plantas (Badawy & Rabea, 2016; Sathiyabama
& Manikandan, 2016; Vanti, Masaphy, Kurjogi, Chakrasali, & Nargund, 2019). La actividad
antimicrobiana depende de varios factores como su grado de desacetilacion, peso molecular,

pH, etc. (Ma, Garrido-Maestu, & Jeong, 2017). Ziani et al. (2010) establecieron que la
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combinacidén de quitosano con el fungicida quimico Tetramethylthiuram disulfide (TMTD) en
concentraciones reducidas resultaron en una fuerte proteccién antifungica, en buena
germinacién y plantulas mejoradas, sobre la aplicacidn directa sobre semillas de alcachofa.
Zeng y Luo (2012) encontraron que semillas de trigo recubiertas con quitosano mejoraron
significativamente la tasa de germinacion, los parametros de crecimiento de las plantulas y
algunos indices fisioldgicos propios de las plantas. Paula et al. (2006) encapsularon con éxito
un larvicida en una mezcla de quitosano y goma ardbiga, y se realizaron ensayos in vivo e in
vitro sobre la cinética de liberacién para el control de la larva de Aedes aegypti.

El polisacarido quitosano se considera un agente antioxidante secundario ya que tiene la
capacidad de quelar los iones metalicos involucrados en la catalisis de una reaccién oxidativa
(Taylor, Tharanathan, & Kittur, 2003). Diferentes grados de N-desacetilaciéon brindan a este
polimero, obtenido de las cascaras de cangrejo, actividad antioxidante, capacidad de
eliminacién de radicales hidroxilo y capacidad quelante de iones ferrosos, siendo mas eficaz
como agente antioxidante a medida que aumenta su grado de desacetilacion (Yen, Yang, &
Mau, 2008).

Una propiedad muy conocida de quitosano es que forma un recubrimiento semi permeable,
y mejora la vida en anaquel de alimentos, entre otras cosas, por las pérdidas transpiracionales
(El Ghaouth, Arul, Ponnampalam, & Boulet, 1991; Ghaouth, Ponnampalam, & Castaigne,
1992). El polimero de quitosano ofrece muchas ventajas cuando se usa como recubrimiento
en productos alimenticios, ya que tiene propiedades uUnicas como la no toxicidad, la
biodegradabilidad y las actividades antimicrobianas y antioxidantes (Al-Holy, Al-Nabulsi,
Osaili, Ayyash, & Shaker, 2012).

Yadav y colaboradores han desarrollado con éxito peliculas activas biodegradables a base de
qguitosano que incorporan gelatina y quercetina con propiedades antibacterianas vy
antioxidantes que puedan tener buenas propiedades fisicoquimicas (Yadav, Mehrotra,
Bhartiya, Singh, & Dutta, 2020).

Ademas de usar quitosano como Unico componente, se ha realizado un gran numero de
estudios sobre la composicion de diferentes tipos de extractos naturales para mejorar las
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de las peliculas poliméricas a base de quitosano. Souza
et al. (2017) desarrollaron con éxito peliculas activas biodegradables utilizando una variedad
de antioxidantes naturales, en donde el espesor del biomaterial no sufrié modificaciones y las

propiedades funcionales evaluadas no demostraron fuertes diferencias debido a la
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incorporacion de compuestos activos. Las peliculas también presentaron una mayor
solubilidad en agua y grado de hidratacién, y un menor indice de hinchamiento en
comparacion con peliculas de quitosano puro, debido a la interaccidn del agua, quitosano y
los polifenoles presentes en los extractos utilizados. Esto representa una ventaja para el
proceso de biodegradacién, pero también puede limitar su aplicacion a alimentos con alto
contenido de agua. En este contexto, los tratamientos de reticulacion que mejoran la
resistencia de la pelicula al agua pueden representar una solucidn alternativa. Sin embargo, el
potencial real de estos materiales para su aplicacién en la industria del envasado de alimentos
debe coincidir con la migracion potencial de los agentes antioxidantes desde la pelicula hacia
los alimentos.

La incorporacién de compuestos antimicrobianos tales como péptidos, metales o aceites
esenciales en la matriz polimérica también puede mejorar la accidn antimicrobiana de los
recubrimientos de quitosano. Se sabe que la combinaciéon de aceite de clavo de olor y
qguitosano exhibié en pruebas in vitro una mayor propiedad antifungica sobre Penicillium
digitatum que los tratamientos individuales de manera separada de quitosano y clavo de olor
(Shao et al., 2015). Aloui et al. (2014) estudiaron la combinacidon de quitosano con aceites
esenciales de citricos, y ademds de la ausencia total de sabores y olores desagradables,
demostraron el potencial de la aplicaciédn como una alternativa efectiva y prometedora a los
agentes antifungicos sintéticos para controlar el crecimiento post cosecha de Aspergillus
flavus.

En la actualidad, las formulaciones farmacéuticas para aplicaciones médicas y estéticas de
guitosano también se encuentran en auge. Liu et al. (2018) han desarrollado un hidrogel
funcional a base de quitosano como vendaje para heridas y sistema de administracién de
farmacos en el tratamiento de la cicatrizacién de heridas. El hidrogel a base de quitosano se
considera un material ideal debido a sus caracteristicas de ser biodegradable, biocompatibles
y antimicrobianos. También se conoce que se han desarrollado apédsitos de quitosano para
heridas, los cuales pueden administrar agentes antibacterianos, factores de crecimiento,
células madre, péptidos y otras sustancias activas de forma sostenida (Straccia, D’Ayala,
Romano, Oliva, & Laurienzo, 2015). Ademas, este polisacarido se lo considera como un
suplemento dietético para reducir el peso corporal en humanos, y se ha producido tabletas
de quitosano a nivel industrial (Muzzarelli et al., 2000) y fibras dietéticas de quitosano

(Hughes, 2002). Ademas, Schiller et al. (2001) desarrollaron un quitosano modificado a partir
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de la adicidon de dacido succinico durante el proceso de fabricacidén, que exhibe una mayor
densidad aparente (sin sacrificar el peso molecular del polimero) y una rdpida solubilidad en
acido en comparacion con otros quitosanos. Los estudios in vitro han demostrado que este
quitosano modificado se disuelve mas rapido en acido clorhidrico 0,16 N en comparacién con
los quitosanos tipicos por lo que puede ingerirse justo antes de una comida y reducir los
triglicéridos séricos durante un periodo de tiempo posterior a la comida, siendo un

suplemento eficaz para perder o mantener el peso corporal.

ACIDO GALICO

El reactivo acido galico (acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico) es un compuesto polifendlico natural
gue se encuentra en bebidas procesadas como los vinos tintos y los tés verdes. Su formacion
tiene lugar en plantas en forma de acidos libres, ésteres, derivados de catequina y taninos
hidrolizables (Pengelly, 2004). El interés en estos compuestos se debe a su actividad
farmacoldgica como captadores de radicales. Se ha demostrado que tiene posibles efectos
preventivos y terapéuticos en muchas enfermedades, donde el estrés oxidativo ha sido
implicado, incluidas las enfermedades cardiovasculares, el cdancer, los trastornos
neurodegenerativos y el envejecimiento (Y. Liu, Carver, Calabrese, & Pukala, 2014; Schimites

et al., 2020; Stanely Mainzen Prince, Priscilla, & Devika, 2009).

O~_OH

HO OH
OH

Fig. 1.03. Estructura de acido galico.

Se encuentra en varias plantas terrestres como la planta parasita Cynomorium coccineum, la

planta acudtica Myriophyllum spicatum y el alga azul-verde Microcystis aeruginosa (Marko,
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Gross, Newman, & Gleason, 2008; Meng, Wang, Li, Kuang, & Ma, 2013). También se encuentra
en varias especies de robles, en la fruta de diferentes especies de algarrobos y en la corteza
del tallo de Boswellia dalzielii, entre otras. Muchos productos alimenticios contienen
cantidades variadas de acido gdlico, especialmente frutas (frutillas, uvas, bananas), asi como
té y clavo de olor. El interés en estos compuestos se debe a su actividad farmacolégica como
captadores de radicales. Para citar algunos ejemplos, Punithavathi et al. (2011) informaron los
efectos antihiperglucémicos, peroxidativos y antioxidantes antilipidos de acido galico en ratas
macho diabéticas inducidas por estreptozotocina. Lu et al. (2006) investigaron la relacion
entre las estructuras de los derivados de acido galico, sus actividades antioxidantes y los
efectos neuroprotectores, examinando los efectos de eliminacion de radicales libres en
liposomas y actividades anti apoptdticas en humanos. Bajpai et al. (2005) informaron que el
contenido fendlico de las plantas medicinales es el responsable de la actividad antioxidante, y
que la fruta T. bellerica contiene una rica fuente de acido galico. Por otro lado, los efectos
antiinflamatorios y antialodinicos de los polvos secados por aspersion a partir de hojas, tallos,
raices, la mezcla de hojas y tallos, asi como las soluciones acuosas de Phyllanthus niruri L.,
ricas en acido galico, fueron informados por Couto et al. (2013). Yang et al. (2016) estudiaron
los efectos de acido galico sobre la cicatrizacién de heridas en condiciones normales e
hiperglucémicas, para imitar la condicidon de una persona con diabetes, en queratinocitos y
fibroblastos humanos. Por ultimo, y para detallar solamente algunas aplicaciones, Ho et al.
(2010) han investigado el efecto de los acidos fendlicos que se encuentran abundantemente
en las verduras, es decir, acido galico, acido cafeico y acido protocatecuico, en la inhibicion de

la metastasis de células de adenocarcinoma gastrico.

SORBITOL

El compuesto sorbitol es un carbohidrato de baja digestibilidad que ha existido
comercialmente durante mas de 70 anos. Se clasifica como "alcohol de azucar" o "poliol" y a
menudo se usa como agente de carga, humectante, agente de reticulacion, crioprotector y
modificador de la cristalizacion sin azucar en diferentes industrias (M. Liu, Zhou, Zhang, Yu, &

Cao, 2013).
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Fig. 1.04. Estructura de sorbitol.

Los jarabes de glucosa, el azucar invertido y otros almidones hidrolizados son materias primas
importantes para la fabricacién de sorbitol, que se produce a partir de la hidrogenacion
catalitica de glucosa donde la reaccién de hidrogenacion es catalizada con niquel. La solucién
de sorbitol atrae y libera humedad en condiciones de humedad variables, pero lo hace muy
lentamente (Peng, Chan, & Chow, 2001). A diferencia de glicerina, un poliol de bajo peso
molecular que tienden a ganar y perder agua mas rapidamente, sorbitol proporciona un mejor
control de la humedad en equilibrio con el entorno (Ooi, Ismail, Bakar, & Aziz, 2012), a partir
de una tasa mas lenta de cambio en el contenido de humedad del sistema de envasado en el
gue pueda ser utilizado, manteniendo la calidad de productos alimenticios, y extendiendo su
vida util. El uso de sorbitol se da en alimentos, confiteria, cuidado bucal e industria
farmacéutica debido a sus propiedades fisicas y quimicas Unicas (Marques, Tarek, Sara, & Brar,
2016). Este compuesto posee funciones que son beneficiosas dentro del producto final,
exhibiendo estabilidad e inercia quimica cuando estd en contacto con muchas combinaciones
guimicas de ingredientes. La solucién de sorbitol puede ser utilizada tal como se produce, o
modificada con algln otro componente soluble en ella, de manera tal de mejorar alguna de
sus propiedades fisico-quimica, o simplemente, mejorar su flavor (Dai et al., 2020; Hu et al.,
2017; Zarei, Abdolrahimi, & Pazuki, 2019). Por otro lado, los grupos hidroxilos de sorbitol lo
convierten en un plastificante efectivo para algunos polimeros ricos en grupos hidroxilos y
aminos (Laohakunjit & Noomhorm, 2004). Mohsin et al. (2011) demostraron que sorbitol
forma interacciones secundarias del tipo puente de hidrégeno con algunos polimeros, y que
desempeiid un papel importante como plastificante al reducir las interacciones entre las

macromoléculas, provocando una disminucién de la dureza y del mdédulo eldstico. Ademas,
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sorbitol no es tdxico y se permite usarlo en contacto con alimentos siendo una buena opcién

para fabricar materiales de envasado de alimentos (Williams-Ashman, 1965).

ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales estan presentes en varias plantas aromaticas y son obtenidos de varias
partes de las mismas, incluyendo hojas, flores, frutas, semillas, brotes, rizomas, raices y
cortezas (Pengelly, 2004). Se han utilizado varios métodos de extraccion para obtener aceites
esenciales de la planta entre ellas la hidrodestilacidon, la extraccidn con solvente, el prensado
en frio y la extraccidn con fluido supercritico (Bellik et al., 2019; Giacometti et al., 2018). Sin
embargo, la técnica mds ampliamente utilizada desde la antigliedad es la destilacién con
arrastre de vapor. El producto de extraccidon puede variar en calidad, cantidad y composicidn
segun el clima, la composicién del suelo, el érgano de la planta, la edad y la etapa del ciclo
vegetativo. Por lo tanto, para obtener aceites esenciales de composicion constante, deben
extraerse en las mismas condiciones del mismo dérgano de la planta que ha estado creciendo
en el mismo suelo, bajo el mismo clima y ha sido recolectado en la misma estacién (Melito et
al., 2016; Vaiciulyté, LozZiené, Taraskevicius, & Butkiené, 2017). Estos extractos son mezclas
naturales muy complejas que pueden contener entre 20 y 60 componentes, y de
concentraciones variadas donde dos o tres componentes principales poseen concentraciones
relativamente altas (20-70%) frente a trazas del resto. Se han empleado en gran medida por
sus propiedades ya observadas en la naturaleza, es decir, por sus actividades antibacterianas,
antifungicas e insecticidas. En la actualidad, se conocen aproximadamente 3000 aceites
esenciales, 300 de los cuales son comercialmente importantes, especialmente para las
industrias farmacéutica, agrondmica, alimentaria, sanitaria, cosmética y de perfumes (Baser
& Buchbauer, 2010). Ademas, los aceites esenciales se usan en masajes como mezclas con
aceite vegetal o en bafios, pero con mayor frecuencia en aromaterapia. Algunos aceites
esenciales parecen exhibir propiedades medicinales particulares, tales como actuar como
antiviral ante influenza (Tseliou, Pirintsos, Lionis, Castanas, & Sourvinos, 2019), o mitigar los

defectos cognitivos que provoca el Mal de Alzheimer (Sadiki et al., 2019).
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ACEITES ESENCIALES DE CITRICOS

Con una produccién promedio de 10 millones de toneladas y 3 mil millones de ddélares entre
2007 y 2017, las especies de citricos tienen una importante contribucion en el mercado
mundial de frutas y verduras (USDA Foreign Agricultural Service, 2018). Argentina y Estados
Unidos tienen vastas plantaciones de citricos en sus territorios debido a la fertilidad de sus
suelos y clima apropiado. Su produccién se correlaciona con altos niveles de consumo de
citricos y sus productos derivados, los cuales tienen una gran importancia econdmica para la
industria alimentaria. Ademads, la agroindustria de los citricos proporciona importantes
productos como lo es el procesamiento posterior de las propias frutas, lo cual produce
importantes productos alimenticios como los jugos y concentrados que provienen de la pulpa
de la fruta (endocarpio). Las cdscaras, y especificamente el flavedo, son fuentes importantes
de productos industriales tales como aceites esenciales y otros metabolitos secundarios
valiosos (lglesias et al., 2007). Los aceites esenciales (EO) se consideran cultivos industriales
valiosos, ya que tienen muchos usos no alimentarios, incluidos cosméticos, fragancias y
preparaciones farmacéuticas (Finch, Samuel, & Lane, 2014). Dado que los citricos han
generado desde la antigliedad productos alimenticios y sus partes desechadas, como las
cascaras, se descartaron tradicionalmente, la identificacién de nuevos usos y aplicaciones de
estos desechos es una estrategia importante para encontrar aplicaciones para productos
industriales.

Hoy en dia, es comun encontrar consumidores que prefieren los aditivos naturales en lugar de
los fabricados sintéticamente. Entre los aditivos naturales, podemos encontrar algunos
aceites esenciales, que durante mucho tiempo han sido reconocidos por su actividad
bioldgica, la cual incluye la actividad antimicrobiana y la actividad antioxidante. Ademas, los
productos derivados de citricos, como los mismos aceites esenciales, presentan una
oportunidad de mercado ya que su produccidn es relativamente sencilla.

Investigaciones similares se han realizado sobre aceites esenciales de citricos. Sin embargo,
éstos estudios solamente se centraron en la actividad antimicrobiana y los autores no incluyen
ninguna informacién sobre la composicién de los aceites esenciales, o no hay estudios
comparativos para las especies de citricos de diferentes origenes (Jing et al., 2014; Viuda-

Martos, Ruiz-Navajas, Fernandez-Lépez, & Pérez-Alvarez, 2008).
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Los aceites esenciales de citricos (CEO) tienen una fraccion volatil generalmente superior al
90% P/P y una fraccion no volatil. En estas especies, los monoterpenos y los sesquiterpenos
representan principalmente la fraccion volatil, siendo limoneno el compuesto mayoritario. La
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (USDA) consideran a limoneno
como un material “GRAS: Generally Recognized as Safe”, lo que significa que es un aditivo
seguro.

Muchos autores han estudiado sus aplicaciones y efectos, por ejemplo, Aissou et al. (2017)
han utilizado limoneno como producto quimico primario a partir de desechos
agroindustriales, obteniendo diferentes compuestos oxidados y de alto valor agregado. Varios
autores han demostrado los usos de limoneno como precursor de polimeros a través de
reacciones cataliticas (Gutiérrez, Rodriguez, Gracia, De Lucas, & Garcia, 2014). Linalool y B-
pineno son otros compuestos importantes presentes en los CEO, que fueron identificados
como principios activos, con propiedades antidepresivas y sedantes utilizadas en medicina
alternativa (Guzmdn-Gutiérrez, Gémez-Cansino, Garcia-Zebadua, Jiménez-Pérez, & Reyes-
Chilpa, 2012). Haselton et al. (2015) han demostrado que a-pineno exhibié propiedades
repelentes contra la mosca doméstica (Musca domestica) en condiciones de laboratorio. Los
usos de mirceno y linalool han demostrado tener propiedades anestésicas (Taheri Mirghaed,
Ghelichpour, & Hoseini, 2016).

Aunque los constituyentes de los CEO son en su mayoria monoterpenos, estos no presentan
una gran actividad antioxidante segun lo informado por otros autores (Ghoorchibeigi, Larijani,
Aberoomand, Zare, & Mehregan, 2016). Ademas, diferentes estudios han demostrado que los
CEO presentan actividad bioldgica contra una amplia gama de especies bacterianas. Randazzo
et al. (2016) han demostrado que los monoterpenos oxigenados de los CEO son eficaces para
inhibir la Listeria monocytogenes. Ademas, la actividad microbiolégica de los mismos se probé
contra Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Adukwu, Allen, &

Phillips, 2012; Luciardi, Blazquez, Cartagena, Barddn, & Arena, 2016).
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OTROS COMPUESTOS UTILIZADOS

TWEEN 80

El Tween 80, o monooleato de polioxietilen(80)sorbitano, es uno de los surfactantes no iénicos
mas utilizados en diversas industrias. Es un liquido viscoso, de color amarillento y soluble en

agua.

WHx+y+z=80

Fig. 1.05. Estructura de Tween 80.

Los usos del Tween 80, son de los mas variados. Se utiliza en la fabricacién de helados, ya que
permite una mejor textura y aumenta la resistencia a la fusidon del mismo (Goff, 1997). Por
otro lado, puede ser utilizado para la generacion de nanoparticulas de oro (Premkumar, Kim,
Lee, & Geckeler, 2007) o para mejorar la velocidad de disolucion de compuestos de baja
solubilidad (Nystrom & Westerberg, 1986). Incluso, Sader et al. (2012) reportaron que el uso
Tween 80 mejora los resultados de las pruebas de sensibilidad de concentracion inhibitoria

minima de polimixina B y colistina.

ACIDO SALICILICO

El acido salicilico, o acido 2-hidroxibenzoico, es un producto natural de los mds conocidos, ya

que es el precursor del acido acetilsalicilico, mas conocido como aspirina.
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O OH

OH

Fig. 1.06. Estructura de acido salicilico.

Este acido es biosintetizado a partir del aminoacido fenilalanina (Verberne, Budi Muljono, &
Verpoorte, 1999). Es de amplio uso en la industria farmaceutica. El principal uso como
aplicacion topica del acido salicilico en dermatologia es como agente queratolitico, para el
tratamiento de verrugas y de hiperqueratosis localizada, o incluso en bajas concentraciones,
para el tratamiento de psoriasis y acné (Bolognia, Schaffer, & Cerroni, 2017). Ademas, hay
estudios que reportan el uso de acido salicilico como tratamiento previo o posterior a la
cosecha de frutas y verduras, generando un mejoramiento en la calidad nutricional de las

mismas (Soleimani Aghdam, Asghari, Babalar, & Askari Sarcheshmeh, 2016).

PELICULAS A BASE DE QUITOSANO

El uso de biopolimeros como precursores de envases es una de las alternativas al uso de
polimeros sintéticos industriales, ya que son biocompatibles y biodegradables. El polisacarido
qguitosano ha sido ampliamente utilizado como precursor de empaque debido a su buena
actividad de formacion de pelicula (Van Den Broek, Knoop, Kappen, & Boeriu, 2015). Varios
estudios han demostrado que las peliculas a base de quitosano tienen un alto potencial para
extender la vida util de frutas y verduras, inhibiendo el crecimiento de microorganismos
(Miranda-Castro, 2016; H. Wang, Qian, & Ding, 2017). La preparacién de peliculas de
guitosano sin el uso de plastificante da como resultado la obtencién de peliculas fragiles con
malas propiedades mecanicas (Epure, Griffon, Pollet, & Avérous, 2011). Se sabe que sorbitol
(SB) es miscible con quitosano y puede actuar como un buen agente de reticulacién. Por lo
tanto, las peliculas preparadas junto con sorbitol tienen buenas propiedades fisicas tales como

la transparencia y las propiedades mecdnicas (Fakhoury et al., 2012).
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Por otro lado, la adicion de compuestos fendlicos o extractos naturales con actividad
antimicrobiana y antioxidante en una matriz de quitosano mejora sus propiedades fisicas de
las interacciones no covalentes, como los enlaces puentes de hidrégeno. Zhang et al. (2015)
han demostrado que vainillina actia como un agente de reticulacién en la formacién de la
matriz de quitosano. Ademas, la presencia de compuestos fendlicos como el existente en el
extracto de té verde mejora las propiedades mecanicas y de barrera al vapor, asi como las
propiedades antioxidantes de las peliculas a base de quitosano resultantes (Siripatrawan &
Noipha, 2012). Teniendo en cuenta estos antecedentes en este trabajo se propone evaluar la
preparacion de peliculas con actividad antioxidante a base de quitosano, acido gdlico y
sorbitol. Varios autores han estudiado previamente el sistema quitosano-acido galico. Sun et
al. (2014) han sugerido que la incorporacién de acido gélico en las peliculas de quitosano
mejora significativamente las propiedades antimicrobianas de la pelicula. Ademas, acido
galico también mejora ciertas propiedades mecanicas, como la resistencia a la traccién o la
permeabilidad al vapor de agua. De manera similar, el injerto de acido galico en esqueletos de
quitosano implica la combinacién de las propiedades de ambos reactivos, lo que resulta en
una pelicula con actividad antioxidante, que se convierte en un material adecuado para la
industria alimentaria (Cho, Kim, Ahn, & Je, 2011; Xie et al., 2014, 2016). Liu et al. (2017) han
estudiado la preparacion de peliculas de quitosano injertadas con diferentes acidos
hidroxibenzoicos y han demostrado que la pelicula de quitosano injertada en acido galico tiene
las mejores propiedades fisicas, mecanicas y antioxidantes, utilizando glicerol como
plastificante. Sin embargo, segun nuestro conocimiento, no hay informacion con respecto a
Las peliculas de quitosano incorporadas de aceites esenciales han presentado propiedades
inhibidoras notables y de amplio espectro contra diferentes microorganismos que atentan
contra los alimentos, asi como desarrollaron mejoras en la conservacién de frutas y verduras.
Si bien los aceites esenciales de plantas poseen una fuerte actividad antimicrobiana, algunas
desventajas de su uso para retrasar la descomposicidn fungica en la fruta son su volatilidad, y
una alta tasa de desaparicidén, ademas de los cambios en el olor y el sabor de la fruta, el precio
y la posible fitotoxicidad (Mohammadi, Hashemi, & Hosseini, 2015).

Por lo tanto, como lo sugieren Sanchez-Gonzélez et al. (2011), el principal beneficio de la
incorporacion de EO en una matriz polimérica es la reduccion de su velocidad de difusion,

manteniendo mayores concentraciones de compuestos activos en contacto con la superficie
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de los alimentos, donde ha ocurrido o es probable que se produzca contaminacién, por un
periodo mas largo.

Ademas, la encapsulacién de EO dentro de un nanogel tiene beneficios como la liberacion
controlada y sostenida de una cierta cantidad de aceites del vehiculo. Por definicién, los
nanogeles son redes de polimeros reticulados tridimensionalmente de tamafo
submicrométrico. Un nanogel esta compuesto de entidades de particulas de hidrogel con un
espacio de tamano nanométrico, por lo que tiene las caracteristicas de hidrogel vy
nanoparticulas mencionadas anteriormente al mismo tiempo (H. Zhang, Zhai, Wang, & Zhai,
2016). Ademas del aumento de la actividad antimicrobiana, las peliculas y nanogeles de
quitosano incorporadas de aceite esencial proporcionan una pelicula semipermeable
alrededor de la superficie de frutas y verduras que puede reducir la transferencia de humedad,
restringir la absorcidn de oxigeno, disminuir la respiracion, retrasar la produccién de etileno,
sellar los volatiles del sabor y transportar ingredientes funcionales adicionales (antioxidantes
o agentes antimicrobianos) que retrasan el crecimiento microbiano (Elsabee & Abdou, 2013).
Colobatiu et al. (2019) investigaron la viabilidad de utilizar una formulacién de pelicula de
guitosano cargada con compuestos bioactivos previamente optimizada y desarrollada, como
material de apdsito funcional para heridas de personas que padezcan diabetes. La formulacién
6ptima de la pelicula proporciond un ambiente beneficioso para la herida himeda,
reduciendo el riesgo de deshidratacidn y favoreciendo el cierre de estas. Ademas, exhibid una
buena actividad antioxidante, asi como un efecto proliferativo (que representa una buena
matriz para la proliferacion de células de fibroblastos) y una biocompatibilidad adecuada. La
evaluacién in vivo de la formulacion de pelicula de quitosano cargada de compuestos
bioactivos confirmé que la biopelicula estimulé la contraccion de la herida y aceleré el proceso
de curacién de esta, favoreciendo una reepitelizacion mas completa y una deposicién de
coldgeno mas densa en comparacion con la formulacién de referencia.

En otro aspecto, Pavinatto et al. (2019) desarrollaron peliculas a base de quitosano que
contenian glicerol para el recubrimiento de frutillas, proporcionando proteccién fisica y
microbioldgica a la fruta. Las peliculas mostraron un fuerte caracter hidrofobo y una
disminucidn de la solubilidad en medio acido como resultado de la presencia de glicerol, que
actud como plastificante. Ademds, mostraron una excelente actividad bactericida y fungicida
durante 1 semana, lo que se pudo verificar mediante pruebas de crecimiento bacteriano u

observacion visual de la ausencia de formacidon de hongos en las frutillas recubiertas. El

38



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

recubrimiento con peliculas de quitosano no alteré la apariencia, el aroma, la textura o el
sabor de las frutillas, garantizando en consecuencia una buena aceptaciéon de la fruta
recubierta.

Tomadoni et al. (2019) aplicaron el enfoque de metodologia de superficie de respuesta para
determinar el contenido de vainillina y de glicerol, ademds de la temperatura de secado, en
una formulacién éptima de una pelicula a base de quitosano. Estas peliculas con vainillina
presentaron excelentes propiedades mecdnicas, antioxidantes y de barrera deseables para ser
potencialmente utilizadas en la industria del envasado de alimentos.

La incorporacién de acido siringico, un acido hidroxibenzoico, en una matriz polimérica a base
de quitosano influyé significativamente en las propiedades fisicas, propiedades mecdnicas y
la actividad antibacteriana de las peliculas de quitosano-acido siringico (K. Yang et al., 2019).
Se obtuvieron peliculas de mejor apariencia a la vista y una superficie lisa, las que presentaron
valores de permeabilidad menores respecto a peliculas de quitosano puro. -ademads,
presentaron un gran efecto bacteroestatico, lo cual permitié su prueba como recubrimiento
sobre huevos de codorniz, obteniéndose resultados prometedores .

Yeamsuksawat & Liang (2019) investigaron acerca de la influencia del agente de reticulacién
en las propiedades y la cinética de liberacion del quitosano incorporado con a-tocoferol. De
hecho, el agente de reticulacidon disminuye la ligereza de la pelicula, las propiedades de
barrera a la luz y aumenta el pardeamiento de la pelicula. Ademas, el agente de reticulacién
reduce los valores de elongacion a la rotura y tensidon a la traccion. Sin embargo, la
hidrofobicidad y la rugosidad de la pelicula aumentan y no existe una diferencia significativa
en la barrera de vapor de agua. Estas peliculas reticuladas pueden ser una alternativa en el
campo del envasado activo para extender la vida util de los alimentos y evitar el deterioro de
estos. Ademas, existen aplicaciones potenciales en los campos médico y farmacéutico en la
liberacién controlada de farmacos y la curacidn de heridas.

Por ultimo, Wang et al. (2019) estudiaron la incorporacion del extracto de Herba Lophatheri
(HLE) en una pelicula a base de quitosano, lo que condujo a cambios considerables en las
propiedades fisicoquimicas y actividades biolégicas de dichas peliculas. En comparacién con
la pelicula de quitosano de control, el contenido de humedad, la solubilidad en agua, el grado
de hinchamiento, la permeabilidad al vapor de agua y la tasa de absorciéon de aceite de las
peliculas disminuyeron notablemente. Ademas, aumento la actividad antioxidante de las

mismas, y, por otro lado, se demostro gran espectro inhibitorio contra Staphylococcus aureus
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y Escherichia coli. Las peliculas de quitosano y este extracto mostraron un gran potencial para
ser utilizadas para el envasado de alimentos, aunque aun se necesitan mas estudios, como el

analisis de la vida util de los alimentos.

CONCLUSIONES

Este capitulo se tratd un primer acercamiento a los compuestos involucrados en el desarrollo
de peliculas para la conservacién de alimentos con lo que se trabajo a lo largo de toda la tesis
gue se presenta. Ademas, se presentd el estudio del arte acerca de los diferentes desarrollos

existentes en peliculas a base de quitosano.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOLOGIAS

En el presenta capitulo se describiran los materiales utilizados y las técnicas desarrolladas a lo

largo de los diferentes capitulos que componen esta Tesis.

MATERIALES

Quitosano (QS) de bajo peso molecular (~100 kDa, 40cP, Parafarm), acido acético glacial
(99,5 P/P% en peso, Cicarelli), acido galico (GA) anhidro (98 %, Biopack), solucion acuosa de
sorbitol (70 % P/P, Ingredient), acido salicilico (>99%, Cicarelli), Tween 80 (Sigma), Reactivo de
Folin Ciocalteau (Biopack), carbonato de sodio (99.5%, Cicarelli), 2,2-difenil-1-picrihidrazilo
(DPPH) (Sigma-Aldrich Co.), neocuproina (98%, Sigma-Aldrich Co.), cloruro de cobre (Il) (99%,
Cicarelli), acetato de amonio (97%, Cicarelli), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (Trolox) (97%, Sigma-Aldrich Co.), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) ABTS (Sigma-Aldrich Co.), cloruro férrico (Sigma-Aldrich Co.), 2,4,6-tris-(2-
piridil)-s-triazina TPTZ (Sigma-Aldrich Co.) fueron los reactivos utilizados en el trabajo

experimental, sin llevarse a cabo ninguna purificacién adicional de los mismos.

GRADO DE DESACETILACION DE QUITOSANO

El grado de desacetilacion (GD) de quitosano se cuantificéd para verificar el contenido de
grupos amino por unidad de masa de las muestras mediante el uso de una valoracion
potenciométrica. En esta cuantificacién, se disolvieron 0,50 g de quitosano en 50 mL de HCI
0,30 M con agitacién a 25 °C. Esta solucién se titulé con una solucion de NaOH 0,10 M
utilizando un medidor de pH Altronix TPX-Il. El valor de GD se calculd utilizando la siguiente

ecuacion (Czechowska-biskup, Jarosinska, Rokita, Ulanski, & Rosiak, 2012):

oy = 203X (V2= V) 200
T M+ 0.0042 X (V, — V) '

donde mes el peso de lamuestra, y Vi1 y V2 corresponden a los volumenes de NaOH empleados

en los puntos de inflexidon primero y segundo, respectivamente, en una funcién de pH versus
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volumen de hidréxido utilizado en el proceso de titulacion. Aplicando la ecuacion 2.01, el GD

fue de 86.64% obtenido por duplicado.

PREPARACION DE PELICULAS

La mezcla (100 g) se preparo disolviendo 1.0 g de quitosano en polvo en una solucién buffer
de acido acético a pH 4 con agitacién a temperatura ambiente hasta disolucién total de
quitosano. A continuacidn, se afadié a diferentes concentraciones acido galico como
compuesto bioactivo y solucion de sorbitol como plastificante, por 10 minutos y a
temperatura ambiente (20-25°C), bajo agitacion constante.

Una alicuota de 10 mL de la mezcla de reaccién fue expandida sobre placas de Petri,
obteniéndose la pelicula a partir de la evaporacion del solvente a 20 °C y 50% de humedad
relativa usando una incubadora refrigerada VELP-FTC 90 durante 48 horas, a través del
método “casting”. En cada formulacion, las peliculas se sintetizaron por triplicado. Una vez
obtenidas las peliculas, y separadas de las placas, fueron utilizadas sin ser sometidas a lavado
o purificacion posterior.

Se debe sefialar cuando se discutan las diferentes formulaciones se hara referencia a su
composicion original en la mezcla, que difiere de la composicion final de la pelicula, debido a

la evaporacidén del solvente.

CARACTERIZACION DE MEZCLAS DE REACCION Y PELICULAS

Las propiedades fisicas, quimicas, antioxidantes, reoldgicas y mecanicas de las mezclas y

peliculas finales se analizaron como se detalla a continuacién.

ANALISIS REOLOGICO

Las propiedades reoldgicas de las soluciones acuosas de las mezclas de reaccion se analizaron
mediante el uso de un redmetro (Rheoplus Physica MCR 301, Anton Paar, Alemania) equipado
con una geometria cono plato CP50-1 (didmetro=50 mm, separacién=50 um) a 20 °C en un
rango de velocidad de corte de 0.1 a 100 s™. Se usd software de analisis de datos Rheoplus

para obtener los datos experimentales y calcular el médulo de almacenamiento (G') y el
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modulo de pérdidas (G”). El esfuerzo cortante y la velocidad de corte se evaluaron para medir

la viscosidad. Los resultados se obtuvieron como un promedio de dos mediciones.

ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

La absorbancia de diferentes mezclas de reaccion se determiné utilizando un espectrémetro
UV-Vis (Shimadzu UV1800) a temperatura ambiente. Agua destilada fue utilizada para la

correccion de la linea de base.

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR)

Con el fin de observar las posibles modificaciones de la interaccidon de los grupos funcionales
de quitosano después de la incorporacion de acido gdlico y sorbitol, se analizaron diferentes
peliculas mediante espectroscopia infrarroja. Los espectros FTIR se realizaron utilizando un
espectrofotémetro Nicolet 5-SXC (EE. UU.), a una resolucién de 4 cm™ en un rango de (4000
a 400) cm™, utilizando aire como background. Para realizar el procedimiento experimental,

las peliculas fueron colocadas de tal modo que el haz pase a través de ellas.

ENSAYOS ANTIOXIDANTES

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 765 nm. El contenido total de fenoles (TPC) de las
peliculas se determind a partir de la reaccién del reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, lo
qgue resultd en una coloracion azul determinada espectrofotométricamente aplicando el
procedimiento de lvanova et al. (lvanova et al., 2011) con ligeras modificaciones. Aqui, se
prepard un extracto para realizar este ensayo a partir de una relacién de 25 mg de pelicula 'y
3,0 mL de agua destilada, que se dejé a 25 °C durante 2 horas. Finalmente, se mezclé una
alicuota de 1,0 mL de este extracto con 5 mL de agua destilada y 0,2 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu en un tubo de ensayo y se dejo reposar durante 3 minutos. Después de eso, se

agregaron 1,5 mL de solucién acuosa de carbonato de sodio (5% p/p) y se llevé a un volumen
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final de 10,0 mL con agua destilada. La mezcla se llevé a un bafio de ultrasonido a 50°C durante
20 minutos. La absorbancia de esta mezcla se midié a 765 nm utilizando el espectrofotémetro
UV-Visible. El total de compuestos fendlicos presentes en las peliculas se expresé como mg de

acido gdlico por mg de pelicula a partir de la generacidn de una curva patrén (Figura 2.01)
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Fig. 2.01. Curva de calibraciéon para TPC

El ensayo de capacidad antioxidante del 2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) determina el
grado de decoloracion que provocan los componentes de un extracto a una solucién
metanoica de dicho reactivo, cuantificando de esta manera la capacidad captadora de
radicales libres del extracto, y en este caso fue determinado de acuerdo con Siripatrawan &
Harte (2010). En este sentido, 3 mL de cada extracto obtenido siguiendo el mismo
procedimiento que en el TPC, se mezclaron con 1 mL de solucidn metandlica de DPPH (20%
p/v). Esta mezcla fue agitada utilizando un agitador Vortex y se incubd en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Ante la presencia de actividad antioxidante, se
observd un cambio de color de la solucion que vird de violeta a amarillo palido y se midid la

absorbancia de esta a 517 nm, y se determina el % de inhibicién a través de la ecuacion:
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A
%l =1 — T2 (2,02)

Acontrol

La capacidad antioxidante de DPPH de las peliculas se ha cuantificado como capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), lo que implica que la capacidad antioxidante de la
muestra se midid y compard con la capacidad antioxidante determinada por el estandar Trolox

a partir de una curva de calibracién (Figura 2.02)
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Fig. 2.02. Curva de calibracion para DPPH

El método de la capacidad antioxidante reductora del cobre (CUPRAC, por sus siglas en inglés)
para la determinacidn de actividad antioxidante se basa en la medicién de la absorbancia a
450 nm del croméforo [Cu(l)-Nc quelato] formado como resultado de la reaccién redox de
antioxidantes con el reactivo CUPRAC [Cu(ll)-Nc]. En esta tesis se siguid la metodologia de
Apak et al. (Apak, Glcla, Ozylrek, & Karademir, 2004) con ligeras modificaciones. Este método
se basa en la medicién de la absorbancia a 450 nm del cromdforo CUPRAC [quelato de Cu(l)-
Neocuproina] formado como resultado de la reaccién redox de los antioxidantes con el
reactivo CUPRAC [Cu(ll)-Neocuproina]. En un tubo de ensayo se agregaron 1,0 mL de solucién
de cloruro de cobre (1) (0,01 M), 1.0 mL de neocuproina (0,0075 M) y 1,0 mL de solucién buffer

de acetato de amonio a pH 7. Para obtener un volumen final de 4,10 mL, se agregaron

45



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

diluciones de los diferentes extractos de las peliculas. Los tubos se cerraron y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Ante la actividad antioxidante, se pudo determinar un
viraje de color de azul palido a naranja. Como en el método DPPH, el método CUPRAC se
cuantific6 como TEAC, siguiendo la misma metodologia para la obtenciéon de una curva de

calibracién (Figura 2.03).
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Fig. 2.03. Curva de calibracion para CUPRAC

Los valores de DPPH y CUPRAC para peliculas se expresaron como mmol de Trolox por
miligramo de peso seco de la pelicula, a partir de los datos conocidos entre la relacién de mg

de pelicula y mL de extracto utilizado.

ENSAYOS MECANICOS

Para el analisis de la resistencia mecanica de las peliculas se determinaron tres pruebas
diferentes. La primera, tiene que ver con la resistencia a la traccidon que presenta la pelicula
en el momento en que se desgarra y que se denomina Resistencia a la Traccién (Tensile
Strength - TS). La segunda, el alargamiento a la rotura que se determina a partir de la relacién
entre la elongacién que presenta la pelicula en el momento de la ruptura o desgarro y la

longitud inicial de la muestra de prueba, y que se lo denomina Elongacién a la Rotura
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(Elongation at Break - EB). Por ultimo, el médulo de Young (E) de las peliculas indica la relacion
entre el esfuerzo y la elongacion en la deformacién eldstica de un cuerpo sélido y se considera
otro pardmetro valioso de las propiedades mecdnicas de las peliculas. Estas pruebas se
llevaron a cabo al menos por triplicado para una muestra rectangular (25x100 mm) de acuerdo
con el método estandar ASTM D882-12 (2012) utilizando una maquina de ensayo universal
Instron (modelo 3342, Norwood, MA, EE. UU.), equipada con una celda de carga de 500 N, y
realizando el ensayo a una velocidad de 0.5 mm/s a 25°C. Los espesores de las peliculas fueron
medidos a partir de la utilizacién de un micrémetro, y fueron utilizados dentro de las férmulas
de célculo con el promedio de al menos 10 mediciones. Los valores de TS, EB y E de la pelicula

se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones, respectivamente:

TS = Fpae/S (2.03)
EB = (AL/L) (2.04)
E = (F/S)/(AL/L) (2.05)

donde Fmax €s la carga maxima en el punto de ruptura; S es el drea de la seccién transversal
original; AL/L es la relacion de la extension de la pelicula donde L es la longitud inicial de la
pelicula; y F es la carga de un punto en la porcién lineal inicial de la curva de tension-

deformacion.

OPACIDAD

La opacidad de la pelicula (O) se calculé de acuerdo con Park & Zhao (2004) por triplicado a

partir de la siguiente ecuacion:

0= A600/x (206)

donde Asoo es la absorbancia de la pelicula a 600 nm, la cual fue colocada de manera directa
en espectrofotdmetro, sin la utilizacién de ninguna cubeta o contenedor, y donde x es el

espesor promedio de la pelicula, medido a partir de la utilizaciéon de un micrémetro.
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TASA DE TRANSMISION DE VAPOR DE AGUA (WVT)

La tasa de transmisién de vapor de agua (WVT, por sus siglas en inglés) y la permeabilidad de
la transmisién de vapor de agua (P) de las peliculas se determinaron de acuerdo con el

Procedimiento del Método del Agua explicado en la norma ASTM E96/E96M-16 (2016).

Fig. 2.04. Dispositivo para la determinacion de la tasa de transmision de vapor de agua (WVT)

y permeabilidad.

Para ello, se llené con agua (a una temperatura de 20 °C) el dispositivo de la Figura 2.04,
asegurandose que entre el agua y la muestra quede una capa de aire que permita la
transmisién del vapor de agua y, ademas, que la pelicula no entre con contacto directo con la
misma. Se arma el dispositivo de tal manera que quede bien sellado, se pesa el sistema
completo, y se lo lleva a la incubadora previamente descripta en la preparacion de peliculas,
en donde se cuenta con una temperatura seteada por defecto (20 °C) y en donde se controla
la humedad interior a partir de una mezcla glicerina/agua. Cada intervalo de tiempo
constante, se realizan los pesajes del sistema completo, y con esos datos se calcularon los

valores de los ensayos a partir de las siguientes ecuaciones:
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WVT =G/(tx4)  (2.07)
P = (WVT/Ap) xx  (2.08)

donde G es la pendiente correspondiente a la curva peso frente al tiempo en gramos; t es el
tiempo en horas; A es el area de la boca de la capsula de prueba en m?; Ap es la diferencia de

presién de vapor; y x es el espesor promedio de la pelicula.

MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM)

La morfologia de las superficies de las diferentes peliculas fue examinada utilizando
microscopia de barrido electrénico SEM (Phenom Pure, Eindhoven, The Netherlands) con un

voltaje de aceleracién de 5kV.

ANALISIS DEL COLOR

El color de diferentes peliculas se determind mediante el uso de un colorimetro Minolta CR-
400 (Japdn), que permitié determinar los valores de L* (brillantez), a* (oscilaron entre rojo y
verde) y b* (oscilaron entre amarillo y azul) en cada pelicula por triplicado. Estos valores
pertenecen al espacio de color CIELab, un sistema de medicién de color propuesto en 1971
por la Comission Internationale de |’Eclairage (CIE). Al realizar la medicién, los colores deben
verse sobre un fondo que vaya de blanco a gris medio por un observador adaptado a un
iluminante que no sea demasiado distinto a la luz natural del medio dia.

Ademas del analisis de los valores anteriores, también se calculd la diferencia de luminosidad
AE* (Ecuacidén 2.09), que permite establecer diferencias entre distintas mediciones. Para ello,
los valores de diferencia de luminosidad fueron determinados comparando cada una de las

muestras contra una muestra patrén. El calculo se realiza mediante la férmula:

AE = (L% + a2+ 527 (209
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ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD

Se ensayd a escala laboratorio el proceso de degradacion de diferentes peliculas en la
microflora natural del suelo (Pereda, Moreira, Roura, Marcovich, & Aranguren, 2014). El
ensayo fue realizado directamente en suelo, en dos sitios con diferente contenido de
humedad, sin incorporacién de microflora adiciona ni agregado de suelo fértil. Las peliculas
fueron preparadas en forma circular, con un didmetro de 5 cm. Cada pelicula ensayada fue
preparada por triplicado. Una malla de acero inoxidable sirvié de soporte y cobertura de estas,
ya que permiten el acceso de los microorganismos y la humedad y las muestras degradadas
pueden ser facilmente extraidas para realizar los ensayos de control. Estas mallas que
contuvieron las peliculas fueron enterradas a una profundidad de 5 cm, lo cual permite la
degradacion aerdébica de las mismas. Durante el ensayo, la temperatura durante el dia oscilé
entre los 20 y 25 °C, y no se registraron lluvias. El ensayo fue llevado a cabo durante 28 dias,
en donde periddicamente, las peliculas fueron desenterradas, limpiadas manualmente para

extraer todo rastro de tierra y pesadas, para determinar la pérdida de peso de estas.

METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La Metodologia de Superficies de Respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas matematicas
utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés estd influida
por varios factores de caracter cuantitativo. El propdsito inicial de estas técnicas es disefiar un
experimento que proporcione valores razonables de la variable respuesta y, a continuacion,
determinar el modelo matematico que mejor se ajusta a los datos obtenidos. El objetivo final
es establecer los valores de los factores que optimizan el valor de la variable respuesta.
Cuando decimos que el valor real esperado, n, que toma la variable de interés considerada
estd influido por los niveles de k factores cuantitativos, X1, Xz, ..., Xk, esto significa que existe
alguna funcién de Xi, Xy, ..., Xk (qQue se supone continua en esos valores) que proporciona el
correspondiente valor de B para alguna combinacién dada de niveles:

La relacidon existente entre n y los niveles de los k factores puede representarse a través de
una hipersuperficie (subconjunto de un espacio euclideo (k+1)-dimensional) a la que

llamaremos superficie de respuesta.
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Al hablar de metodologia de superficie de respuesta, debemos tener en claro los siguientes

conceptos:

Factores: Son las condiciones del proceso que influencian la variable de
respuesta. Estos pueden ser cuantitativos o cualitativos.

Respuesta: Es una cantidad medible cuyo valor se ve afectado al cambiar los
niveles de los factores. El interés principal es optimizar dicho valor.

Funcién de respuesta predicha: La funcidn de respuesta se puede representar
con una ecuacién polinomial. El éxito en una investigacidén de una superficie de
respuesta depende de que la respuesta se pueda ajustar a un polinomio de
primer o segundo grado.

Superficie de respuesta: La relacién Y=f(xi, x,... Xx) entre Y y los niveles de los k
factores xi, x,,... xxrepresenta una superficie. Con k factores la superficie esta
en k+1 dimensiones. Por ejemplo, cuando se tiene Y=f(x:) la superficie esta en
dos dimensiones, mientras que si tenemos Y=f(x,, x..) la superficie esta en tres

dimensiones.

DISENOS EXPERIMENTALES

El ajuste y analisis de una superficie de respuesta se facilita con la eleccién apropiada de un

disefio experimental. Un disefo es el conjunto especifico de combinaciones de los niveles de

las k variables que se utilizara al llevar a cabo el experimento.

La eleccion de un disefio adecuado del experimento a realizar es fundamental para modelary

explorar la superficie de respuesta usada para ajustar un modelo polinémico al conjunto de

datos recogidos en los puntos del disefio. Asi pues, seria deseable que el disefio tuviera alguna

de las siguientes caracteristicas:

1. Generar una distribucion razonable de puntosy, por tanto, de informacién, en toda

la

region de interés, pero utilizando el menor numero posible de puntos

experimentales.

2. Asegurar que, para cada punto x, el valor ajustado esta tan cerca como sea posible

del valor real.

3. Permitir la deteccidn de falta de ajuste en el modelo.

4. Permitir la ejecucion de los experimentos en bloques.
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5. Permitir la construccion secuencial de disefios de orden creciente.

6. Proporcionar una estimacién interna de la varianza del error.

7. Asegurar simplicidad en los calculos de las estimaciones de los parametros del

modelo.
Ademas de las propiedades mencionadas, seria muy conveniente que el disefio elegido fuera
ortogonal, lo que implica que los términos del modelo ajustado son sin correlacién y, por
tanto, también las estimaciones de los parametros lo son.
Teniendo en cuenta que el objetivo de la RSM es la optimizacién de la respuesta y que se
desconoce la localizacion del optimo antes de ejecutar el experimento, esta propiedad resulta
muy interesante, puesto que garantiza que el disefo proporciona estimaciones igualmente

precisas en todas las direcciones.

DISENO DOEHLERT

Un disefio experimental alternativo y muy util para los modelos de segundo orden es el disefio
de caparazén uniforme propuesto por Doehlert (1970). Los disefios Doehlert se aplican
facilmente para optimizar las variables y ofrecen ventajas en relacidn con otros tipos de
disefios, como los disefios compuestos centrales o los dicefios de Box-Behnken, ya que
necesitan menos experimentos, que son mas eficientes y pueden moverse a través del
dominio experimental.

El disefio de Doehlert describe un dominio de experimentacion esférico y enfatiza la
uniformidad en el relleno del espacio. Aunque esta matriz no es ni ortogonal ni giratoria, no
difiere significativamente de la calidad requerida para un uso efectivo. Para dos variables, el
disefio de Doehlert consiste en un punto central y seis puntos que forman un hexagono regular
y, por lo tanto, se ubican en un circulo. En tres dimensiones se puede ver de diferentes
maneras, dependiendo de la estructura geométrica seleccionada. En los disefos de Doehlert,
el numero de niveles no es el mismo para todas las variables. En un disefio Doehlert de dos
variables, por ejemplo, una variable se estudia en cinco niveles mientras que la otra se estudia
en solo tres niveles. Esta propiedad permite una libre eleccion de los factores que se asignaran
a un numero grande o pequeiio de niveles. Se pueden utilizar diferentes criterios para asignar
los factores. Como regla general, es preferible elegir la variable con el efecto mas fuerte como

el factor con cinco niveles para obtener la mayor informacion del sistema.
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OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES

Las frutas de pomelo (Citrus paridisi), limoén (Citrus lemon), mandarina (Citrus reticulata) y
naranja (Citrus sinensis) se adquirieron en mercados locales de Argentina y Estados Unidos. El
origen del material fue la Regién del Litoral de Argentina (AR) y el Estado de California de
Estados Unidos (EE. UU.). Ademads, aceites esenciales puros y comerciales (CM) de pomelo,
limoén, mandarina y naranja se compraron a Plant Essential Oils (California, EE. UU.). Estos
aceites fueron utilizados sin ninguna purificacién posterior. Los aceites esenciales fueron
extraidos de las cascaras de las frutas, peladas manualmente. Para mejorar el rendimiento de
la extraccién, las cdscaras que se utilizaron fueron molidas (Allaf, Tomao, Besombes, &
Chemat, 2013). Los aceites esenciales citricos se extrajeron por hidrodestilacion utilizando un

aparato del tipo Clevenger durante dos horas, y luego, fueron almacenados a 4°C hasta su uso.

CARACTERIZACION DE ACEITES ESENCIALES

CROMATOGRAFIA EN FASE GASEOSA CON ESPETROMETRIA DE MASAS

El perfil quimico de los aceites esenciales se analizd utilizando un cromatodgrafo de gases
(Agilent 6890, EE. UU.) acoplado a un detector de espectrometria de masas (MS) y un detector
de ionizacién de llama (FID). Se utilizaron dos columnas capilares para cada detector (columna
HP-5, 30 m de largo, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 mm de espesor de recubrimiento).
Se utilizo el gas portador helio con un caudal de 0.9 mL/min. La ionizacidon del analito se realizo
por impacto de electrones a 70 eV. Los datos espectrales de masas se adquirieron en el modo
de exploracion en el rango de 35-450 m/z. El horno fue programado a una temperatura de
60 °C durante 5 min y de 60 a 200 °C con una velocidad de 4 °C/min. Para llevar a cabo la
caracterizacion mediante la MS, el inyector y el detector se mantuvieron a 200 y 280 °C,
respectivamente. La temperatura del FID se mantuvo a 220 °C. El indice de retencion (RI) se
calculé utilizando una serie de n-alcanos (8-20 atomos de carbono) en ambas columnas
conectadas a MSy FID. Los compuestos se identificaron comparando sus indices de retencién
y sus espectros de masas con los de la literatura (Adams, 2007) y mediante bibliotecas

(Wiley275.L).
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Las propiedades de captacion de radicales tienen una importancia significante para la defensa
antioxidante de los consumidores. Muchos ensayos de antioxidantes se basan en la reaccién
de transferencia de electrones que determina un cambio de color cuando se reduce el
antioxidante. En este contexto, ABTS, FRAP, DPPH y CUPRAC fueron los ensayos estudiados en
este trabajo para evaluar la actividad antioxidante de cada aceite esencial citrico.
El ensayo de 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) se realizé de
acuerdo con la metodologia empleada por Re et al. (1999) con ligeras modificaciones. En
resumen, se diluyeron 1,30 mL de reactivo ABTS (Sigma, EE. UU.) en 100 mL de etanol hasta
alcanzar una absorbancia entre 0,65y 0,70. Luego, se mezclaron 10 pL de los aceites esenciales
con 990 pL del reactivo diluido. La absorbancia se midié a 734 nm utilizando un
espectrofotdmetro UV-Visible modelo HP 8453. La capacidad antioxidante ABTS de los aceites
esenciales citricos se cuantific6 como capacidad antioxidante equivalente en Trolox (Sigma,
EE. UU.) (TEAC) y se expresé como mg TR/mL CEO, segun la curva de calibracidon que se
muestra en la Figura 2.05.
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Fig. 2.05. Curva de calibracion para ABTS
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El Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP) mide la capacidad de los antioxidantes para
reducir hierro (lll) en un medio acido. El ensayo se llevé a cabo de acuerdo con Benzie y Strain
(1996). En este sentido, 10 uL de aceite esencial y 990 uL de reactivo FRAP (cloruro férrico y
TPTZ (2,4,6-Tris-(2-piridil)-s-triazina)) (Sigma, EE. UU.) en buffer de acetato a pH 3.6 se
colocaron en un tubo de reaccion. Los valores de FRAP se calcularon a partir del valor de
absorbancia a 593 nm y relacionandolo con una solucién estandar antioxidante de acido
ascorbico (Sigma, USA). Se realizd una curva de calibracidn con diluciones en serie de acido
ascorbico (AA) para determinar la actividad antioxidante equivalente de acido ascérbico

expresada como mM AA/mL CEO (Figura 2.06).
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Fig. 2.06. Curva de calibracién para FRAP

El ensayo DPPH se determiné de acuerdo con Siripatrawan y Harte (2010), donde el radical
cromogeno purpura 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) (Sigma, EEUU) se reduce con un
antioxidante a la hidrazina de color amarillo palido. En resumen, 60 uL de aceite esencial
citrico se mezclaron con 240 pl de solucidon de DPPH y se incubd durante 30 minutos. La
capacidad de eliminacion se midid a 517 nm. Como en el ensayo ABTS, la actividad
antioxidante DPPH de los aceites esenciales citricos se cuantific6 como TEAC y los resultados

se expresaron como mg TR/mL CEO, a partir de la curva de calibracidon de la Figura 2.07.
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Fig. 2.07. Curva de calibracién para DPPH

La Capacidad Antioxidante de Reduccion Cuprica (CUPRAC) se determind de acuerdo con Apak
et al. (Apak et al., 2004) con ligeras modificaciones. En resumen, 70 pL de solucién de cloruro
de cobre (11) 0,01 M, 70 uL de neocuproina 0,0075 M, 70 uL de solucién buffer de acetato de
amonio (Sigma, EE. UU.) y las diluciones de la muestra para alcanzar un volumen final de 300
uL, se agregaron a un tubo de ensayo. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se obtuvo un cambio de color de azul palido a naranja. La absorbancia a
450 nm se midié contra un blanco de reaccién y los resultados se cuantificaron como TEAC y

expresaron como mg TR/mL CEO (Figura 2.08).
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Fig. 2.08. Curva de calibracion para DPPH

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Todos los aceites esenciales citricos fueron evaluados inicialmente para medir su actividad
antibacteriana por el método de difusién en disco (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2013). Este andlisis se llevd a cabo utilizando: Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa)
como potencial bacteria patdgena; Leuconostoc mesenteroides MS1 (Gram-positivo) como
una bacteria transmitida por los alimentos que se aislé a partir de salchichas industriales
(Serra, Garnero, Nicolau, & Andreatta, 2018); y Lactobacillus plantarum ES147 y ATCC 8014
(Gram-positivo) como una bacteria beneficiosa. Lactobacillus plantarum ES147 pertenece a la
coleccion de cultivos de ICYTAC (Cordoba, Argentina) y se aislé a partir de cereal en bruto
(Salvucci, LeBlanc, & Pérez, 2016). Escherichia coli, Leuconostoc mesenteroides MS1 y
Lactobacillus plantarum ES147 y ATCC 8014 fueron cultivadas en triptona de soja durante 24
horas a 37 °C, en caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) durante 48 horas a 30 °C, y en caldo
MRS durante 24 horas a 37 °C, respectivamente. Luego, las placas triptona de soja-agar (E.
coli) o las placas MRS-agar (L. mesenteroides y L. plantarum ES147 y ATCC 8014) se inocularon

con el inéculo bacteriano respectivo. La inoculacién se prepard siguiendo el método de
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suspension directa de colonias en una solucién salina para obtener una absorbancia de 0,5 en
la escala de McFarland, que es aproximadamente equivalente a una concentracion de 1.5x108
UFC/mL. Se colocaron diez puL de cada aceite esencial citrico en un disco de papel estéril de 5
mm de didmetro (125 mm, Munktell) que se transfirié a la placa de agar inoculada. Las pruebas
se realizaron por triplicado. Las placas de agar se incubaron a 37 °C durante 24 horas para E.
coliy L. plantarum ES147 y ATCC 8014 y a 30 °C durante 48 horas para L. mesenteroides. Los
didmetros de la zona de inhibiciéon se midieron incluyendo el disco de papel (5 mm). Los
controles positivos fueron implementados con el antibiético comercial gatifloxacina (Gatif
Forte, Poen, 0,50% p/p) y sus diluciones, que exhiben accién antibacteriana contra una amplia
gama de bacterias aerébicas Gram-positivas y Gram-negativas; también con Hipoclorito de
sodio (Ayudin, 2,5 % p/p); y alcohol etilico (Porta, 96% v/v). Para los controles negativos, se
utilizaron aceite de girasol (AGD SA, Argentina, 100%) y lecitina de soja granulada (Modelife,
70% p/p).

La concentracién inhibitoria minima (CIM) se define como la concentracién mads baja de un
antimicrobiano que inhibird el crecimiento visible de un microorganismo después de la
incubacién durante la noche. La concentracion bactericida minima (CBM) se considera como
la menor concentraciéon de agente antimicrobiano que va a prevenir el crecimiento de un
organismo después del subcultivo en un medio libre de antibiético (Andrews, 2002). La CIM y
la CBM de los aceites esenciales citricos mas activos se determinaron mediante el uso de un
método de dilucidn en serie de caldo triptona de soja para E. coli. Se prepard una solucién
madre de cada aceite esencial citrico que contiene 1 mL de aceite esencial mas 5 mL de lecitina
de soja (2% p/p) para facilitar la solubilizacién. La concentracién maxima inicial de cada aceite
esencial citrico fue de 0,125 g/mL (pomelo EO US), 0,14 g/mL (limén EO US) y 0,12 g/mL (limdn
EO AR) y finalmente se diluyeron a una concentracién minima de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mLy 0,3
mg/mL, respectivamente, también con lecitina. Cada tubo se inoculd con asa de suspension
bacteriana, preparado como se describe antes, para lograr una concentracion final de 1.5x108
UFC/mL de concentracion. Los tubos se inocularon a 37 °C durante 24 horas junto con un tubo
de control sin aceite esencial citrico. La supervivencia o no se determind colocando una

alicuota de cada tubo en placas triptona de soja-agar.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PELICULAS

Todas las pruebas de actividad antimicrobiana de peliculas fueron realizadas de manera
similar a lo anteriormente planteado, con la diferencia de que, en vez de embeber un disco
con un medio liquido, fue utilizado directamente un disco que fue cortado directamente de la
pelicula. Para asegurar la inocuidad de estos, fueron esterilizados con luz ultravioleta durante

10 minutos por cada lado.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software InfoStat (Cordoba,
Argentina). El andlisis de conglomerados se realiz6 basandose en la distancia euclidiana,
utilizando el método de enlace promedio con un nimero mdaximo de conglomerados
establecido arbitrariamente en dos. El clUster se realizé utilizando la composicion quimica del
aceite esencial citrico como variable. El andlisis de varianza (ANOVA, a = 0.05) y la prueba DGC
se realizaron para determinar las diferencias significativas entre las medias en los ensayos de
antioxidantes. La variabilidad entre los diferentes aceites esenciales citricos y los resultados
de los ensayos de antioxidantes y el andlisis antimicrobiano se realizé con un analisis

multivariado en los componentes principales (PC).
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CAPITULO 3. OBTENCION DE PELICULAS A BASE DE QUITOSANO,
ACIDO GALICO Y SORBITOL

En este capitulo se presenta la formacion de peliculas a base de quitosano adicionadas con
acido galico y sorbitol, donde este ultimo actia como plastificante. Primeramente, se
menciona un andlisis exploratorio de las peliculas obtenidas evaluando las actividades
antioxidantes y propiedades mecdnicas adecuadas para posteriormente utilizar la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) para modelar las respuestas experimentales y

obtener la optimizacién de la pelicula.

ANALISIS EXPLORATORIO

En primera instancia, se realizd un estudio preliminar en 25 peliculas sintetizadas a partir de
1% P/P de solucién acuosa de quitosano con la combinacién de (0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0)% P/P de
sorbitol y (0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00)% P/P de &cido galico (Tabla 3.01). A partir de estos

resultados, se realizé un disefio experimental como se explica mds adelante en este capitulo.

Tabla 3.01. Formulaciones de peliculas a base de quitosano al 1% P/P con el agregado de acido

galico (GA) y sorbitol (SB).

1 0 0 11 0 5 21 0 10
2 0.25 0 12 0.25 5 22 0.25 10
3 0.5 0 13 0.5 5 23 0.5 10
4 0.75 0 14 0.75 5 24 0.75 10
5 1 0 15 1 5 25 1 10
6 0 2.5 16 0 7.5
7 0.25 2.5 17 0.25 7.5
8 0.5 2.5 18 0.5 7.5
9 0.75 2.5 19 0.75 7.5
10 1 2.5 20 1 7.5
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CARACTERIZACIONES DE MEZCLAS Y PELICULAS

Las mezclas de reaccién previas a someterlas a casting presentaron una apariencia
homogénea, y la presencia de una tonalidad del color violeta, que se dio luego de la adicién

de acido galico, tal como muestra la Figura 3.01.

Fig. 3.01. Mezcla de reaccién conteniendo quitosano, sorbitol al 5% en peso y acido gélico

0,75% en peso.

La Figura 3.02 corresponde a una pelicula obtenida post casting, la cual presenta una muy
buena apariencia, teniendo en cuenta su homogeneidad, transparencia y brillo, ademas de

presentar suavidad al tacto.

Fig. 3.02. Pelicula conteniendo quitosano, sorbitol al 5% en peso y acido galico 0,75% en peso.
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Las mezclas utilizadas para sintetizar las peliculas finales se sometieron a ensayos reoldgicos
mediante el uso de ensayos rotacionales a 20,00 °C. La Fig. 3.03 muestra el perfil de la curva
de viscosidad de corte en funcidn de la velocidad de corte para la mezcla con 1% P/P de
quitosano, 5% P/P de sorbitol y 1% P/P de acido gdlico, y para quitosano puro o quitosano
mas acido galico o quitosano mas sorbitol, en las mismas concentraciones. Se encontré que,
en el rango de velocidad de corte entre 20 y 350 Hz, el perfil de las curvas se asemeja a las de
un liquido viscoso ideal donde la presencia de sorbitol o dcido gdlico modifica ligeramente la
viscosidad de quitosano en esas condiciones.

Este comportamiento es compatible con el hecho de que estas moléculas interacttdan con los
esqueletos de quitosano por enlace del tipo puente de hidrégeno o interaccidn electrostatica.
Ademas, la mezcla quitosano/sorbitol exhibe una viscosidad (cerca de 24 mPa.s) mayor que la
medida para la solucién acuosa de quitosano (cerca de 20 mPa.s). Teniendo en cuenta que
sorbitol tiene seis grupos hidroxilo, puede formar enlaces de hidrégeno con las cadenas
qguitosano y actuar como un agente entrecruzante de la reticulaciéon no covalente de las
estructuras del polisacdrido. Este fendmeno produce una aglomeracion de las cadenas de
quitosano, lo que conduce a un aumento de la viscosidad del sistema. Por otro lado, cuando
se incorpora acido galico en la solucién acuosa de quitosano, se produce una disminucion de
la viscosidad del sistema (cerca de 18 mPa.s). Probablemente, el anién acetato contra el grupo
amonio de quitosano estd sustituido por el anién de acido galico de la interaccion
electrostdtica, produciendo un volumen hidrodindmico mas pequeio de cadenas de
guitosano. Ademas, la mezcla de quitosano que contiene acido galico y sorbitol tiene un valor
de viscosidad (cerca de 19 mPa.s) inferior a la solucién acuosa de quitosano, pero mayor que
la encontrada para la mezcla de quitosano/acido gélico. Esta tendencia apoya el hecho de que,
en estas condiciones, acido gdlico interactua con el esqueleto de quitosano mediante la
interaccion electrostatica, lo que reduce el tamano de la cadena de quitosano, mientras que

sorbitol es un reticulador de las cadenas de quitosano de los enlaces de hidrégeno.
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Fig. 3.03. Viscosidad dinamica de corte de quitosano 1% P/P (m), quitosano 1% P/P y sorbitol
5% P/P (e), quitosano 1% P/P y acido galico 1% P/P (1), y la mezcla con una composicion de

quitosano 1% P/P, sorbitol 5% P/P y acido galico 1% P/P (©) a 20 °C.

Ademas, las mezclas se caracterizaron por espectrometria UV-visible para evaluar de manera
comparativa el perfil de sus curvas espectrales. En este sentido, la Figura 3.04 muestra las
curvas espectrales UV-visibles de soluciones acuosas de quitosano puro y de quitosano
mezclado, una de las cuales contiene también un 1% P/P de acido galico, otra con un 5% P/P
de sorbitol, y una tercera con 1% P/P de acido gélico y un 5% P/P de sorbitol.

Se encontré que la curva espectral para quitosano puro y para la mezcla de quitosano-sorbitol
muestran un perfil similar, donde se puede observar una banda alrededor de 270 nm y un
hombro cerca de 300 nm. Este comportamiento probablemente esté relacionado con el grupo
carbonilo del N-acetilo de quitosano.

Por otro lado, la mezcla de quitosano-acido galico y quitosano-sorbitol-acido gdlico muestra
curvas espectrales con perfiles similares, donde se encuentra una sobresaturacion de la
absorciéon en el rango de 200-350 nm. Este comportamiento se atribuye a la transicion de

electrones n de doble enlace del carbonilo del compuesto aromatico con sustituyentes OH.
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Este fendmeno apoya la presencia de acido gdlico en la mezcla, que es una sustancia con un

alto coeficiente de absortividad molar en ese rango de longitud de onda.
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Fig. 3.04. Curvas espectrales UV-visibles para una solucién acuosa de 1% en peso de quitosano
(A) y su mezcla con 1% en peso de acido gdlico (B); con 5% en peso de sorbitol (C), y con 1%

en peso de acido galico y 5% en peso de sorbitol (D).

Ademas, se utilizé la espectrometria FTIR para confirmar la potencial modificacion de las
cadenas de quitosano por su interaccidn con acido galico y sorbitol. La Figura 3.05 muestra los
espectros FTIR de las peliculas obtenidas a partir de quitosano puro y sus mezclas con 1% P/P
de acido galico; 5% P/P de sorbitol 0 5% P/P de sorbitol-1% P/P de acido galico. La banda ancha
entre 3700 y 2600 cm™ corresponde al estiramiento O-H de los grupos carboxilos presentes
en acido galico. Ademas, sorbitol y quitosano tienen una fuerte sefial (3700-3080 cm™) debida
a la presencia del grupo hidroxilo, que se superpone al estiramiento N-H del polisacarido. Esta
banda de estiramiento de OH se acentlia mas en los espectros quitosano-sorbitol y quitosano-
gélico-sorbitol debido a la presencia de sorbitol en esas mezclas. La sefial a 2920 cm™ estd
asociada con el estiramiento de Csp3-H, que se puede observar para sorbitol y quitosano. La

banda a 1640 cm™ corresponde a la vibracién de estiramiento C=0 del grupo amida, que se
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pudo observar para quitosano y su mezcla con sorbitol (Figura 3.05). La sefial a 1610 cm™
cuando acido galico se incorpora a la composicidn final del producto, se asigna al estiramiento
C=C correspondiente al anillo aromatico de acido galico, que se superpone casi por completo
alabanda de la amida a 1640 cm™. Ademas, quitosano tiene una banda caracteristica de 1560
cm, que corresponde a la flexion N-H y la vibraciéon de estiramiento C-N a 1330 cm™. El
estiramiento de C-O-C como un pico fuerte a 1020 cm™ aparecen en todas las mezclas debido
a la presencia de quitosano. Finalmente, sorbitol muestra una banda ancha caracteristica en
el rango de 1400-1250 cm™, que estd asociada a la vibracién combinada de tensién y flexion

C-O-H.
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Fig. 3.05. Espectros FTIR de peliculas basadas en quitosano. Quitosano (A), quitosano y su
mezcla con 1% P/P de 4cido gélico (B); quitosano y 5% P/P de sorbitol (C), y mezcla de

quitosano, 5% P/P de sorbitol y 1% P/P de acido galico (D).

La Figura 3.05 también muestra que en el perfil de la curva D se pueden observar claramente

las bandas de estiramiento O-H (préxima a 3300 cm™) y la vibracidon Csp3-H (2920 y 2860 cm”
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1), lo cual sugiere que la asociacién de los grupos carboxilos entre si ha disminuido. Este
fendmeno sugiere que sorbitol interactia mediante el enlace de puente hidrégeno con los
grupos carboxilo de acido galico. Ademas, teniendo en cuenta que el tamafio de sorbitol es
mas pequeno que los otros componentes de la mezcla, la molécula de sorbitol se puede
distribuir homogéneamente con mayor facilidad en el liquido e interaccionar mediante puente
de hidrégeno con esqueletos de quitosano y acido galico. Por lo tanto, se espera que sorbitol
desempefiie un papel relevante como agente de reticulacién y como plastificante a partir de
estas interacciones no covalentes durante la formacién de peliculas de quitosano por casting.
En lo que respecta a la actividad antioxidante de las peliculas, la Figura 3.06 muestra la
influencia de la concentracion de sorbitol y acido gdlico sobre la capacidad antioxidante de las
peliculas, visto a partir de tres gréaficas: una que representa al ensayo TPC, otra al DPPH y la
ultima al CUPRAC, y en donde el eje de las abscisas siempre corresponde al contenido de acido
galico en la mezcla de reaccion. En el caso del ensayo de TPC, los pardmetros de actividad
antioxidante aumentan con el contenido de acido galico en la pelicula. Sin embargo, se
observa que la actividad antioxidante de las peliculas disminuye cuando se utiliza una mayor
concentracion de sorbitol durante su formacion. Este comportamiento esta relacionado con
el hecho de que sorbitol aumenta la masa final de las peliculas y diluye la concentracién de
acido galico. Ademas, no se debe descartar la disminucidn en la difusion de reactivos causada
por el entrecruzamiento no covalente de las cadenas de quitosano reticulado, que aumenta
cuando se utiliza un mayor contenido de sorbitol en la mezcla. Cabe sefialar que no se
encuentra actividad antioxidante en las peliculas sin acido galico, lo cual descarta alguna
posible actividad de alguno de los otros componentes bajo esas condiciones de ensayo. La
Figura 3.06 muestra que la mejor actividad antioxidante corresponde a aquellas peliculas con
un contenido de acido gélico superior a un 0,5% P/P, ya que, a partir de ese valor, y seguin se
puede observar en los ensayos del DPPH y CUPRAC, los valores presentan variaciones

minimas.

67



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

0.020

©

=}

=

o
1

0.010

TPC (mg GA/mg film)

0.005

: . , :
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
GA (%P/P)

4.0x10® -
E
& 3.0x10°
(o]
£
=
(o)}
£ 2.0x10°
=
o
o
(@)
1.0x10®
0.0 T T J T ¥ T d T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
GA (%P/P)
8.0x10° 4
£ 6.0x10° 1 //
'g A
g e
= m
’._
\é'/’4.0x10'3—
e °
<
14
% s » A
o 2.0x10™ 4 o b=
A s 3
>
0.0 = T T
0.00 0.75 1.00

GA (%P/P)
Fig. 3.06. Influencia de la concentracion de acido galico y sorbitol en los valores de TPC (A),
DPPH (B) y CUPRAC (C) en peliculas con 1% P/P de quitosanoy O (m),2,5(®),5( A ), 7,5

(Vv)y10( ‘ ) % P/P de sorbitol.
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DISENO DE EXPERIMENTO Y METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

El disefio experimental para el desarrollo del presente trabajo se llevé a cabo utilizando la
metodologia de superficie de respuesta de un modelo de dos factores de acuerdo con el
modelo de Doehlert (1970). Este modelo matemadtico fue seleccionado para identificar la
interaccion entre las variables de respuesta estudiadas y las variables independientes. Los dos
factores, es decir, las variables independientes utilizadas en la formulacion de peliculas fueron
la concentracion de sorbitol y acido gélico, donde el rango de estas variables se basé en
estudios previos de propiedades antioxidantes y solubilidades. La concentracion de sorbitol
se definid como un factor con cinco niveles (Xi: 1, 3, 5, 7, 9 % P/P), ya que segln trabajos
anteriores, la ausencia de plastificantes generaban un efecto negativo en las propiedades
finales de las peliculas (Fakhoury et al., 2012; Z. H. Zhang, Han, Zeng, Xiong, & Liu, 2015). Por
otro lado, la composicidn de acido galico es un factor cuyos tres niveles (Xz: 0.50, 0.75, 1%
P/P) representan la mejor actividad antioxidante segln los ensayos preliminares. Un esquema

del diseiio de experimento puede verse en la Figura 3.07.

SB
1.00 3.00 5.00 7.00 9.00

0.50 - -

GA 075 © @ {)

1.00 - -

Fig. 3.07. Disefio de experimento segin Doehlert aplicado a la preparacion de peliculas de

quitosano con acido galico y sorbitol, donde los puntos representan las peliculas preparadas.

Las variables de respuesta seleccionadas fueron: TPC (Y1), DPPH (Y2), CUPRAC (Y3), TS (Ya), EB
(Ys), E(Ys), O (Y7), WVT (Ys) y P (Ys). Las variables de respuesta se evaluaron después de realizar

9 ensayos, donde seis de ellas fueron las peliculas obtenidas de diferentes formulaciones de
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mezcla. Las pruebas restantes corresponden al punto central segliin el modelo de Doehlert
para dos factores.

Se ajustaron polinomios cuadraticos para expresar cada variable de respuesta definida en este
estudio en funcién de las variables independientes. En la ecuacion 3.01, Y, es la variable de
respuesta donde bg es un término constante; b1 y bz son los coeficientes de los parametros
lineales como las composiciones de sorbitol (X1) y acido galico (X2), respectivamente. Ademas,
bi1 y b2z corresponden a los coeficientes del pardmetro cuadrdtico, mientras que b1z es el

coeficiente de los pardmetros de interaccion.

YTl = bo + b1X1 + bzXz + b12X1X2 + b11X12 + b22X22 (301)

Los coeficientes utilizados para los modelos de regresion de cada variable de respuesta
estudiada y el andlisis estadistico se realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI
(v1e.1, EE. UU.). La superficie de respuesta se estimé a partir de datos experimentales con un
intervalo de confianza del 95%. Con el fin de obtener peliculas con una buena resistencia
mecdnica y las mejores propiedades antioxidantes, se optimizé la superficie de respuesta.
Después de eso, se prepararon peliculas basadas en quitosano utilizando las condiciones
6ptimas predichas por las superficies de respuesta, y los datos experimentales se compararon
con los valores tedricos, lo que permitio validar el rendimiento del modelo.

Los resultados se expresaron como la media de tres repeticiones. Los datos se analizaron
mediante ANOVA y los resultados se compararon mediante la prueba de Fisher a un nivel de
significancia de 0,05. Todos los andlisis se realizaron utilizando el software estadistico

INFOSTAT.

SUPERFICIES DE RESPUESTA

La disposicién del disefio para las composiciones de las mezclas y los resultados
experimentales de las variables dependientes en las diferentes peliculas se presentan en la
Tabla 3.02. La ecuacién 3.01 se utilizé para ajustar la superficie de respuesta de los datos

experimentales para cada muestra investigada, como se muestra en la Tabla 3.03.
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Tabla 3.02. Valores promedios experimentales de las respuestas obtenidas en el disefio experimental.

Variables Respuestas
X1 X5 Y; Y, Y3 Y4 Ys Ys Y, Ys Yo
Run SB GA TPC TEACoppH TEACcuprac TS EB E (o) WVT P
mg GA mmol trolox mmol trolox UA g.-mm
%p/p  %plp g— _— _ MPa MPa R iz —
mg film mg film mg film mm m2h mmHg.m*. h
1 5 0,75 3,3x102+3x103b 4,3x10° + 2,x107a 2,4x1073 + 1x10™%a 1,9+0,3a 0,26 £0,1b 15,8 £+ 0,9a 0,56 +0,1a 59+ 4b 0,34 £0,03b
2 5 0,75 3,3x102+8x10™b 4,7x10°° + 4x107a 2,3x103 + 2x10°a 2,7 +£0,5a 0,43 +0,1b 14,4 £+ 0,9a 0,62 +0,2a 55+3b 0,38 £ 0,09b
3 5 0,75 3,3x102+6x10%b 4,7x10° + 2x107a 2,5x103 + 1x103a 1,9+0,7a 0,32+0,1b 13,0+ 3,3a 1,13 +0,3a 54 + 4b 0,39 +0,05b
4 1 0,75 3,7x102+2x103b 4,4x10°° + 4x107a 5x103 + 6x10b 8,5+1,4c 0,03 +0,0a 614 +141b 3,24+1,4b 63+15b 0,24 +0,04a
5 9 0,75 3,0x102+ 7x10%b 5,8x10° + 2x107b 1,4x1073 + 3x10™a 0,9+0,3a 0,44 +0,1b 1,7+0,2a 0,65+0,1a 57 +9b 0,62 +0,10c
6 3 1 4,4x107? + 2x103b 4,7x10° + 2x107a 5,7x103 + 1x10°b 4,1+1,9b 0,23 +0,2b 98,2 £ 6,4a 0,88 +0,3a 53 +6b 0,37 £0,04b
7 3 0,5 2,2x1072% + 7x103a 5,6x10° + 3x107b 1,5x1073 + 4x10™a 45+0,8b 0,40%0,1b 27,2+%8,3a 1,69+0,1a 57 +5b 0,32 +0,01b
8 7 1 2,3x1072 + 2x1072a 5x10° + 3x107a 2,6x103 + 7x10“a 1,8+0,1a 0,54+0,1b 4,1+0,4a 0,58+0,2a 46+*5b 0,49 +0,09b
9 7 0,5 2,2x102% + 2x103a 5,8x10° + 1x107b 8,1x10™ + 3x10™a 1,0+0,1a 0,35+0,1b 2,8+0,4a 0,98 £0,4a 37+7b 0,39 £ 0,06b

Valores seguidos por la misma letra dentro de una misma columna implican diferencias no significativas (p<0,05). SB: sorbitol — GA: 4cido gélico — TPC: polifenoles totales —
TEACorrH: capacidad antioxidante DPPH — TEACcurrac: capacidad antioxidante CUPRAC — TS: resistencia a la traccién — EB: elongacién a la rotura — E: mddulo de Young — O:
opacidad — WVT: tasa de transferencia al vapor de agua — P: permeabilidad.
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Tabla 3.03. Ecuaciones polinomiales y coeficiente de determinacion para las respuestas de las

variables investigadas respecto a las variables independientes utilizadas en la formulacién de

peliculas.

Ecuacién polinémica de 2 grado R?

Y1 =-6,6497x1072 + 6,2753x10 X1 + 0,2107 X2 + 1,5732x10°° X+? - 1,0466x102 X1 X2 - 9,0217x1072 X22 0,95
Y2 =1,1250x107 - 2,5638x107 X1 - 1,5362 x107° Xz + 3,6146x10% X1 + 3,6x108 X1 X2 + 8,996 x10°6 X2? 0,91
Y3 =2,3732x1073 - 6,0961x107° X1 + 1,0126x1072 X2 + 4,9208x10°° X1? - 1,1886x1073 X1 X2 + 1,2556x1073 X2 0,99
Y4=12,7519 - 2,86792 X1 - 3,755 X2 + 0,158542 X:? + 0,545 X1 X2 + 0,96 X 0,98
Y5 =123,156 - 2,64583 X1 - 253,0 X2 - 0,635417 X:? + 18,0 X1 X2 + 110,0 X2 0,89
Ys = 76,4047 - 213,425 X1 + 1558,25 X + 18,3568 X12 - 34,835 X1 X2 - 874,58 X2? 0,87
Y7=5,34135 - 1,15021 X1 - 1,58 X2 + 0,0734375 X:? + 0,21 X1 X2 - 0,46 X2? 0,90
Ys =9,86549 - 8,67522 X1 + 188,235 X2 + 0,222473 X1 + 6,51585 X1 X2 - 144,555 X7 0,80
Ys=0,283219 - 0,0106232 X; - 0,0997015 X; + 0,00332764 X7 + 0,0224055 X; X2 + 0,089398 X>? 0,92

Las variables de respuesta se ajustaron correctamente ya que para todas las respuestas se
alcanzaron coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,80. De esta manera, todas las
variables de respuestas investigadas se incluyeron en el proceso de optimizacién. La
naturaleza de la relacién entre las variables independientes y las respuestas investigadas se
representd mediante una superficie de respuesta tridimensional, que se generd a partir de la

ecuacién de regresidon, como se puede ver en las Figuras 3.08 a 3.16.
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Fig. 3.08. Grafico de superficie de respuesta de TPC.
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Fig. 3.09. Grafico de superficie de respuesta de DPPH.
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Fig. 3.10. Grafico de superficie de respuesta de CUPRAC.
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Fig. 3.11. Grafico de superficie de respuesta de resistencia a la traccion.
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Fig. 3.12. Grafico de superficie de respuesta de elongacidn a la rotura.
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Fig. 3.13. Grafico de superficie de respuesta de mddulo de Young.
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Fig. 3.14. Grafico de superficie de respuesta de opacidad.

o1
60-

501

WVT (g/m*h)

40-

\ 0
SB (%PIF) GA (%P/P)

9 0.50

Fig. 3.15. Grafico de superficie de respuesta de transmisidn de vapor de agua WVT.
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Fig. 3.16. Grafico de superficie de respuesta de permeabilidad.

El efecto de la presencia de sorbitol y la concentracién de acido galico fue significativo (p
<0.05) en las respuestas de actividad antioxidante de TPC, DPPH y CUPRAC (Y1, Y2, Y3) en el
primer efecto de orden lineal (X1 y Xz) y el efecto combinado (X1Xz). Se encontré que el valor
experimental de TPC oscila entre 0.0217 y 0.0437 mg de acido galico / mg de pelicula, TEACpppH
varia entre 4.26x10 ® y 5.8x10 ® mmol de Trolox / mg de pelicula, mientras que TEACcuprac
cambia de 0.00081 a 0.0057 mmol Trolox / mg Pelicula (Tabla 3.02).

Las Figuras 3.08, 3.09 y 3.10 muestran que las superficies de respuesta de TPC y CUPRAC
tienen un comportamiento similar en el que ambos pardmetros aumentan junto con el
contenido de 4acido gdlico o se utiliza un menor contenido de sorbitol en la mezcla. Sin
embargo, la superficie de respuesta para DPPH presenta un rendimiento diferente, mostrando
un valor minimo de 5% P/P de sorbitol y 0.75% P/P de acido galico. Por otro lado, esta
superficie presenta su valor maximo de DPPH a la concentracién mas alta de sorbitol y un 0.5%
P/P de contenido de acido galico.

Con respecto a las propiedades mecdnicas de TS, EB y E (Y4, Ys, Ye), en general se encuentra
que solo el primer efecto de orden lineal de sorbitol (X1) fue significativo (p <0.05). Este

comportamiento estd de acuerdo con el hecho de que sorbitol funciona como un agente de
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reticulacion no covalente, que afecta directamente las propiedades mecdnicas de las peliculas
a partir de la formacién de enlaces de puente hidrégeno. Dependiendo de la concentracion
de acido gdlico y sorbitol en las peliculas, las propiedades mecdnicas muestran una gran
variacion (Tabla 3.02). Aqui, la resistencia a la traccion fluctia de 0,90 a 8,46 MPa, el valor de
EB varia de 0,03 a 0,54, y se encuentra que el Médulo de Young varia entre 1,73 y 614,29 MPa.
La superficie de respuesta de TS (Figura 3.11) muestra que su valor aumenta cuando la
concentracion de sorbitol disminuye. Por otro lado, la superficie de respuesta del mdédulo E
muestra un cambio marcado para una concentracioén de sorbitol superior a un 5% P/P. Bajo
esta condicién, un aumento del contenido de sorbitol y dcido galico conduce a un aumento en
el porcentaje de elongacién de la pelicula. Ademas, se observa que la superficie de respuesta
del mdédulo de Young disminuye contra la concentracién de sorbitol hasta alcanzar un valor
cercano al 7% P/P. Después de eso, el Mddulo de Young aumenta junto con la concentracion
de sorbitol. Este fendmeno puede explicarse por el predominio de las interacciones puente
hidrégeno entre quitosano, sorbitol y acido galico. Cuando el contenido de sorbitol es bajo,
predominan la interaccion electrostatica y puente hidrégeno entre las cadenas de quitosano
y acido gdlico. Este ultimo actia como un agente de reticulacidon a través de enlaces no
covalentes, lo que da un valor E mas alto debido al hecho de que acido galico es una molécula
rigida. Después de un 7% P/P de contenido de sorbitol, sus interacciones de puente hidrégeno
con los otros reactivos aumentan y actldan como un agente de reticulacién exitoso. De esta
manera, el médulo E vuelve a crecer, pero con un valor mas bajo debido al hecho de que
sorbitol es una molécula mas flexible que acido galico (Figura 3.13).

Ademas, se encontré que el contenido de sorbitol (X1) tiene un efecto significativo sobre la
opacidad (p <0,05) de las peliculas obtenidas. El valor de opacidad varia en un rango de 0,56-
3,24 UA/mm para estas peliculas, mientras que la tasa de transmision de vapor de agua WVT
lo hace entre 37,22 y 62,56 g/m?h, y la permeabilidad entre 0,24 y 0,62 g.mm/mmHg.m?.h
(Tabla 3.02). La Figura 3.14 muestra que una mayor concentracion de sorbitol en la mezcla
conduce a una disminucidn de la opacidad de la pelicula, ya que sorbitol provoca desordenes
en las cadenas de quitosano, obteniendo asi un mayor grado de regiones amorfas. El valor
mas alto WVT se alcanza con el contenido de sorbitol mas bajo junto con un 0,75% P/P de la
concentracion de acido galico (Figura 3.15). Sin embargo, se pudo observar un alto valor de
permeabilidad para las peliculas que contienen la mayor concentracion de sorbitol, donde no

se evidencia una dependencia del contenido de acido galico (Figura 3.16). Es importante

78



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

resaltar esto, porque si la intencidn de la pelicula es usarla como empaque, WVT y P deben

ser bajos.

OPTIMIZACION

Con el objeto de obtener peliculas con una buena resistencia mecanica y con capacidad
antioxidante, se realizaron optimizaciones numéricas para determinar los valores éptimos
para las variables independientes de acuerdo con las variables de respuesta deseadas.

Las mejores capacidades antioxidantes se obtuvieron para peliculas con el mayor valor de TPC,
DPPH y CUPRAC. En este sentido, estas variables fueron maximizadas a partir del método de
superficie de respuesta utilizado. Con respecto a las propiedades mecanicas, una pelicula debe
tener una buena resistencia a la traccién y una elasticidad aceptable cuando su uso se enfoca
como embalaje. Por lo tanto, el valor de la resistencia a la traccién y la elongacién a la rotura
de estas peliculas se maximizd, mientras que el médulo de Young, que indica la elasticidad
longitudinal del material, se minimizé. Ademas, teniendo en cuenta que este tipo de pelicula
debe tener un buen control de la transferencia de agua y una buena apariencia, el valor de la
opacidad, la tasa de transmisién de vapor de agua y la permeabilidad se redujeron al minimo.
En resumen, las variables de respuesta de TPC, DPPH, CUPRAC, EB y TS (Y1 a Ys) fueron
maximizadas, mientras que E, O, WVTy P (Ys a Yo) fueron minimizadas.

Considerando estas suposiciones para el modelo matematico propuesto, una mezcla con un
3,62% P/P de sorbitol, un 1% P/P de contenido de acido galico y un 1% P/P de quitosano se
encuentra que es la composicidon dptima para construir la pelicula deseada. A partir de los
datos predichos por el modelo, las peliculas se prepararon por triplicado en estas condiciones
optimizadas. La Tabla 3.04 informa un analisis comparativo entre los valores predichos y
experimentales con su desviacidon estandar correspondiente para cada variable de respuesta.
Se encontrd una buena concordancia entre los valores experimentales y predichos para TPC,
DPPH, CUPRAC, EB, E, O y P. Las mayores diferencias entre el valor predicho y el valor
experimental se encontraron para los parametros TS y WVT, lo que estaria relacionado con su
alta desviacidn estandar natural por la variabilidad de las condiciones de ejecucidon del
experimento. No se descarta el hecho que las condiciones limite establecidas para estos
parametros en el desarrollo del modelo no fueron las mas adecuadas, lo que magnifica los

errores. Se destaca ademas que los valores determinados coinciden con los expresados por
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otros autores (Butler, Vergano, Testin, Bunn, & Wiles, 1996; J. Liu et al., 2017; M. Liu, Zhou,
Zhang, Yu, & Cao, 2014).

El coeficiente de determinacion del modelo completo es 0,98, el cual apoya el hecho de que
el modelo propuesto exhibe un buen ajuste frente a los datos experimentales. Este modelo
matemadtico permitié determinar las condiciones 6ptimas del sistema para obtener peliculas
de quitosano con propiedades asignadas previamente. Estos resultados sugieren que el uso
de estos modelos en el estudio de variables es prometedor, ya que mejoran significativamente

la respuesta de la ingenieria quimica para resolver un desafio tecnolégico en particular.

Tabla 3.04. Valores predichos y experimentales de respuestas

Predicho Experimental
Y:  TPC (mg gallic acid/mg film) 3,90x102 3,7x1072 + 4x10°3
Y>  DPPH (mg Trolox/mg film) 4,56x10° 4,3x10° + 8x107/
Y3  CUPRAC (mg Trolox/mg film) 5,13x1073 4,3x103 + 6x10°
Y4 TS (MPa) 3,63 7,7+0,4
Ys EB 0,27 0,16 +0,1
Ys E (MPa) 102 107 £ 30
Y7 O (UA/mm) 0,859 1,0+0,1
Ys  WVT (g/m2h) 48,6 67+6
Yo P (g.mm/mmHg.m2.h) 0,359 0,33+0,02

SB: sorbitol — GA: acido galico — TPC: polifenoles totales — DPPH: capacidad antioxidante DPPH
— CUPRAC: capacidad antioxidante CUPRAC — TS: resistencia a la traccién — EB: elongacién a la
rotura — E: mdédulo de Young — O: opacidad — WVT: tasa de transferencia al vapor de agua —P:

permeabilidad.

CONCLUSIONES

Los estudios preliminares en las propiedades antioxidantes permitieron determinar el rango
de las variables independientes de sorbitol como plastificante y acido galico como
antioxidante para la metodologia de superficie de respuesta en un modelo Doehlert de dos
factores.

Los valores experimentales de cada variable de respuesta investigada usando el modelo de

Doehlert, se ajustaron con una ecuacién de polinomios cuadraticos con un coeficiente de
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regresion obtenido en el rango de 0,80-0,99. Para obtener una pelicula mecdnica resistente
con las mejores propiedades fisicas y antioxidantes, las variables de respuesta del modelo de
TPC, DPPH, CUPRAC, EB y TS fueron maximizados, mientras que E, opacidad, WVT vy
permeabilidad fueron minimizados. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el programa
identificé la mezcla con un 3,62% P/P de sorbitol y un 1% P/P de acido galico agregado a la
solucién de quitosano al 1% P/P como la composicion dptima para formar una pelicula con
las caracteristicas fisicoquimicas buscadas. Las variables de respuesta de la pelicula sintetizada
determinadas experimentalmente mostraron un acuerdo cercano con las predicciones del

modelo, lo cual permitié validar la respuesta del modelo .
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CAPITULO 4: EFECTO DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE REACCION
SOBRE LA FORMACION DE PELICULAS A BASE DE QUITOSANO

Como se observé en el capitulo anterior, el agregado de acido gdlico y sorbitol bajo
determinadas condiciones, establecieron valores dptimos deseables de sintesis de peliculas a
base de quitosano frente a diferentes respuestas. Ademads de la variacién de la composicién
guimica del material constitutivo de la pelicula, se pueden realizar tratamientos térmicos que
mejoren su estabilidad.

El presente capitulo aborda el estudio de la optimizacion de las condiciones de sintesis para la
preparacidon de peliculas de quitosano-acido gdlico-sorbitol, con el objeto de determinar

beneficios y desventajas sobre sus propiedades mecanicas, antioxidantes y fisicas.

MATERIALES Y METODOS

PREPARACION DE PELICULAS

Las peliculas sintetizadas para completar los objetivos planteados de este estudio fueron
obtenidas a partir de la evaporacidn de agua (método “casting”) a temperatura ambiente de
mezclas de reaccion que contenian 1% p/p de acido galico como principio bioactivo, 3,62%
p/p de sorbitol como plastificante y solucién de quitosano al 1% p/p como matriz polimérica,
como se obtuvo de la optimizacion del capitulo anterior.

En este estudio se evalud el efecto del tiempo y la temperatura usado durante la formacion
de la mezcla de reaccidn. Para ello, las reacciones se llevaron a cabo en celdas encamisada
conectadas a un bafio termostatico, y con agitacion constante mediante la utilizacién de un
agitador magnético, tal como lo ilustra la Figura 3.01. Una vez obtenidas las peliculas, las

mismas fueron utilizadas sin ninguna purificacién o lavado posterior.
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Fig. 4.01. Celda encamisada conectad a bafio termostatico para modificacidon de condiciones

de reaccion.

Previo a la generacion de las superficies de respuestas para obtener una pelicula con las
condiciones dptimas, se llevd a cabo un exhaustivo trabajo preliminar en donde fueron
analizadas 6 condiciones de reaccién para la obtencidn de la pelicula de quitosano al 1% P/P,

con acido galico al 3,62% P/P y sorbitol al 1% P/P, las cuales se detallan en la Tabla 4.01:
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Tabla 4.01. Condiciones de reaccién propuesta para el desarrollo de la pelicula éptima.

N° Temperatura (°C) Tiempo (min)
e 10
. 50
L w 60
n 50 30
- 50 60
“ 60 30
“ 60 60

ANALISIS EXPLORATORIO

La capacidad antioxidante de las peliculas fue determinada a través de la reaccion del radical
DPPH. La Figura 4.02 muestra el desempefio de DPPH de las peliculas de 4cido
galico/sorbitol/quitosano obtenidas bajo el tratamiento térmico de la mezcla de reaccién a
diferentes tiempos y temperaturas, en donde las barras indican los desvios positivos de las
determinaciones. Se puede observar que un aumento tanto en las temperaturas como en los
tiempos de reaccion, generan una disminucion en el valor de la capacidad antioxidante de las
peliculas, lo cual sugiere que una mayor cantidad de acido galico ha sido unido
covalentemente a la cadena de quitosano. Esta pérdida de libertad traslacional de acido galico
produce una disminucién en su capacidad antioxidante en las condiciones de estudio

empleadas.
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Fig. 4.02. Analisis de la actividad antioxidante a partir de la inhibiciéon el radical DPPH,

expresado como pmol de Trolox por g de pelicula a diferentes temperaturas y tiempos.

Por su parte, a la hora de desarrollar un nuevo material, es pertinente evaluar su resistencia
mecanica, teniendo en cuenta su funcién protectora como lo es, por ejemplo, en el caso de
almacenamiento de alimentos. La Figura 4.03 muestra los valores obtenidos para la resistencia
a la traccion correspondientes a las peliculas sintetizadas en diferentes condiciones de
sintesis. Los valores de la resistencia a la traccion de estos materiales variaron entre 2,26 y
8,22 MPa. Se puede observar que este parametro para temperaturas entre 50 y 60°C
incrementa con el aumento del tiempo de reaccidon. Sin embargo, a 40°C el efecto del tiempo
de reaccion es opuesto, donde se genera una pelicula con una menor resistencia a la traccién,

lo cual puede deberse a una mayor homogenizacién del plastificante.
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Fig. 4.03. Resistencia a la traccidn de peliculas a base de quitosano, acido galico y sorbitol a

diferentes temperaturas y tiempos.

En lo que respecta a la evaluacidn de la permeabilidad de las peliculas sintetizadas, los valores

variaron entre 0,16 y 0,41 unidades de permeabilidad (UP), como muestra en la Figura 4.04.
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Fig. 4.04. Permeabilidad de peliculas a base de quitosano, acido galico y sorbitol.

En términos generales, se puede considerar que a mayor temperatura y tiempo de reaccién
se generan peliculas con un valor de permeabilidad menor debido al mayor grado de
entrecruzamiento de cadenas alcanzado. Sin embargo, se debe destacar que a 40°C las
peliculas formadas muestran la mayor permeabilidad, donde no se observa de manera clara
la influencia del tiempo de reaccidn. Por su parte, aquellas peliculas obtenidas a 50 y 60°C con
un tiempo de tratamiento térmico mayor muestran un comportamiento similar con la mas

baja permeabilidad, lo cual sugiere que bajo estas condiciones de sintesis se alcanza el mas

T(°C)

t (min)

alto grado de entrecruzamiento de cadenas de quitosano por parte de acido galico.
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Fig. 4.05. Imagenes obtenidas por SEM (10000X) de las superficies de peliculas a base de
quitosano-acido galico y sorbitol. A: 40°C — 30min, B:40°C — 60min, C: 50°C — 30min, D:50°C —
60min, E: 60°C — 30min, F:60°C — 60min.

La morfologia de las superficies de las peliculas fue evaluada a partir de las imagenes de SEM.
La Figura 4.05 muestra que las peliculas sintetizadas con menores tiempos y temperaturas de
reaccién presentan poros con al menos dos distribuciones de tamafios, lo cual estaria
explicando los valores superiores de permeabilidad alcanzados para estos casos. En estas
condiciones, el entrecruzamiento covalente entre las cadenas de quitosano y acido gélico no
esta favorecido debido a la menor energia térmica del sistema. Este tipo de entrecruzamiento
fue explicado por Strauss & Gibson (2004) y puede verse en la Figura 4.06. Por el contrario, a
mayores tiempos y mayores temperaturas, las superficies de las peliculas fueron aumentando
su homogeneidad, sugiriendo la presencia de una matriz altamente entrecruzada. Esto puede
deberse a una mayor capacidad de interacciéon entre quitosano y acido galico bajo esas

condiciones.
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Fig. 4.06. Mecanismo de reaccidon de compuestos fendlicos con cadenas laterales de grupos

amino

Los parametros de color fueron determinados sobre las mismas peliculas. De acuerdo con la
Tabla 4.02, para el pardmetro a* se observa que este patrén tiene valores altos para
condiciones de reaccién a altas temperaturas, y que todos los valores obtenidos son positivos,
lo cual indica que en este caso el color rojo presenta una mayor intensidad en todas las
condiciones. Con respecto al parametro b*, existe una variacion desde valores negativos para
temperaturas y tiempo menores, hacia valores positivos, a medida que aumentan las mismas.

Esto indicaria diferencia de intensidad con la modificacion de las condiciones, desde azul hacia
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amarillo. Por ultimo, la luminosidad L* disminuye con el aumento de los valores de las
condiciones. Claramente se puede observar que existe un pardeamiento de las peliculas

mientras la reaccién es sometida a mayores temperaturas y tiempos.

Tabla 4.02. Parametros CIELab para diferentes condiciones de reaccién de peliculas.

REF 10 25 88.96 1.85 -2.45
1 30 40 86.61 1.93 -2.18 2.36
2 60 40 86.18 1.91 -2.30 2.78
3 30 50 86.81 1.90 -2.17 2.17
4 60 50 84.93 2.38 -0.07 4.71
5 30 60 84.39 2.01 0.77 5.59
6 60 60 84.72 2.15 1.83 6.03

La variacion de color AE* es mayor para la pelicula generada bajo las condiciones de reaccién
de 60° Cy 60 minutos, mientras que es menor para 50° y 30 minutos. No existe un pardmetro
definido respecto a que valor de AE* permite que la diferencia entre muestras sea

significativa, pero a modo general se puede utilizar la Tabla 4.03:

Tabla 4.03. Aceptabilidad general de las diferencias de color en AE.

AE* <1 Imperceptible

AE* <2 Minima
AE* <3 Aceptable
AE* <5 Marcada

AE* =5 Muy marcada

Teniendo en cuenta lo anterior, para las muestras 1, 2 y 3 las diferencias serian aceptables,
para la muestra 4 se presentaria una diferencia marcada de la coloracion, y para el resto muy
marcada. Se aclara que el resultado de este anilisis del color no implica que debamos

descartar dichas muestras, sino que hay una diferencia significativa en la coloracién de estas.
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DISENO DE EXPERIMENTO Y METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Para este disefio también se siguid utilizando el modelo planteado por Doehlert (1970). En
este caso, y en base a los resultados encontrados en el analisis exploratorio anterior, la
temperatura se definié como un factor con cinco niveles (Xi: 30, 40, 50, 60, 70 °C), ya que
temperaturas menores simularian las condiciones a temperatura ambiente, y temperaturas
mayores provocaron que la reaccidon no pueda llevarse a cabo correctamente en el equipo por
problemas de sobrecalentamiento. Por otro lado, el tiempo se establecié como un factor a
tres niveles (Xz: 30, 45, y 60 min). El disefio de experimento puede verse reflejado en el
esquema de la Figura 4.07. Las variables de respuesta seleccionadas fueron: TPC (Y1), DPPH
(Y2), TS (Y3), E (Ya), WVT (Ys), y P (Ye). Nuevamente, las variables de respuesta se evaluaron
después de realizar 9 ensayos, donde seis de ellas fueron las peliculas obtenidas de diferentes
condiciones de reaccién. Las pruebas restantes corresponden al punto central segun el
modelo de Doehlert para dos factores. Se repite el modelo polindmico de segundo grado

explicado en el capitulo anterior para determinar los valores predichos de las respuestas.
T (°C)
30 40 50 60 70

30 & D

t(min) 45 @ O O

60 @ 9

Fig. 4.07. Disefio de experimento segun Doehlert aplicado a la preparacion de peliculas de
quitosano (1% P/P) con acido galico (1% P/P) y sorbitol (3.62% P/P), donde los puntos

representan las peliculas preparadas.

Los modelos de regresion de cada variable de respuesta estudiada y el analisis estadistico se
realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI (v16.1, EE. UU.). La superficie de

respuesta se estimé a partir de datos experimentales con un intervalo de confianza del 95%.
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Se optimizd la superficie de respuesta para obtener las condiciones de reacciones éptimas.
Después de eso, se prepararon peliculas basadas en quitosano utilizando las condiciones
Optimas predichas por las superficies de respuesta, y los datos experimentales se compararon
con los valores tedricos, lo que permitid validar el desempefio de respuesta del modelo.

Los resultados se expresaron como la media de tres repeticiones. Los datos se analizaron
mediante ANOVA vy los resultados se compararon mediante la prueba de Fisher a un nivel de
significancia de 0.05. Todos los analisis se realizaron utilizando el software estadistico

INFOSTAT (2017).

SUPERFICIES DE RESPUESTA

La disposicion del disefio para las composiciones de las mezclas y los resultados
experimentales de las variables dependientes en las diferentes peliculas se presentan en la

Tabla 4.04.

Tabla 4.04. Valores promedios experimentales de las respuestas obtenidas en el disefo

experimental.

Variables Respuestas

X1 X2 Y1 Y, Y3 Y4 Ys Ys
Run

T t TPC DPPH TS E WVT P

°C min r:;‘g fcl.;;n L;?;;lox MPa MPa % 7mmgf'1:‘7;2. -
1 40 30 0,057+0,01a 3,15+1,00a 5,32+0,65a 81,60+13,55a 62,62+22,00a 0,41+0,16a
2 40 60 0,064 +0,06a 3,60+0,59a 2,26+1,22a 63,26+44,15b 74,03+15,41a 0,40+0,08a
3 60 30 0,060+0,07a 3,35+0,39a 6,04+0,98a 89,16+8,11a 42,96+3,46b 0,16 +0,03b
4 60 60 0,060+0,05a 3,15+0,47a 8,22+1,0l1a 84,73+18,08a 45,31+4,11b 0,20+ 0,07c
5 30 45 0,074+0,06a 2,94+0,61a 2,78+0,50a 8,50+ 2,28c 40,54 +10,35b 0,17 +0,03b
6 70 45 0,066 +0,07a 1,81+0,79c 3,32+1,45a 8,97 +1,87c 32,76 +5,05b 0,11 +0,01d
7 50 45 0,076 £+0,04a 2,73+0,33b 2,07+0,52a 6,53 +0,39¢ 32,31+1,15b 0,11 +0,01d
8 50 45 0,069 +0,04a 2,38+0,34b 1,49+0,32a 6,28+0,32c 37,29+1,31b 0,12 +0,01d
9 50 45 0,072 +0,04a 2,46 +0,35b 4,57+1,51a 9,60%1,51c 40,30+3,28b 0,12 +0,01d

Valores seguidos por la misma letra dentro de una misma respuesta implica diferencias no significativas
(p<0,05) entre los valores. T: temperatura — t: tiempo — TPC: polifenoles totales — DPPH: capacidad antioxidante
DPPH —TS: resistencia a la tracciéon — E: mdédulo de Young — WVT: tasa de transferencia al vapor de agua — P:
permeabilidad.
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La ecuacidn 3.01 se utilizé para ajustar la superficie de respuesta de los datos experimentales
para cada muestra investigada, como se muestra en la Tabla 4.05. Puede observarse, ademas,
que las variables de respuesta se ajustaron correctamente para todas las respuestas ya que
alcanzaron coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,75. De esta manera, todas las
variables de respuestas investigadas se incluyeron en el proceso de optimizacién. La
naturaleza de la relacion entre las variables independientes y las respuestas investigadas se
representd mediante una superficie de respuesta tridimensional, que se generé a partir de la

ecuacién de regresidon, como se puede ver en las Figuras 4.08 a 4.13.

Tabla 4.05. Ecuaciones polinomiales y coeficiente de determinacion para las respuestas de las
variables investigadas respecto a las variables independientes utilizadas en la formulacién de

peliculas.

Ecuacion polindmica de 29 grado R2

Y; =-0.0671 + 0.0008 X; +0.0053 X; - 5.3648x10° X1 - 9.6965 x10° X1X; - 5.1258 x107° X>? 0.76

Y>=10.1744 + 0.1246 X; - 0.4305 X - 0.0016 X, - 0.0003 X1X>+ 0.0050 X>? 0.83
Y3=51.9611-0.5683 X; - 1.6788 X> + 0.0038 X; + 0.0055 X1X> + 0.0158 X,? 0.85
Ys=713.403 - 0.9256 X; - 30.2538 X> + 0.0028 X;? + 0.0195 X1X> + 0.3215 X2 0.90
Ys=261.711 + 0.7470 X; - 10.3301 X> - 0.0100 X;* - 0.0081 X:X; + 0.1212 X;* 0.77

Ys=2.2857 - 0.0154 X; - 0.0793 X, + 7.6249x107° X, + 8.7864 x10™ X1X> + 8.7805 x10™* X7? 0.85

El efecto de la temperatura y el tiempo fue significativo (p <0,05) para TPC (Y1) en el primer
efecto de orden lineal (X1 y X2) y en el efecto cuadratico del tiempo (X2?), mientras que para
DPPH lo fue en el efecto lineal de la temperatura (X1), y en ambos términos cuadraticos (Xi%y
X22). Se encontré que el valor experimental de TPC oscila entre 0,057 y 0,076 mg de acido
galico / mg de pelicula, mientras que DPPH cambia de 1,81 a 3,60 umol de Trolox / g de pelicula
(Tabla 3.04).

Las Figuras 4.08 y 4.09 muestran que las superficies de respuesta de TPCy DPPH presentan un
comportamiento opuesto. En el caso del TPC, no presenta variacidon el modelo con respecto a
la temperatura, pero si lo hace respecto de la variable tiempo. Se puede establecer que la
cantidad de polifenoles va en aumento hasta un tiempo aproximado de 45 minutos y luego

decae. Por el contrario, para DPPH, se mantiene el efecto del tiempo, pero de modo inverso:
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disminuye hasta los 45 minutos y luego vuelve a crecer. La diferencia esta en que en este caso
si influye la variable temperatura, puesto que a medida que la temperatura aumenta, la

capacidad antioxidante disminuye.

0.10-1

0.08 4

0.06

TPC
(mg GA/mg film) s

0.02

70 30

Fig. 4.08. Grafico de superficie de respuesta de polifenoles totales.
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Fig. 4.09. Grafico de superficie de respuesta de DPPH.

En lo que respecta a las propiedades mecanicas en el caso de la resistencia a la traccidn, todas
las interacciones fueron significativas (p<0,05) excepto la correspondiente al efecto lineal del
tiempo (Xz); en cambio, para el médulo de Young solamente lo fue el efecto cuadratico del
tiempo (X22). Como lo indica la Tabla 4.04, se pudo establecer que para TS los valores
experimentales oscilan entre 1,49 y 8,22 MPa, mientras que en el caso de E la variacion se dio
entre 6,28 y 89,16 MPa.

Las superficies de respuesta de éstas dos propiedades pueden observarse en las Figuras 4.10
y 4.11 y presentan un comportamiento bastante similar en ambos casos, y en concordancia
con las figuras representadas en la actividad antioxidante. La resistencia a la traccidon presenta
una superficie del tipo paracaidas invertido, en donde los maximos se pueden observar en los
extremos del grafico. Para tal caso, las menores resistencias se hayan en torno a los 45
minutos y 50°C, demostrando que un aumento en las variables implica una disminucién en el
valor de la resistencia, y que al llegar a los valores minimos nuevamente aumenta. Para el
modulo de Young, la temperatura no influye demasiado en la forma de la superficie de

respuesta, como ya fue denotado con los efectos significativos.
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Fig. 4.10. Grafico de superficie de respuesta de la resistencia a la traccion.
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Fig. 4.11. Grafico de superficie de respuesta del médulo de Young.
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Por ultimo, tanto para la tasa de transferencia al vapor de agua como a la permeabilidad, tanto
el efecto lineal de la temperatura (X1) como el efecto cuadratico del tiempo (X2) fueron
significativos (p<0,05). Ademas, para P también lo fue el efecto lineal de la temperatura (X2).
Para WVT los valores experimentales oscilaron entre 32,31y 74,03 g/m?h, y para P entre 0,11
y 0,41 g.mm/mmHg.m?h (Tabla 4.04).

En ambos casos vuelve a producirse el comportamiento descripto anteriormente en esta

seccion con respecto a la forma de las superficies (Figuras 4.12 y 4.13).
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Fig. 4.12. Grafico de superficie de respuesta de la tasa de trasferencia al vapor de agua.
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Fig. 4.13. Grafico de superficie de respuesta de la permeabilidad.

Las conclusiones obtenidas de las diferentes superficies de respuesta presentadas en este
capitulo van en consonancia con lo establecido en el andlisis exploratorio previo y puede ser
explicado a partir de que, a bajas temperaturas y tiempos mas cortos, existe un predominio
de acido galico en forma libre, con pocas interacciones con las cadenas de quitosano. A
medida que se incrementa el valor de las variables, comienzan a aumentar las interacciones
del tipo puente hidrégeno entre las cadenas de quitosano y acido galico. El entrecruzamiento
de cadenas de quitosano mediante formacion de puente hidrégeno con acido galico comienza
a tener relevancia a partir de los 45 minutos de reaccion, y con el predominio de enlaces de

tipo covalente con el uso de al menos de 50°C, tal como muestra la Figura 4.14.
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Fig. 4.14. Interacciones entre quitosano y acido galico segun condiciones de reaccidn.

OPTIMIZACION

En un estudio similar al desarrollado en el capitulo anterior, se optimizaron las respuestas para
encontrar una pelicula en donde las condiciones de reaccidn sean dptimas segun lo deseado:
TPC, DPPH y TS fueron maximizados y E, WVT y P minimizados. A partir de este analisis, el
software determiné que las condiciones dptimas de procesado de la mezcla de reaccién se
encuentran en torno a los 50 minutos de reaccién y 60,7 °C de temperatura, las cuales dieron
origen a una pelicula de quitosano cuya composicion consta de 3.62% P/P de sorbitol, 1% P/P
de acido gélico y un 1% P/P de quitosano. La Tabla 4.06 detalla de manera comparativa los
valores predichos y experimentales con su desviacidn estandar determinados

correspondiente para cada variable de respuesta.
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Tabla 4.06. Valores experimentales predichos versus experimentales en peliculas realizadas a

50 minutos y 60.7 °C.

Predicho Experimental
Y:  TPC (mg gallic acid/mg film) 0.0689 0.0633 £ 0.0050
Y>  DPPH (umol Trolox/g film) 1.9664 1.4440 £ 0.2363
Y3 TS (MPa) 3.9249 3.6986 + 0.2599
Y4 E(MPa) 17.78 25.00+2.70
Ys  WVT (g/m%h) 31.8679 55.14 + 3.58
Ys P (g.mm/mmHg.m2.h) 0.1308 0.14 £0.02

Se encontrd una buena concordancia entre los valores experimentales y predichos para TPC,
TSy P. Las mayores diferencias entre el valor predicho y el valor experimental se encontraron
para los pardmetros E y WVT, mientras que una diferencia intermedia se encontré para DPPH.
La variacion de E y WVT quizds pueda deberse también a factores experimentales a la hora de
llevarse a cabo el experimento. No se descarta una posible mejora a partir del incremento del
numero de ensayos para estos parametros. El coeficiente de determinacién del modelo
completo (R?) es 0,85, el cual apoya el hecho de que el modelo propuesto exhibe un buen

ajuste frente a los datos experimentales.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE MODIFICACION DE CONDICIONES DE REACCION

Por ultimo, se evalué de manera comparativa los datos correspondientes a los pardmetros
fisicoquimicos analizados para las peliculas con igual composicidon quimica obtenidas en
condiciones normales de reaccién (10 minutos y 25 °C) versus las condiciones éptimas (50

minutos y 60.7 °C), como se puede observar en la Tabla 4.07.
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Tabla 4.07. Comparacion de respuestas bajo diferentes condiciones

Respuestas Condicic,mes
Normales Optimas

TPC (mg gallic acid/mg film) 0.037 £ 0.004 0.063 £ 0.005

DPPH (umol Trolox/g film) 4.3+0.8 1.44 +£0.24

TS (MPa) 7.7+0.4 3.7+£0.2

E (MPa) 107 £30 25+3

WNVT (g/m?.h) 67+6 55+3.6

P (g.mm/mmHg.m?.h) 0.33+0.02 0.14 £ 0.02

Se puede observar que, en el caso de los ensayos antioxidantes, la modificacion de las
condiciones implica aumento de la cantidad de polifenoles TPC y disminucién de la capacidad
antioxidante. Esto se debe a lo explicado anteriormente en este capitulo respecto a la cantidad
acido galico libre y aquel involucrado en el entrecruzamiento con las cadenas de quitosano, y
concuerda claramente con las superficies de respuesta obtenidas. Por otro lado,
mecanicamente vemos una disminucién en los valores de dichas propiedades, lo cual se
observa a partir a la formacién de una matriz tridimensional con alto grado de
entrecruzamiento y a la reduccidn de las regiones cristalinas generadas por las cadenas de
quitosano. Por ultimo, WVT y P se ven claramente disminuidos, lo cual se pudo observar en
las imagenes obtenidas mediante SEM: el tamafo de los poros de las peliculas va en

disminucion a medida que se aumentan los tiempos y las temperaturas de reaccién.

BIODEGRADABILIDAD DE PELICULAS DE QUITOSANO

Existe un consenso mundial acerca de la disminucién de la generacién de residuos plasticos, y
ante esto, los polimeros biodegradables como el de quitosano, le estan ganando la batalla a
los polimeros convencionales tales como tereftalato de polietileno (PET). La descomposicion
quimica por accién de microorganismos en corto tiempo se presenta entonces como una
solucién frente al problema planteado.

El compostaje consiste en un proceso bioldgico que transforma la materia organica doméstica
o del jardin en humus, mediante la interaccidon de oxigeno, bacterias y microrganismos. El

compost sirve para mejorar las propiedades del suelo.
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El proceso de biodegradacién de un polimero se puede llevar a cabo en diversos ambientes,
en funcién de dénde finalice la vida util del producto. Se considera que el compostaje podria
ser el medio mas favorable, ya que mediante este proceso se consigue valorizar los residuos,
obteniendo un compost que puede ser empleado en agricultura, en lugar de simplemente
eliminar dichos residuos.

El ensayo de biodegradabilidad fue llevado a cabo segun lo descrito en el capitulo de
metodologias. En este caso se analizé la biodegradabilidad de las peliculas obtenidas en los
capitulos 3 y 4, las cuales denominaremos Ambiente (AM) y Optima (OP) respectivamente.
Estas peliculas fueron preparadas por triplicado y fueron dispuestas sobre 2 mallas de acero
inoxidable, colocando en cada una de ellas 3 peliculas realizadas a temperatura éptima y 3
peliculas realizadas a temperatura ambiente y cubriéndolas con otra malla para evitar roturas

durante el periodo de entierro (Figura 4.15).

Fig. 4.15. Disposicién de peliculas sobre malla de acero previo enterramiento

Las mallas fueron enterradas en dos lugares con diferentes caracteristicas: el primero, un lugar
en donde el sol no incidia de manera directa en ningin momento del dia (Lugar H), y otro en
donde si lo hacia (Lugar S).

Las peliculas se depositaron junto con la malla dentro del pozo y fueron cubiertas con tierra.
En cada suelo elegido para realizar el ensayo, una muestra fue tomada para ser sometida a la
determinacion del % de humedad de esta, mediante la técnica de secado hasta peso
constante. El lugar H presentd un % de humedad que varié entre el 55 y el 65% durante la

duracién del ensayo, mientras que el lugar S presentd un % que varioé entre el 35 y el 45%.
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El % de pérdida de peso de las peliculas se pueden observar en la Figura 4.16. Para los dos
tipos de peliculas ensayadas y en los dos lugares donde se llevaron a cabo los ensayos, el
comportamiento fue similar. En los primeros 7 dias el % de pérdida de peso es de entre el 40
y 60%, y a partir de alli, disminuye la pendiente hasta alcanzar porcentajes que varian entre
un 50 y 65%. Las peliculas enterradas en el lugar H presentaron un % de biodegradabilidad
mayor, lo cual se entiende por ser un lugar mas favorecido para el desarrollo de
microorganismos. Se destaca también que las peliculas sin tratamiento térmico durante la
reaccidon presentan un % de degradacion mayor respecto a las que no lo tienen y lo cual
seguramente tiene que ver con una matriz polimérica entrecruzada covalentemente mas

estable, como se analizé en los capitulos 3 y 4.
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Fig. 4.16. Pérdida de peso de peliculas a base de quitosano 1% p/p, acido galico 1% p/p y

sorbitol 3,62% p/p. AS: pelicula ambiente, lugar seco — OS: pelicula 6ptima, lugar seco — AH:

Dias

pelicula ambiente, lugar hiumedo — OH: pelicula éptima, lugar himedo.
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CONCLUSIONES

Este estudio demuestra cdmo las condiciones de sintesis modifican las propiedades
antioxidantes y fisicas de peliculas a base de quitosano. Se puede concluir que tiempos y
temperaturas de reaccion mayores contribuyen positivamente las propiedades fisicas vy
mecanicas de las peliculas, al volverlas mas fuertes y menos permeables. Por el contrario,
estas variables afectan negativamente a la capacidad antioxidante de la misma, lo cual se
asocia a un mayor grado de entrecruzamiento covalente entre acido galico y quitosano.
Claramente existe una relacién de compromiso entre la condicién de sintesis utilizada y las
propiedades finales del material sintetizado. Se hallé que las condiciones dptimas de reaccion
estarian en 50 minutos y 60.7 °C. La evidencia obtenida a partir de los resultados alcanzados
resulta ser prometedora para la aplicacidn de este tipo de peliculas como material de envase

o cobertura para alimentos.
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CAPITULO 5. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE CITRICOS Y SU
USO EN LA FORMACION DE PELICULAS DE QUITOSANO ACTIVAS

Los aceites esenciales de citricos (CEO) muestran diferentes bioactividades dependiendo de
su composicion, especie y origen. El presente capitulo tiene como objetivo encontrar
diferencias y similitudes entre diferentes especies de aceites esenciales de citricos (pomelo,
limén, mandarina y naranja) de diferentes origenes (Argentina, Estados Unidos), en términos
de su composicién quimica, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana para encontrar
nuevos usos y aplicaciones y, por lo tanto, contribuir a la reutilizacién de los residuos

industriales para fomentar un mundo mas amigable con el medio ambiente.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

PERFIL QUIMICO Y SENSORIAL

Se detectaron a partir de CG-MS un total de 31 compuestos para los 4 aceites esenciales
citricos (pomelo, limén, mandarina y naranja) de Argentina, Estados Unidos y Comercial (Tabla
5.01). El nimero de compuestos detectados para cada aceite esencial de planta varié entre
cinco para pomelo y veinticinco para limén. Limoneno y mirceno fueron los Unicos dos
compuestos detectados en las cuatro especies de Argentina y Estados Unidos; mientras que
hubo 14 compuestos que solo se detectaron en aceites esenciales de limén (Tabla 5.01).

Los aceites esenciales citricos extraidos en el presente trabajo no presentan diferencias
significativas entre ellos con respecto al color, mostrando una tonalidad de transparente a
ambar claro. Estos aceites esenciales citricos se caracterizan por su aroma persistente y
penetrante, debido casi exclusivamente a la presencia de limoneno y la presencia de otros
compuestos secundarios.

Los aceites esenciales de pomelo mostraron un perfil quimico similar entre los diferentes
origenes, siendo mirceno (0,7-1,1% P/P) el segundo compuesto principal detras de limoneno
(95,3-98,2% P/P).

El contenido de limoneno en limdén es generalmente mas bajo que en los otros citricos (60,0-

72,1% P/P), mientras que los monoterpenos y-terpineno (8,8-10,5% P/P) y B-pineno (5,3-
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11,4% P/P) se encuentran en mayores cantidades. El aceite esencial de limén es rico en otros
tipos de compuestos tales como alcoholes, aldehidos, ésteres monoterpenos vy
sesquiterpenos. En el caso de los aceites comerciales, todos estos compuestos se encontraron
en cantidades mas bajas o nulas.

El perfil de la curva de GC-MS de los aceites de mandarina mostré que el contenido de
limoneno es menor (72,3% P/P) en el origen argentino, mientras que el contenido de y-
terpineno es mayor (18,6% P/P).

Finalmente, el aceite esencial de naranja es rico en limoneno (96,1-97,3% P/P), con mirceno
(1,1-1,3% P/P) y linalool (0,1-0,6% P/P) como componentes menores.

Un analisis de cluster (Figura 5.01) demostré que existen dos grupos bien definidos que
separan los tres tipos de limdn y aceite esencial de mandarina de origen argentino del resto
de los aceites esenciales citricos. Esto se debe a que el contenido de limoneno en ese grupo

es significativamente mds bajo que el resto (Tabla 5.01).

108



Tabla 5.01. Composicion quimica de los aceites esenciales de pomelo, limén, mandarina y naranja de tres origenes diferentes: Argentina (AR),
Estados Unidos (US) y comercial (CM)?

RI Compuestos Pomelo Limodn Mandarina Naranja
AR us CM AR us @Y AR us CM AR us CM
924  a-thujene 0,4 0,6+0,1 0,1+0,1
939 a-pinene 0,9+0,6 1,5+00 21 1,7+0,2 0,7+0,2 0,5
974 sabinene 0,2+0,3 1,3+0,0 1,1 0,2+0,0 0,1+0 0,3 0,6+0,1
979 B-pinene 53+1,1 11,4+1,5 11,0 1,3+0,0 0,320 1,3
994 myrcene 0,7+1,0 1,1+0,2 0,9 1,0+£0,2 0,710,2 0,9 1,2+0,0 1,4+0,0 1,3+0,1 1,30 1,1
1001 &-carene 0,3+0,2 1,1
1015 a-terpinene 0,3+0,5 0,3%0,1 0,3+0,0 0,1+0
1024 p-cymene 1,6+14 04+01 0,9 1,8+0,3 0,2+0,3 2,4
1025 pB-phellandrene 0,3+0,2 0,1+0,1 0,9+0,3 0,1+0,1
1029 1,8-cineole 0,8+0 0,3+0 0,5+0
1038 limonene 98,0+2,2 953+1,1 98,2 72,1+4,5 60,0+9,1 69,7 72,3+1,8 936%+45 90,3 96,1+0,4 91,5+0 97,3
1044 B-ocimene 0,2+0,2 0,4 0,1+0 0,30
1068 y-terpinene 8,8+0,4 10,5+0,5 10,1 186+15 19+24 3,9 0,20
1088 isoterpinolene 0,3%+0,2
1086 a-terpinolene 0,2+0,2 0,4+0,1 0,8+0,0 0,20 0,1
1095 linalool 0,1+0 0,4+0,2 0,6+0 0,3+0 0,1
1174 terpinen-4-ol 0,3%+0,2 0,1+0
1186 a-terpineol 0,4+0,3
1227 nerol 0,10 0,3+0,2
1235 neral 1,8+0 2,5+1,7
1249 geraniol 0,1+0 0,3+0,2
1254 linalyl acetate 0,1+0 0,4+0,3
1264 geranial 2,0+0,9 3,2+2,1 1,4
1359 neryl acetate 0,9+0,8 0,3+0,3
1379 geranyl acetate 0,3+0,3 0,6+0,0 0,4
1410 trans-caryophyllene 0,2 £0,2 0,70
1503 a-farnesene 0,7+0,6 0,5+0 0,1+0
1505 B-bisabolene 1,1+1,0 09+0

3 Expresado como el promedio de dos muestras + SD, excepto para origen CM el cual corresponde a una muestra.



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

Limén US

Grupo 1

Mandarina AR

Limén CM

Limon AR

Mandarina CM

Naranja CM ———— Grupo 2

Mandarina US =

Naranja AR ==

Pomelo US —

Naranja US -——
Pomelo CM }
Pomelo AR

0.00 8.01 16.02 2403 32.04

Fig. 5.01. Cluster de aceites esenciales de citricos de diferentes especies y origenes (AR:
Argentina, US: Estados Unidos, CM: Comercial) obtenidos por distancia euclidiana y método

de vinculacién promedio.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Las Figuras 5.02 a 5.05 muestran los resultados de los ensayos de ABTS, FRAP, DPPH y CUPRAC
para determinar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales citricos (pomelo, limén,
mandarina y naranja) de los diferentes origenes (Argentina, Estados Unidos y comercial). En
todas las figuras, las barras indican la desviacion estandar positiva (SD) obtenida de dos
muestras diferentes en cada aceite esencial citrico y origen. Para un aceite esencial citrico de
origen dado, los promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (p<0,05,

DGC).
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Ensayo ABTS. Las muestras de mandarina mostraron la mayor actividad antioxidante, mas
especificamente el tipo CM (25,84 mg TR/mL CEQ), mientras que la muestra de pomelo AR
mostro la actividad antioxidante mas baja (4,64 mg TR/mL CEO). Solo la naranja mostré un
perfil similar entre los tres origenes, mientras que el limén presenté un comportamiento

diferente (Figura 5.02).
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Figura 5.02. Actividad antioxidante de aceites esenciales de citricos de Argentina (blanco),

Estados Unidos (gris claro) y comerciales (gris oscuro) determinada por el ensayo ABTS.

Ensayo FRAP. Las muestras de pomelo y limén mostraron una actividad antioxidante similar,
con valores de FRAP de alrededor de 0,20 mmol AA/mL CEO (Figura 5.03). El valor mas alto de
este ensayo es para los tipos de aceite esencial de mandarina AR y CM (alrededor de 0,40
mmol de AA/mL CEO). Esto podria atribuirse al hecho de que sus perfiles quimicos de esas

muestras mostraron valores mdas altos de monoterpenos hidrocarbonados, mientras que el
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aceite esencial proveniente de EE.UU, contiene alcohol-monoterpenos y sesquiterpenos

hidrocarbonados (Tabla 5.01).
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Fig. 5.03. Actividad antioxidante de aceites esenciales de citricos de Argentina (blanco),

Estados Unidos (gris claro) y comerciales (gris oscuro) determinada por el ensayo FRAP.

Ensayo DPPH. Los valores TEAC mostraron diferentes tendencias antioxidantes en
comparacion con ABTS, lo cual sugiere que estos ensayos tienen un mecanismo de accién
diferente. Los aceites esenciales de limdn mostraron los tres valores mas grandes de DPPH,
independientemente de su origen (AR: 26,63; US: 19,8; CM: 22,11 mg TR/mL CEO). Por otro

lado, los valores mas bajos correspondieron a pomelo y a naranja (Figura 5.04).
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Fig. 5.04. Actividad antioxidante de aceites esenciales de citricos de Argentina (blanco),

Estados Unidos (gris claro) y comerciales (gris oscuro) determinada por el ensayo DPPH.

Ensayo CUPRAC. Se puede encontrar cierta similitud entre los valores TEAC de este ensayo si
lo comparamos con los valores TEAC del ensayo DPPH. Aunque los valores fueron mas bajos
en el ensayo DPPH, nuevamente los aceites esenciales de limén mostraron la mejor actividad
antioxidante con valores de alrededor de 7 mg TR/mL CEO. Por el contrario, los aceites
esenciales de pomelo argentino o estadounidense mostraron los valores mas bajos, con un

valor TEAC por debajo de 2 mg TR/mL CEO (Figura 5.05).
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Fig. 5.05. Actividad antioxidante de aceites esenciales de citricos de Argentina (blanco),

Estados Unidos (gris claro) y comerciales (gris oscuro) determinada por el ensayo CUPRAC.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se evalué midiendo la zona de inhibicion (1Z) y determinando los
valores de CIM y CBM. La Tabla 5.02 presenta los resultados de los diametros de la IZ de todas
las cepas de bacterias en estudio a partir de la aplicacion de todos los aceites esenciales
citricos, incluido el didmetro del disco de papel (5 mm). En el estudio se observé una amplia
variaciéon en las propiedades antimicrobianas de los aceites, con un didmetro de la zona de

inhibicion en el rango de 6 a 24 mm (Figura 5.06).
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Fig. 5.06. Imagen representativa de las zonas de inhibiciéon de aceites esenciales contra las

bacterias estudiadas. (a) Aceite esencial de pomelo, origen estadounidense, contra E. coli. (b)
Aceite esencial de limdn, origen estadounidense, contra L. mesenteroides MS1. (c) Aceite

esencial de pomelo, origen argentino, contra L. plantarum ATCC 8014.

Los aceites esenciales de pomelo y limén, de origen argentino y estadounidense, mostraron
una actividad antimicrobiana consistentemente fuerte contra todas las bacterias analizadas
evidenciando un didmetro medio de zona de inhibicién de 7,5 mm y 8,9 mm, respectivamente.
Tanto el aceite esencial de pomelo como el de limén fueron mds efectivos para inhibir la
bacteria E. coli que el resto de las cepas de bacterias, con diametros de inhibicién que varian
entre 5,83y 21,27 mm. El aceite esencial de mandarina mostré una actividad moderada contra
la mayoria de las bacterias analizadas, y siendo la de mayor actividad antimicrobiana sobre E.
coli con un didmetro promedio de 1Z de 6,72 mm. Resultados similares fueron encontrados
por Guo et al. (2018) quienes estudiaron diferentes aceites esenciales citricos originados en
China y encontraron actividad antimicrobiana de aceite esencial de limén (11.1 mm) y aceite
esencial de mandarina (7.01 mm) frente a E. coli lo cual concuerda con nuestros resultados.
La accidn de los aceites esenciales citricos contra las bacterias patégenas ya fue informada por
Tao et al. (2009), cuando el aceite esencial obtenido de la cdscara de naranja dulce de Bingtang
(Citrus sinensis Osbeck), rico en limoneno (77.5%) fue efectivo en la inhibicién de E. coli ATCC
25922 (17.21 mm IZ). Del mismo modo, Fisher y Phillips (2008) informaron una fuerte
actividad antibacteriana de los aceites esenciales citricos de naranja dulce (Citrus sinensis),
bergamota (Citrus bergamia)y limon (Citrus limon), que estdn constituidos principalmente por
limoneno (45-95%) contra E. coli 0157, S. aureus y B. cereus. El aceite esencial de naranja

presentd una débil zona de inhibicién (L. plantarum ES147, L. plantarum ATCC 8014, E. coli) o
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no pudo inhibir el crecimiento de las bacterias estudiadas (L. mesenteroides MS1) (Tabla 4.02).
Estos resultados concordaron con los estudios de Fernandez-Lépez et al. (2005), quienes
determinaron que el aceite esencial de naranja no es efectivo contra L. mesenteroides.
Ademads, Ambrosio et al. (2017) encontraron resultados similares a los hallados en este
trabajo, respecto del didmetro IZ para aceite esencial de naranja (7.2 mm) contra L. plantarum.
Por otro lado, la Tabla 4.02 refleja la casi nula actividad antimicrobiana de los aceites
comerciales, lo cual va en concordancia con los perfiles quimicos de estos de la Tabla 4.01.
Claramente se observa que los aceites comerciales presentan una menor cantidad de
compuestos respecto de los extraidos, lo cual quizds pueda atribuirse a que estos aceites

esenciales no son naturales, sino que son sintetizados en la industria.

Tabla 5.02. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales evaluados contra bacterias
benéficas (L. plantarum ATCC 8014, L. plantarum ES 147), bacterias de crecimiento alimenticio

(L. mesenteroides MS1) y bacterias patégenas (E. coli) >®

Zona de inhibicion (mm)*

Aceite Esencial Origen Lp EI_c;nlt:;um L;;_’gggg;;" L mesenteroides MS1 E. coli
Argentina 10,00 + 3,41B 7,17+ 2,56 A 7,00+2,28 A 14,50 + 3,15 B
Limén us 8,00+ 0,63 B 8,83+1,94 A 10,5+1,76 B 16,50+ 1,058B
Comercial n.i. 6,00+ 0,00 A n.i. 8,00+0,0A
Argentina 7,67 +£0,52C 6,67+0,828B n.i. 6,50+ 0,55 A
Mandarina us 6,33+0,52 B 6,33+1,21B n.i. 8,67 +4,13B
Comercial n.i. n.i. n.i. n.i.
Argentina 7,17 £0,98 B n.i. n.i. 550+0,63A
Naranja us 7,00+£0,898B n.i. n.i. 6,00 £ 0,50 A
Comercial n.i. n.i. n.i. 6,00+0,0A
Argentina 5,00+ 0,10 A 7,67+0,52B n.i. 583+0,98 A
Pomelo us 8,33+1,37B 10,00+0,89 C 7,00+0,89B 21,27+1,60B
Comercial n.i. n.i. n.i. n.i.

* Area de inhibicién que incluye un didmetro de disco de 5 mm, expresada como la media de tres

réplicas + SD.
n.i. sin inhibicion

a) Los medios seguidos por la misma letra en la misma columna para cada aceite esencial no son
significativamente diferentes (P <0,05).
b) Valor promedio expresado como la media de cuatro repeticiones en cada origen (12 repeticiones).

En nuestro estudio, el contenido de limoneno se detectd como compuesto principal en todos
los extractos de aceites esenciales citricos (Tabla 5.01), pero se observo una gran variaciéon en

la cantidad de este compuesto en los diferentes aceites (98,2% P/P para el aceite esencial de
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origen comercial de pomelo y 60,02% P/P para el aceite esencial de origen estadounidense de
limdn). Debido a las relaciones entre la actividad antibacteriana de estos aceites esenciales
citricos y la composiciéon quimica de los mismos, es posible sugerir que la actividad
antibacteriana de ambos aceites se debid a la presencia de compuestos menores y no
limoneno. Resultados similares fueron encontrados por varios autores: Serra et al. (2018)
estudiaron la inhibicion de Leuconostoc mesenteroides MS1 contra los aceites esenciales
citricos y concluyeron que limoneno no presentaba efecto bactericida sobre esta bacteria;
Fisher y Phillips (2006) demostraron que limoneno, el componente principal de los aceites
esenciales citricos, no presenta actividad antibacteriana alguna, mientras que linalool
presenta una actividad antibacteriana elevada contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli 0157 y Campylobacter jejuni.

En general, se cree que los aceites esenciales deberian ser mas efectivos contra las bacterias
Gram-positivas debido a la interaccién directa de la membrana celular con los componentes
hidréfobos de los aceites esenciales y la presencia de lipoproteinas y lipopolisacaridos que
forman una barrera para restringir la entrada de compuestos hidréfobos (Shelef, 1983;
Sokovicx, Glamoclija, Marin, Brki¢, & Van Griensven, 2010). Por el contrario, segun esta
premisa, las bacterias Gram-negativas deberian ser mas resistentes a los aceites esenciales de
las plantas porque poseen una pared celular hidréfila (Kim et al., 2011). Sin embargo, nuestros
resultados mostraron un mayor didmetro de inhibicién en bacterias Gram-negativas (E. coli)
que en bacterias Gram-positivas (L. plantarum ES147, L. plantarum ATCC 8014, L.
mesenteroides MS1) para los aceites esenciales de pomelo y limén, mientras que el aceite
esencial de naranja no logré inhibir a ningun tipo de bacterias (Gram-positivas y Gran-
negativas), y el aceite esencial de mandarina inhibié actividad de manera moderada sobre
ambos tipos de bacterias. Este fendmeno puede explicarse por la existencia de diferentes
sitios celulares en bacterias que se unen especificamente con los diferentes compuestos de
los aceites esenciales, lo cual provoca que las bacterias Gram-negativas sean mas sensibles
que las bacterias Gram-positivas (Klein, Riben, & Upmann, 2013). Estos resultados
concuerdan con Deans y Ritchie (1987), quienes concluyeron que las bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas eran igualmente sensibles a los aceites esenciales citricos, tanto para limén,
mandarina y naranja.

Los aceites esenciales citricos de diferentes origenes mostraron diferentes grados de actividad

antibacteriana contra todas las cepas analizadas (Tabla 5.02). El aceite esencial de pomelo de
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origen estadounidense presentd una actividad estadisticamente mayor en todas las bacterias
analizadas con respecto a los aceites provenientes del mismo citrico, pero de otros origenes.
No se encontrd inhibicidon contra ninguna de las bacterias analizadas para el aceite esencial de
pomelo de origen comercial. El aceite esencial de limén de origen estadounidense presenté
una actividad significativamente mayor que el de origen argentino o comercial frente a L.
mesenteroides MS1. Ademas, no se encontrd inhibicidn contra L. plantarum AATC 8014 y E.
coli para el aceite esencial de limén de origen comercial. En el caso del aceite esencial de
mandarina, los diferentes origenes actuaron de manera distinta en cada bacteria probada; el
aceite esencial de mandarina argentino presentd una zona de inhibicion mayor en L.
plantarum ES147 que la evidenciada por mandarina estadounidense. Sin embargo, esta ultima
presentd estadisticamente la mayor zona de inhibicién para E. coli, mientras que no se
observaron diferencias entre los diferentes origenes en L. plantarum ATCC 8014. La ubicacién
geografica de cultivo, el tiempo de cosecha, el genotipo y las condiciones climaticas durante
el crecimiento y la cosecha (Celiktas et al., 2007; Oussalah, Caillet, Saucier, & Lacroix, 2007)
pueden explicar estas diferencias y, por lo tanto, debe caracterizarse la composicién vy la
actividad de los aceites esenciales obtenidos de plantas que crecen en diferentes lugares.

Los aceites esenciales citricos que mostraron la mejor actividad antimicrobiana en el ensayo
de difusidn en disco de papel fueron seleccionados para determinar la CIM y CBM utilizando
el método de dilucién en caldo frente a la bacteria patégena E. coli. El aceite esencial de
pomelo de origen estadounidense y el aceite esencial de limén de origenes argentino y
estadounidense fueron analizados contra estas bacterias. Los valores de CIM oscilaron entre
0,33 y 0,55 mg/mL, y se encontraron valores de CBM entre 0,42 y 0,95 mg/mL. Entre ellos, el
aceite de origen estadounidense presentd un CIM y un CBM mas bajo que el de origen
argentino. Los resultados de CIM y CBM para el aceite esencial de limén fueron de 0,55 mg/mL
y 0,95 mg/mL para el tipo argentino y 0,33 mg/mLy 0,42 mg/mL para el tipo estadounidense,
respectivamente. Por otro lado, el aceite esencial de pomelo de origen estadounidense
presento valores de CIM y CBM de 0,35 y 0,48 mg/mL, respectivamente. La fuerte actividad
antibacteriana del aceite de pomelo mostrada en los diametros de inhibicién mas altos (20 a

24 mm) fue confirmada por los valores mas bajos de CIM y CBM observados contra E. coli.
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ANALISIS MULTIVARIADO

La Figura 5.07 representa los resultados obtenidos a partir de un grafico biplot de los
diferentes aceites esenciales citricos estudiados en este trabajo, utilizando los ensayos de
antioxidantes (ABTS, FRAP, DPPH, CUPRAC) y las actividades antimicrobianas (contra L.
bacillus 8014, L. plantarum ES147, Escherichia coli, L. mesenteroides MS1) como variables de
analisis. Se utilizaron dos dimensiones reducidas, representando el 71,8% de las muestras. Los
PC1 y PC2 descritos son 45,3% y 26,5%, respectivamente. El 45,3% de la variabilidad de los
aceites esenciales citricos (PC1) se definié para el andlisis antimicrobiano (L. bacillus ATCC
8014, L. plantarum ES 147, E. coli y L. mesenteroides MS1) y los ensayos de antioxidantes
(ABTS, FRAP) puesto que son las variables con mayor proyeccién en el semieje positivo y
negativo de PC1, respectivamente. Los pesos del andlisis antimicrobiano fueron similares con
una fuerte relacién positiva entre ellos, lo que sugiere una contribucién similar para cada
aceite esencial citrico. Los ensayos FRAP y ABTS se ubicaron en el semieje negativo de PC1, lo
cual indica una correlacién opuesta con las variables antimicrobianas. Esto ha sido asociado al
hecho de que un valor positivo de PC1 indica un valor mas bajo de limoneno, lo cual sugiere
gue limoneno es el responsable de la actividad antioxidante de los aceites esenciales citricos.
Desde la dispersion de datos, el aceite esencial de pomelo de origen estadounidense y el de
limdén de origen argentino y estadounidense estan ubicados en el semieje positivo de PC1,
indicando que son similares entre si, pero son diferentes de los aceites esenciales citricos
ubicados en el semieje negativo de PC1. Se encuentra una fuerte asociacién entre la actividad
antimicrobiana y estos aceites esenciales citricos, en concordancia con un valor de didametro
IZ grande (Tabla 5.02). La variabilidad del 26,5% de la muestra estuvo representada por los
ensayos DPPH y CUPRAC. Estos ensayos mostraron una correlacién muy débil con el resto de

los ensayos de antioxidantes y no mostraron asociacién con ninguna otra variable.
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Fig. 5.07. Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) obtenido de los componentes
principales primero (CP1) y segundo (CP2). Variables de la distancia euclidiana: ABTS, FRAP,
DPPH y CUPRAC como ensayos de antioxidantes, y L147 (Lactobacillus plantarum ES147),
L8014 (Lactobacillus plantarum ATCC 8014), LEUCO (Leuconostoc mesenteroides MS1) y ECOLI
(Escherichia coli). Tratamientos: cuatro aceites esenciales (pomelo, limén, mandarina,

naranja) de tres origenes diferentes: AR (Argentina), US (Estados Unidos) y CM (comercial).

INHIBICION DE ESCHERICHIA COLI

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este capitulo, donde el aceite esencial
extraido de la cdscara de limdn presenté poder inhibitorio y bactericida frente a E. coli, se
propuso llevar a cabo la incorporacién de este aceite esencial en peliculas a base de quitosano
y evaluar su actividad antimicrobiana. Para ello, se desarrollaron diferentes formulaciones en
donde se usd aceite esencial de limén como compuesto bioactivo y diferentes agentes
plastificantes (sorbitol, glicerol y Tween 80) para la generacién de la pelicula de quitosano
mediante casting. La tabla 5.03 muestra las diferentes formulaciones preparadas y el

resultado respecto a apariencia y actividad antimicrobiana.
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Tabla 5.03. Formulaciones a base de quitosano 1%P/P que se prepararon para probar su

efectividad antimicrobiana contra Escherichia coli.

1 1% Sorbitol 1% Buena No
2 1% Sorbitol 3% Buena No
3 1% Sorbitol 5% Regular No
4 3% Sorbitol 1% Buena No
5 3% Sorbitol 3% Buena No
6 3% Sorbitol 5% Regular No
7 5% Sorbitol 1% Buena No
8 5% Sorbitol 3% Buena No
9 5% Sorbitol 5% Regular No
10 1% Glicerol 1% Mala No
11 1% Glicerol 3% Mala No
12 3% Glicerol 1% Mala No
13 3% Glicerol 3% Mala No
14 5% Glicerol 1% Mala No
15 5% Glicerol 3% Mala No
16 1% Tween 80 0.5% Regular No
17 1% Tween 80 2% Regular No
18 3% Tween 80 0.5% Regular No
19 3% Tween 80 2% Regular No
20 5% Tween 80 0.5% Regular No
21 5% Tween 80 2% Regular Si
22 7% Tween 80 0.5% Regular No
23 7% Tween 80 2% Regular Si
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Desde el punto de vista del aspecto de la pelicula, la misma se logré a partir de formulaciones
que contienen quitosano/aceite esencial de limén/sorbitol. Este tipo de pelicula resulté ser
estable en el tiempo, de buena apariencia y textura, y mantiene el aroma propio de la esencia
de limén. En cuanto a actividad antimicrobiana, las formulaciones que contenian quitosano al
1% P/P, Tween 80 al 2% P/P y concentraciones de aceite esencial de limén al 5y al 7% P/P,
fueron las Unicas capaces hasta el momento de desarrollar actividad antimicrobiana frente a
E. coli (Figura 5.06). Este comportamiento diferenciado de los agentes plastificantes ha sido
asociado al hecho de que Tween 80 actla como detergente no idnico con capacidad de
penetrar la membrana de las bacterias o como agente de compatibilizacién de los

componentes de los aceites esenciales para su ingreso al interior del microorganismo.

Fig. 5.08. Imagen representativa de zona de inhibicion de pelicula a base de quitosano/aceite

esencial de liméon/Tween 80 contra E. coli.

CONCLUSIONES

El presente estudio permitié evidenciar, mediante una seleccidon de 4 aceites esenciales
citricos de 3 origenes diferentes, que no se encontraron marcadas diferencias en el perfil
guimico de los aceites esenciales citricos argentinos y estadounidenses, excepto en el caso del
aceite esencial de mandarina, donde la diferencia del contenido de limoneno es marcada. Los
aceites esenciales de limén mostraron una fuerte actividad antioxidante en términos de los

ensayos DPPH y CUPRAC, que podrian usarse como un potencial conservante natural para
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prevenir la oxidaciéon de un alimento. Ademads, se determind una actividad antibacteriana
selectiva potencial de los aceites esenciales de pomelo y limén contra bacterias patégenas (E.
coli) y bacterias beneficiosas (L. plantarum ATCC 8014 y L. plantarum ES147), y una actividad
antibacteriana disminuida en bacterias benéficas que puede ser positiva, ya que bacterias
como L. plantarum juegan un papel importante en nuestro cuerpo. Se observd un
comportamiento diversificado entre los 4 aceites esenciales citricos de los 3 origenes. En
general, los aceites comerciales no pudieron inhibir ninguna cepa de bacterias. Los aceites
esenciales de especies de citricos de Argentina pueden proporcionar bioactividades
adicionales que pueden ser utilizadas por las industrias de fragancias cosméticas,

nutracéuticas y farmacéuticas.
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CAPITULO 6: OTRAS PELICULAS A BASE DE QUITOSANO

En los capitulos 2 y 3 se elaboraron peliculas a base de quitosano, con el agregado de acido
galico y sorbitol. En este capitulo se modifica ese sistema, en un primer caso, manteniendo
acido galico, pero cambiando el agente plastificante (Tween 80), y por el otro, manteniendo

sorbitol, pero cambiando el compuesto bioactivo (acido salicilico).

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE MSR

El disefio experimental para el desarrollo de este trabajo se llevd a cabo utilizando la
metodologia de superficie de respuesta de un modelo de dos factores. Este modelo
matemadtico fue seleccionado para identificar la interaccidn entre las variables de respuesta
estudiadas (TPCy DPPH) y las variables independientes. Los dos factores, es decir, las variables
independientes utilizadas en la formulacién de peliculas fueron la concentracidn de sorbitol y
acido gdlico o Tween 80 y acido gdlico. El rango de estas variables se detalla en la Seccién de
Materiales y Métodos, que se basd en estudios previos de propiedades antioxidantes y
solubilidades. El calculo de las superficies de respuesta se realizd utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI (v16.1, EE. UU.) y se estimd a partir de los datos experimentales
con un intervalo de confianza del 95%.

Se analiz6 el ensayo de actividad antioxidante de peliculas de valores de TPC y DPPH. Las
Tablas 6.01 y 6.02 muestran los datos de la capacidad antioxidante cuantificada para la
pelicula de quitosano/acido salicilico/sorbitol y quitosano/acido galico/Tween 80. Las
composiciones de las dos primeras columnas de las Tablas 1y 2 representan el % P/P de los
compuestos empleados en la mezcla de reaccién. Las siguientes dos tablas son la

concentracion final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se alcanza la pelicula.
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Tabla 6.01. Valores experimentales de capacidad antioxidante de diferentes composiciones de
peliculas a base de quitosano/acido salicilico/sorbitol.

Mezcla Pelicula TPC DPPH
AS SB AS SB mg GA umol Tr

g film g film
wt% wt% wt% wit%

0,00 1,00 0,00 41,35 1,7036 a 130,84 a
0,00 2,50 0,00 64,04 0,6734 b n.d.
0,00 5,00 0,00 78,39 0,7461 b n.d.
0,00 7,50 0,00 84,71 0,6009 b n.d.
0,00 10,00 0,00 88,27 0,1914 a 28 b
0,25 0,00 20,04 0,00 15518 a 5764 b
0,25 1,00 12,88 36,07 1,1092 b 215,68 ¢
0,25 2,50 8,39 58,72 0,6217 b 80,9 o
0,25 5,00 5,31 74,27 08716 b 13,75 ¢
0,25 7,50 3,88 81,46 0,3698 a n.d.
0,25 10,00 3,06 85,60 0,4953 a 44,13 b
0,50 0,00 33,44 0,00 8,0329 b 335,87 ¢
0,50 1,00 22,85 31,99 3,1693 b 165,97 ¢
0,50 2,50 15,49 54,22 2,1527 b 144,34 ¢
0,50 5,00 10,08 70,56 1,007 c 3764 b
0,50 7,50 7,47 78,45 0,2675 c n.d.
0,50 10,00 5,93 83,09 0,2641 d n.d.
0,75 0,00 43,04 0,00 18,3597 d 325,13 c
0,75 1,00 30,79 28,74 5,1569 d 208,54 c
0,75 2,50 21,58 50,36 4,7523 c n.d.
0,75 5,00 14,40 67,21 1,8357 c 5541 b
0,75 7,50 10,81 75,65 0,9377 d n.d.
0,75 10,00 8,65 80,71 0,4952 d 75,02 ¢
1,00 0,00 50,25 0,00 7,1709 d 364,6 ¢
1,00 1,00 37,27 26,09 7,2504 c 229,01 d
1,00 2,50 26,86 47,01 7,0124 c n.d.

1,00 5,00 18,33 64,16 2,2054 d 124,31 e
1,00 7,50 13,91 73,04 0,9509 d 58,27 e

1,00 10,00 11,21 78,48 0,4292 d 48,47 e

Incertidumbres estandar: u(AS or SB)=0,01 wt%, u(TPC)=0,44 mg GA/g film, u(DPPH)=34,1 umol Tr/g film.
n.d.: no disponible

Valores seguido por la misma letra en una misma columna implican diferencias no significativas (P <0,05)
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Tabla 6.02. Valores experimentales de capacidad antioxidante de diferentes composiciones de
peliculas a base de quitosano/acido galico/Tween 80.

Mezcla Pelicula TPC DPPH
GA TW GA TW mg G M
wt% wt% wt% wt% i g film
0,00 0,50 0,00 3344 5,49 a n.d.
0,00 1,00 0,00 50,25 1,00 b 2504 a
0,25 0,50 14,35 28,69 10,84 c 159,05 b
0,25 1,00 11,17 44,69 9,51 d 426,29 b
0,50 0,50 25,13 25,13 32,41 c 263,76 b
0,50 1,00 20,12 40,24 7,42 d 22937 b
0,50 3,00 11,20 67,19 11,99 e 44535 ¢
0,75 1,00 27,45 36,60 33,42 f 246,51 b
0,75 3,00 15,92 63,66 39,04 g 450,24
1,00 1,00 33,56 33,56 37,04 f 274,83 b

1,00 3,00 20,16 60,48 36,25 g 379,56 ¢
Incertidumbres estandar: u(AS or SB)=0.01 wt%, u(TPC)=1.21 mg GA/g film, u(DPPH)=26.6 umol Tr/g film.
n.d.: no disponible

Valores seguido por la misma letra en una misma columna implican diferencias no significativas (P <0.05)

La Figura 6.01 muestra la superficie de respuesta de TPC para ambas formulaciones. Los
valores (% P/P) corresponden a la concentracion final de compuestos una vez que se evapora
el solvente y se obtiene la pelicula. Se encontraron resultados similares para los dos tipos de
peliculas, donde un aumento en la cantidad de plastificante y del compuesto bioactivo
determina un aumento en el valor de TPC. Esta tendencia es consistente con el hecho de que
la pelicula se construye en base a las interacciones puente hidréogeno entre pequefas
moléculas del plastificante y el compuesto bioactivo con la estructura de quitosano, formando
una red reticulada tridimensional. Como se usa un mayor contenido de moléculas pequefiias
(sorbitol o Tween 80) que contienen grupos hidroxilos en la formacién de la pelicula, una
fraccién dada de ellas participa de la reticulacion de las cadenas de quitosano, mientras que
la mayor parte de las moléculas restantes quedan ocluidas pero libres en la malla de la red

formada .
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Fig. 6.01. Superficie de respuesta de TPC para peliculas de quitosano/acido salicilico/sorbitol
(A) y quitosano/acido galico/Tween 80 (B). Los valores (% en peso) corresponden a la

concentracién final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se obtiene la pelicula.

Por otro lado, la Figura 6.02 muestra la superficie de respuesta de DPPH expresada en TEAC
en cada tipo de pelicula. Para la pelicula de quitosano/acido salicilico/sorbitol, este parametro
tiene diferentes tendencias dependiendo del contenido de sorbitol evaluado. Cuando la
concentracion de sorbitol es nula, el valor TEAC aumenta con el aumento de la cantidad de
compuesto bioactivo, mientras que el parametro TEAC alcanza un valor maximo dentro del
rango 0,10 — 35 % P/P de sorbitol. Para un contenido de sorbitol superior al 35% P/P el valor
de TEAC disminuye a medida que se usa un contenido de acido salicilico mas alto en la
formulacidn; este comportamiento se asocia a la interaccion entre el agente plastificante y la
molécula bioactiva a partir de la formacién de enlaces de tipo puente hidrégeno. Estas
estructuras complejas parecen disminuir la reactividad del agente reductor debido a su menor
difusion, movilidad por el mayor tamafo obtenido, y también la disposicion espacial hace que
los grupos funcionales involucrados en la reaccidén redox no estén facilmente disponibles. Se
observa un fenémeno similar para las peliculas de quitosano/acido galico/Tween 80 donde
para un 25% P/P de contenido de Tween 80 el pardmetro TEAC aumenta con el aumento de
la concentracién de acido galico. Sin embargo, dentro del rango de Tween 80 entre 25 y cerca
del 75% P/P, el parametro TEAC alcanza un valor maximo centrado en una concentracién de

acido galico entre 10 y 30% P/P. Finalmente, para un 75% P/P de Tween 80 el valor de TEAC
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disminuye para una mayor concentracién de acido galico comportamiento que ha sido
atribuido a la formacién de estructura compleja entrecruzada mediante interacciones de

puente hidrégeno entre acido galico y Tween 80, lo cual quita movilidad a la molécula activa.

A) — B)
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Fig. 6.02. Superficies de respuesta de DPPH expresada por TEAC para peliculas de quitosano /
acido salicilico / sorbitol (A) y quitosano / acido galico / Tween 80 (B). Los valores (% en peso)
corresponden a la concentracidn final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se

obtiene la pelicula.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana de las peliculas obtenidas de ambas formulaciones se evalud
frente a Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa), Leuconostoc mesenteroides MS1
(Gram-positiva) y Lactobacillus plantarum ES147 y ATCC 8014 (Gram-positiva).

Considerando que las soluciones de acido gdlico ya habian demostrado actividad inhibidora
frente a Leuconostoc mesenteroides MS1 (Serra et al., 2018), se realizé la prueba con
soluciones de acido salicilico en condiciones similares, arrojando resultados negativos. Por
otro lado, las soluciones de acido galico y las de acido salicilico a diferentes concentraciones
no fueron capaces de inhibir el crecimiento de Lactobacillus plantarum ES147 y ATCC 8014, o
de Escherichia coli ATCC 25922.

En este estudio, al evaluar la actividad antimicrobiana de las soluciones formadoras de pelicula

incrustadas sobre un soporte circular, los resultados muestran que no hay una zona de
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inhibicion definida en el medio sdélido de agar para ninguna cepa de bacterias,
independientemente del compuesto bioactivo y plastificantes utilizados, y tampoco para los
controles de solucién de quitosano, o de solucién de quitosano mas agente plastificante.

Por otro lado, las peliculas de quitosano puro, quitosano/sorbitol y quitosano/Tween 80 se
evaluaron como control y no se encontré zona de inhibicidon en todas las cepas analizadas.
Tampoco se registré inhibicién frente a cualquier cepa analizada en la Formulacién A. Sin
embargo, no hubo crecimiento bacteriano debajo de la pelicula, lo que indica que las peliculas
en base a esta formulacién pueden exhibir un efecto bacteriostatico contra las cepas
estudiadas, y que la difusién del agente activo se encuentra limitada por su estructuracion en
la malla de la pelicula.

Para la Formulacién B, se observaron los mismos resultados, excepto para Escherichia coli, ya
gue pudo observarse una notable disminucién del nimero de bacterias, aunque sin lograr
registrarse un halo de inhibicidn externo al disco claramente definido (Figura 6.03). Al parecer
el mayor contenido de agente antibacteriano se encuentra contenido en el disco de la pelicula,
mientras que se observa un gradiente de concentracion decreciente de este agente (libre) a

medida que se aleja del disco.

Fig. 6.03. Disminucion de la actividad microbiana de Escherichia coli ATCC 25922 frente a una

pelicula de quitosano, acido galico al 1% P/P y Tween 80 al 1% P/P.
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INTERACCION QUITOSANO-COMPUESTOS BIOACTIVOS

La espectrometria FTIR se utilizé para evaluar la modificacion de la interaccidon de los
esqueletos de quitosano después de la incorporacién de acido salicilico, acido galico, Tween
80 o sorbitol. La Figura 6.04 muestra los espectros FTIR de cuatro peliculas basadas en
quitosano, la mezcla quitosano con 5% P/P de sorbitol (A), la mezcla quitosano, 5% P/P de
sorbitol y 1% P/P de acido salicilico (B), y la mezcla quitosano y 1% P/P de Tween 80 (C) o
quitosano, 1% P/P de Tween 80y 1% P/P de acido galico (D). El perfil de las curvas espectrales
muestra sefiales caracteristicas de grupos funcionales que pertenecen a los componentes de
cada pelicula. Se puede apreciar que tanto el plastificante sorbitol (A y B) como Tween 80 (C
y D) modulan en cierto grado el perfil de las curvas espectrales correspondientes a las mezclas
de quienes forman parte, diferenciando los perfiles entre los pares de mezclas citados. En ese
sentido, las bandas caracteristicas de quitosano y sorbitol, como son las vibraciones de
estiramiento para O-H y N-H, se superponen dentro del rango de 3550-3200 cm™, la tensidn
Csp3-H a 2940 cm™ y la vibracién asociada C-OH (1100 cm™) se muestran en la Figura 6.04.
Ademads, se observé para el estiramiento C=0 las sefiales a 1640y 1650 cm™ correspondientes
a la banda de amida y del grupo carboxilo de acido salicilico, respectivamente, y la del grupo
amino para la flexion de NH a 1550 cm™ correspondiente a quitosano. En todos los casos, los
mayores cambios en relacién al espectro de la pelicula de quitosano (Figura 3.05) se dan en
las bandas de tensidon de OH y NH, disminucidn de la sefal de tensidn de Csp3-H, y variacidon en
intensidad y numero de onda de la banda de C=0 de amida, asi como vibracién de flexién N-
H de amina (Figura 6.04, Tabla 6.03). Estas modificaciones en la curva espectral de las peliculas
han sido asociadas a la formacidon de puentes hidrégenos con los diferentes grupos
funcionales de los compuestos incorporados. Aquellas sefales fueron fuertemente afectadas
por la interaccidén con el compuesto activo y el plastificante en la mezcla. Ademas, el cambio
mas importante encontrado entre el espectro B en relacidén al A y se da con el incremento de
la sefial de C=0 cerca de 1640 cm™?, fendmeno que ha sido asociado al aumento del contenido
de acido salicilico. Mas aun, el espectro FTIR de la pelicula que contiene Tween 80 y acido
gélico muestra una disminucion en la banda de estiramiento O-H cercano a 3300 cm™, y un
importante desplazamiento de la sefial de flexion N-H de 1550 a 1530 cm™ de C en relacién a
D, lo cual apoya la formacién de puente hidrégeno entre los grupos hidroxilos de quitosano y

aminos con los otros compuestos.
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Tabla 6.03. FTIR - Bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en las peliculas

Pelicula Tension C=0 de amida (cm™) | Deformacién N-H de amina (cm™)
A) Qs+SB 1645 1554
B) Qs+ SB+SA 1637 1562
C) Qs+Tw+SA 1645 1552
D) Qs+Tw+SA 1680 1518
E) Qs 1640 1553

El pequeno tamafio de este tipo de componentes (plastificante y acido salicilico) en relacién a
quitosano favorece su distribucidn en la totalidad de la masa liquida y la formacién de puentes
hidrégenos con grupos hidroxilos de las cadenas de quitosano. Por lo tanto, es de esperar que
el compuesto activo y el plastificante jueguen un papel relevante en las propiedades finales

de la pelicula de quitosano obtenida a partir de estas interacciones no covalentes.
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Fig. 6.04. Espectro FTIR de peliculas de quitosano con 5% P/P de sorbitol (A), mezcla quitosano,
5% P/P de sorbitol y 1% P/P de acido salicilico (B), mezcla quitosano y 1% P/P de Tween 80 (C)

o mezcla quitosano, 1% P/P de Tween 80y 1% P/P de acido galico (D).
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CONCLUSIONES

Las peliculas a base de quitosano exhibieron una buena apariencia, en términos de
homogeneidad, color y brillo. La investigacidn llevada a cabo ha permitido establecer ciertos
parametros para el desarrollo futuro de peliculas de quitosano que contienen estos
compuestos bioactivos. Teniendo en cuenta la capacidad antioxidante evidenciada por las
peliculas a base de quitosano, se espera que un mayor contenido de compuesto bioactivo y
una baja concentracién de plastificante conduzcan a la mejora de las propiedades finales. Sin
embargo, hay dos cuestiones a considerar: una de ellas es la solubilidad maxima del
compuesto bioactivo en la mezcla de reaccion, y la segunda, la presencia de plastificante es
esencial para mejorar la homogeneizacion de la mezcla de reaccién y las propiedades
mecanicas de las peliculas. Las peliculas obtenidas de una mezcla de reaccién de
quitosano/4cido galico 1% P/P /Tween 80 con 1% P/P mostraron una notable disminucion del
numero de bacterias en Escherichia coli ATCC 25922 aunque no se registré un halo de
inhibicion externo al disco claramente definido. Hasta ahora, los desarrollos estudiados han
mostrado ser prometedores para lograr peliculas con propiedades deseables para una futura

aplicaciéon como material para el envasado de alimentos.
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CAPITULO 7: ESTUDIO DE APLICACION DE PELICULAS A BASE DE
QUITOSANO

En la busqueda de encontrar una potencial aplicacion para las peliculas sintetizadas a base de
quitosano, como la de ser envases destinados a la conservacion de alimentos, donde se
realizaron diversos ensayos que no solamente se enfocan en la prolongacion en la vida util del

alimento, sino también en la disposicidn final de dicho envase.

CONSERVACION DE TOMATES CHERRY

En los capitulos 3 y 4 se estudid la obtencidén de peliculas a base de quitosano, en donde
primeramente se optimizaron las concentraciones de la sustancia bioactiva y el agente
plastificante, y luego se optimizaron las condiciones de reaccién con el objeto de alcanzar
peliculas con el mejor desempefo frente a la actividad antioxidante y antimicrobiana, asi
como de las propiedades fisicoquimicas.

En ambos casos la formulacién optimizada presenta una composicion de quitosano al 1% p/p,
con el agregado de acido galico al 1% p/p y sorbitol al 3.62% p/p. La pelicula que se obtuvo a
partir de condiciones de reaccién normales (25 °C y 10 min. de agitacién) se denominé
“pelicula ambiente” (AM), y aquella que se obtuvo bajo las condiciones de reaccién
optimizadas (60,7 °C y 50 min) se la nombrd “pelicula optimizada” (OP). Muestras por
triplicado de estos dos tipos de peliculas fueron preparadas en moldes de 10 cm de diametro,
y las peliculas se obtuvieron por casting a temperatura ambiente.

Los tomates tipo cherry son frutos de gran consumo alrededor del mundo, y es uno de los que
presenta mayores problemas de estabilidad luego de ser cosechado, como lo es el
agrietamiento del fruto, la pudricidon puntual o la presencia de “manchas amarillentas” que
terminan en la descomposicidon de este. Frente a esta problematica, se postuld el uso de las
peliculas obtenidas como recubrimiento de tomates de tipo cherry para evaluar el efecto de
estos recubrimientos sobre el tiempo de descomposicién de los tomates. Para llevar a cabo
este estudio, se plantearon dos esquemas de trabajo: uno que fue llevado a cabo a
temperatura ambiente, y otro bajo condiciones de temperatura controladas (heladeraa 5 °C).

Ademas de los tomates recubiertos por las peliculas AM y OP, se preparé para cada esquema
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una muestra que fue tomada como blanco (B), la cual consistia en una muestra por triplicado
de tomates tipo cherry sin ningln tipo de recubrimientos. Para asegurar la inocuidad del
ensayo, previamente todos los tomates fueron lavados en una solucién acuosa al 5 % P/V de
hipoclorito de sodio. El recubrimiento fue llevado a cabo a partir del envoltorio de cada uno
de los tomates con su pelicula correspondiente, no siendo necesario ningun tipo de sellado,

ya que fue suficiente por el contacto entre la misma pelicula.
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Fig. 7.01. Ensayo de conservacion de tomates tipo cherry mediante recubrimiento con

peliculas a base de quitosano.

La Figura 7.01 resume el esquema del ensayo y muestra el estado inicial y final de los tomates

tipo cherry. Como es de esperar, luego de 12 dias se puede observar que, tanto en los tomates
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recubiertos con las peliculas como en los blancos del ensayo, que se conservaron mejor
aquellos que estuvieron en la heladera; ademds de no evidenciarse ningun tipo de anomalia
mas alld de un simple achicharramiento, caracteristico de este tipo de fruto durante una

conservacién prolongada, como se puede observar en la Fig. 7.02.

Fig. 7.02. Aspecto de tomate tipo cherry luego de conservacién prolongada en heladera

durante 12 dias con envoltorio.

En lo que respecta al ensayo llevado a cabo a temperatura ambiente, se pudo determinar que
en uno de los 3 tomates tipo cherry tomados como referencia, o sea, que no fue recubierto,
se produzco un crecimiento microbiano no identificado, que no se observa sobre la superficie

de ningun otro ejemplar del ensayo (Figura 7.03).

Fig. 7.03. Aspecto de tomate tipo cherry con crecimiento microbiano que no fue recubierto.

Se destaca que los ejemplares del fruto que fueron recubiertos, en todos los casos y frente a

los dos tipos de ensayos, al final de este presentaron un pardeamiento de su coloracidn. Este
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es un comportamiento esperado para este tipo de peliculas y se atribuye a la oxidacién de
acido gdlico presente en la pelicula y que determina que con el paso del tiempo su color vire
de transparente hacia una coloracion marrén. Paralelamente, se analizé la pérdida de peso
que sufrian los tomates tipo cherry a lo largo del tiempo. Para ello, se considerd el promedio

de los pesos en cada una de las condiciones y bajo los distintos tratamientos.
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Fig. 7.04 Pérdida de peso de tomates tipo cherry a temperatura ambiente a lo largo del tiempo

sin recubrimiento (m), recubierto con pelicula ambiente (®), recubierto con pelicula 6ptima

(A).

La Figura 7.04 muestra el desempeiio de la cinética de pérdida de masa de los tomates a
temperatura ambiente. El seguimiento de este parametro hasta los 12 dias no refleja
diferencias significativas entre las muestras, lo cual refleja un adecuado desempefio por parte
de la pelicula, aunque después de este periodo los tomates recubiertos incrementan su
cinética de pérdida de masa en relacidén con el tomate sin recubrimiento hasta alcanzar una

diferencia del 10 % P/P a los 21 dias. Muy probablemente se deba ajustar para este sistema
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en particular la tasa de transferencia de humedad y la difusion de gases, factores que pueden
alterar la cinética de la descomposiciéon bioquimica del tomate, lo cual conduciria a una
deshidrataciéon mas rapida del fruto (Figura 5.05). Ademads, no se descarta el hecho de que la

pelicula de quitosano esté actuando como como barrera y absorbiendo el agua de este.

Fig. 7.05. Aspecto de tomate tipo cherry “deshidratado” por recubrimiento.

Queda como trabajo a futuro, la identificacién del microorganismo que estaria atacando al

fruto y que la pelicula de quitosano estaria protegiendo.

CONCLUSIONES

Los desarrollos de peliculas envoltorios para la conservacién de alimentos presentados
resultan prometedores para continuar trabajando en el futuro inmediato. En este caso, la
utilizacidn de envoltorios de peliculas a base de quitosano para recubrimiento de tomates tipo
cherry, presentan dentro del tiempo vida util de este tipo de tomate, un efecto protector
frente a una cepa microbiana no conocida. Ademas de completar el estudio respecto de la
conservacion de tomates tipo cherry, se podria ampliar la metodologia a otros frutos tales

como frutillas o arandanos
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES GENERALES Y PROYECCIONES DE
TRABAJO

La generacidn de peliculas a base de quitosano permite establecer potenciales desarrollos
para la conservacion de productos naturales. En este sentido, la utilizacion de la Metodologia
de Superficie de Respuesta resulta fundamental a la hora de predecir comportamientos
deseados en las peliculas desarrolladas.

Primeramente, la metodologia de superficie de respuesta permiti6 obtener las
concentraciones dptimas de acido galico, como compuesto bioactivo, y de sorbitol, como
plastificante, que deben ser agregadas a una solucion de quitosano 1% P/P. Estas
concentraciones resultaron del 1% P/P para acido galico y 3.62% P/P para sorbitol. Se optimizo
de tal manera que las peliculas finales tengan buena capacidad antioxidante y propiedades
mecanicas y fisicas aptas para una futura aplicacion como envase. Los resultados arrojan que
el modelo predicho ajusta para la mayoria de las respuestas analizadas: TPC, DPPH, CUPRAC,
EB, E, O y P. Para que el modelo funcione en TS y WVT se necesita aumentar el nimero de
experimentos.

Conocida esa composicién éptima, se planted modificar las condiciones de reaccién de las
formulaciones. Nuevamente se utilizé la metodologia RSM, y se encontré que las condiciones
Optimas de reaccion son a 60.7°C y 50 minutos de agitacidn constante. El modelo ajusté de
manera moderada. De todos modos, quedd demostrado que la utilizacién de este tipo de
metodologia con soporte matematico bien puede aplicarse a desarrollos experimentales del
tipo quimico, combinando el poder de ambas ciencias.

Por otro lado, la utilizaciéon de desechos industriales para la obtencién de aceites esenciales
abre una ventana de aplicacion que cumple con los estandares actuales del mundo acerca de
condiciones de aprovechamiento de residuos y quimica verde. Se analizaron aceites esenciales
de citricos (Limén, Mandarina, Naranja, Pomelo) obtenidos de 3 origenes diferentes
(Argentina, Estados Unidos y Comercial). A grandes rasgos, no fueron halladas diferencias
marcadas entre los perfiles quimicos de los diferentes aceites, analizando los diferentes
ensayos cromatograficos que se realizaron. Sin embargo, el estudio permitié determinar que

los aceites esenciales de limdn presentaban un gran poder bactericida contra Escherichia coli.

141



ESTUDIO TEORICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACION DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES
Ing. Matias Alejandro RASPO

El reemplazo de sustancias puras por mezclas complejas, como los aceites esenciales, en la
preparacion de peliculas a base de quitosano es todo un desafio. Para ello, se probaron
diferentes formulaciones, pero se encontré que peliculas a base de quitosano al 1% P/P, con
2% de Tween 80 y concentraciones de aceite esencial de limén al 5y al 7% P/P inhiben
exitosamente el desarrollo de Escherichia coli. Se debera trabajar en disminuir esa
concentracion de aceite para que sea factible de un posible desarrollo tecnolégico.

Se concluye que es viable la conservacién de alimentos a partir de las peliculas desarrolladas
a base de quitosano, con la incorporacidon de un compuesto puro tal como acido galico, o una
sustancia compuesta como un aceite esencial, mas el agregado de agentes plastificantes que
confieran mejores propiedades mecdnicas como lo son sorbitol o Tween 80. Estos desarrollos
presentan resultados prometedores para la aplicacién para envasado de alimentos.

A partir de las tendencias encontradas para las peliculas evaluadas, se plantea continuar con
esta linea de trabajo en la mejora de los sistemas ya desarrollados, enfocando el estudio en el
afinado de las condiciones de contorno fijadas en el modelo matematico de la Metodologia
de Superficie de Respuesta.

Por otra parte, es de interés estudiar el proceso de atomizacién (sprayado) de las mezclas de

reaccion formuladas para la formacidn de recubrimientos para la conservacion de alimentos.
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