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RESUMEN 

 

La generación de envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de las 

tecnologías que se encuentran en constante estudio en diferentes campos de investigación e 

industrias. El objetivo de esta tesis fue la generación de un nuevo tipo de recubrimiento 

biodegradable a base de quitosano, con la incorporación de ácido gálico como compuesto 

bioactivo puro, o de aceites esenciales derivados de cítricos, como mezclas de compuestos 

bioactivos. Las películas sintetizadas a partir de la evaporación de agua fueron caracterizadas 

mediante ensayos antioxidantes, antimicrobianos, mecánicos, fisicoquímicos y 

espectroscópicos. La optimización de la obtención de un recubrimiento con las características 

buscadas fue lograda a partir de la implementación de modelos de superficie de respuesta, y 

la optimización de las condiciones experimentales para la formación de las películas. Además, 

se realizaron pruebas incipientes a escala laboratorio sobre ensayos de biodegradabilidad y 

aplicabilidad para la conservación 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 geração de embalagens biodegradáveis com a adição de princípios ativos faz parte da 

tecnologia que está sendo constantemente criada em diferentes campos de pesquisa na 

indústria. O objetivo deste estudo foi a geração de um novo tipo de material biodegradável à 

base de quitosana, com a incorporação de ácido gálico como composto bioativo puro, ou de 

óleos essenciais derivados de frutas cítricas como misturas de compostos bioativos. Foram 

feitos ensaios de antioxidantes, antimicrobianos, mecânica e física. A Metodologia de 

Superfície de Resposta foi utilizada para otimizar diferentes variáveis. Além disso, foram 

realizados testes laboratoriais incipientes sobre biodegradabilidade e aplicabilidade para a 

preservação do tomate cereja. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN  
 

 

PLANTEO, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

El reino vegetal es, en efecto, una inagotable fuente de recursos naturales renovables. Las 

plantas pueden ser consideradas como un eficiente “laboratorio químico” en el que, partiendo 

de dióxido de carbono y agua como reactivos, se produce por fotosíntesis una enorme 

variedad de sustancias que concentran la energía solar bajo la forma de enlaces químicos. Las 

plantas en su conjunto producen más de 100.000 sustancias de bajo peso molecular conocidas 

también como metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, 

alcaloides, azúcares, esteroides, ácidos grasos, etc. (Li, Kong, Fu, Sussman, & Wu, 2020).  

La utilización a gran escala de materia prima de origen vegetal en general se ve obstaculizada 

por su condición de ser un producto estacional no constante, y por el hecho de tratarse de 

una materia prima disponible en concentraciones pequeñas en un dado territorio o área. Esto 

hace muchas veces económicamente no competitivos a emprendimientos que son 

técnicamente factibles. Sin embargo, la actividad puede resultar atractiva a nivel de la 

pequeña y mediana empresa, ya que su procesado introduce valor agregado a la producción 

primaria, y brinda una vía alternativa a esa materia prima en caso de caídas bruscas en los 

precios de comercialización del producto primario (Calvo Martínez, 2014).   

El desarrollo de estos emprendimientos muchas veces está condicionado por diversos factores 

como lo son los fenómenos climáticos (cambios climáticos, sequías e inundaciones) que en 

general son temporarios, ocasionales, ingobernables e imprevisibles; factores políticos 

(restricciones aduaneras, impuestos internos, subvenciones a la producción, promociones 

especiales); factores económicos y de mercado (sobreproducción internacional, aparición 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 extracción del 

producto natural y el camino alternativo de síntesis química. 

En el caso particular de la Provincia de Córdoba, como otras regiones del país, 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 explotación.   
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Un buen aprovechamiento de los recursos naturales, que genere valor agregado a partir de 

desarrollos tecnológicos, requiere encontrar respuestas factibles, económicas y sustentables 

a problemas de extracción, separación, purificación, conservación, etc.  

Por su parte, los distintos métodos de conservación de productos naturales pretenden 

incrementar su vida útil durante el almacenamiento, a partir de la aplicación de técnicas que 

logren impedir alteraciones microbiológicas 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 producción, siendo su objetivo disminuir la carga microbiana y evitar su 

desarrollo (González-Torralba & Alós, 2015; Moreno & Alarcón, 2010; Revenga Frauca, 2011). 

Para tal fin, muchos productos naturales son tratados térmicamente, técnica que muchas 

veces modifica las características 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 

conservación, como el uso de radiación ultravioleta, liofilización, deshidratación osmótica, 

etc., con menor agresividad que los tratamientos térmicos y tienen la ventaja de ofrecer 

productos semejantes a los frescos. Por ejemplo, está en auge la utilización de radiofrecuencia 

para inactivar los microorganismos que pueden estar presentes en frutas y verduras, 

utilizando temperaturas cercanas a la temperatura ambiente (Trujillo & Geveke, 2014).  

Además, como otra alternativa de conservación de productos naturales se incluye el 

desarrollo de películas de recubrimiento que aíslan a los primeros de microorganismos como 

de otros agentes externos contaminantes. En ese sentido, estos materiales envoltorios 

protegen y alargan la vida útil del producto mediante el control de la difusión de gases con su 

entorno. Una de las grandes ventajas de este tipo de recubrimientos es la posibilidad de 

incorporación de componentes bioactivos en la estructura soporte de este. En la actualidad, 

existe un creciente interés en la utilización 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 vías. 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 determinación de las 

propiedades antioxidantes de un compuesto es una de las áreas de investigación que ha 

tomado alta relevancia en los últimos tiempos (Kehrer & Smith, 1994). 
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La generación de radicales libres es un proceso inevitable y continuo, y es parte de nuestro 

metabolismo normal. Sin embargo, una sobreproducción y acumulación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS), debido a factores internos y/o externos, puede crear un desequilibrio que 

resulta en estrés oxidativo (Gupta & Lakes, 2016). Este daño oxidativo se acumula con la edad 

y conduce al envejecimiento, enfermedades degenerativas, disfunción cerebral, 

aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, enfermedades inflamatorias y hasta cáncer 

(Chatterjee, 2016). En este sentido, en la actualidad existen un número importante de drogas 

sintéticas que ofrecen protección contra los efectos nocivos del estrés oxidativo; sin embargo, 

la mayoría de estas sustancias están asociadas a efectos secundarios adversos no deseados 

(Adachi et al., 2007). Por ese motivo, durante los últimos años las tareas de investigación y 

desarrollo se han centrado en identificar compuestos antioxidantes que sean clínicamente 

potentes con efectos secundarios bajos o nulos, para ser utilizados en terapias preventivas. 

Existe un amplio número de referencias científicas que respaldan la afirmación 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 cáncer 

(Miller et al., 2015; Valmórbida & Vitolo, 2014). Por lo tanto, en la actualidad se está prestando 

especial atención a los agentes antioxidantes de origen natural, cuyas propiedades se 

atribuyen a la presencia de flavonoides, antocianinas y compuestos fenólicos. Un gran número 

de estos últimos poseen la capacidad de eliminar especies reactivas como los radicales 

superóxidos, hidroxilos y peróxidos lipídicos y de inhibir la peroxidación lipídica (Celep, Akyüz, 

İnan, & Yesilada, 2018; Mulero et al., 2015). Estos compuestos fenólicos emergen como 

agentes antirradicales fuertes en gran parte debido a sus propiedades redox, que los hacen 

donantes eficientes de hidrógeno, 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 desafío de reemplazar sus 

tradicionales envases por otros que sean de origen natural como los biopolímeros, 

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 generación 

de envases biodegradables con el agregado de principios activos es una de las tecnologías que 

se encuentran en constante estudio  en diferentes campos de investigación e industrias.  
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Dentro de todo el universo de alternativas posibles, la utilización de biopolímeros como 

precursores de envases y/o películas, es la quien lleva la ventaja, debido a que éstos son 

naturales y biodegradables. Quitosano es un polisacárido lineal, derivado de  quitina presente 

en el caparazón de insectos y crustáceos, y está compuesto de cadenas de β-1,4-D-

glucosamina y N-acetil-D-glucosamina aleatoriamente distribuidas (Xie, Hu, Wang, & Zeng, 

2014). Es insoluble en agua y soluble en ácidos orgánicos tales como acético o láctico (Pillai, 

Paul, & Sharma, 2009; Rinaudo, 2006).  

El ácido gálico o ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico es un metabolito secundario presente en 

diversas especies vegetales tales como arándanos, manzanas, lino y en las hojas de té. Se lo 

conoce por su natural actividad antioxidativa, además de su actividad antimicrobiana 

(Aruoma, Murcia, Butler, & Halliwell, 1993; Chanwitheesuk, Teerawutgulrag, Kilburn, & 

Rakariyatham, 2007). 

Teniendo en cuenta que quitosano tiene capacidad de formar películas a partir de puente 

hidrógeno, y teniendo en cuenta que la estructura molecular de ácido gálico tiene capacidad 

de formar puente hidrógeno u otro tipo de interacción secundaria, se propone desarrollar 

películas con actividad antioxidante y antibacteriano a partir de la formación de una malla 

entrecruzada mediante interacciones cooperativas de estas sustancias con las cadenas de 

quitosano utilizando el proceso de “casting”. Además, se postula el uso de Metodología de 

Superficie de Respuesta con el objeto de ajustar las variables de síntesis evaluadas en la 

formación de las películas de quitosano.  

Para ello, esta tesis presenta como objetivo general la selección de componentes bioactivos 

extraídos de productos naturales renovables con actividad antimicrobiana, y/o actividad 

antioxidante para su utilización en la formulación de películas de recubrimiento. Para el 

desarrollo del objetivo general se propone completar los siguientes objetivos específicos: 

- Generar películas biodegradables a partir de la combinación de quitosano y algún 

compuesto activo. 

- Analizar el efecto de agentes plastificantes sobre las propiedades fisicoquímicas de las 

películas obtenidas. 

- Estudiar las consecuencias en la modificación de las condiciones de reacción para la 

preparación de películas. 

- Utilizar la Metodología de Superficie de Respuesta para generar modelos predictivos 

según el comportamiento que se espere de las mismas. 
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- Evaluar la incorporación de aceites esenciales en formulaciones para la obtención 

películas de quitosano modificadas. 

- Considerar aplicaciones de películas basadas en quitosano. 

A continuación, se detalla de manera resumida la compilación de mi Tesis Doctoral con el 

objeto de facilitar su lectura y comprensión: 

- En el capítulo 1 se presentará un estudio del arte acerca de los compuestos 

involucrados a lo largo de todo el proyecto.  

- En el capítulo 2 se darán a conocer en líneas generales todos los materiales y ensayos 

que fueron utilizados a lo largo de la tesis. 

- Los capítulos 3 y 4 se centran específicamente en el desarrollo particular de una 

película a base de quitosano y ácido gálico, y la generación de modelos de superficie 

de respuestas para la obtención de variables optimizadas.  

- El capítulo 5 plantea un análisis exhaustivo de las propiedades antioxidantes y 

antimicrobianas de aceites esenciales obtenidos de cítricos de dos orígenes diferentes, 

además de su potencial aplicación en películas a base de quitosano.  

- En el capítulo 6 se analiza los cambios producidos sobre las películas cuando el 

compuesto bioactivo y el plastificante son modificados.  

- Por último, el capítulo 7 versa sobre las potencialidades que presentan estas películas 

para la conservación 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 acción externa, al actuar como una barrera física 

entre el producto alimenticio y el entorno. Sin embargo, en los últimos años, ha aumentado 

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

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

respuesta a esta necesidad, se ha empezado a trabajar en la modificación de la mera función 

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

activo. El envase activo se define en el reglamento europeo (CE) Nº 450/2009 como un sistema 

de envasado que interactúa con los alimentos "incorporando deliberadamente compuestos 

que liberarían o absorberían 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 más allá de la 

simple función de barrera. 

Existen dos tipos de envases activos: aquellos que actúan como barrera o como removedores 

de sustancias indeseables tales como O2, H2O y CO2, los cuales son denominados envases 

activos absorbentes, y por otro lado, aquellos envases que cuentan en su composición química 

con compuestos bioactivos, los cuales dotarán 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 PELÍCULAS A BASE DE 

QUITOSANO 
 

QUITOSANO 
 

En la actualidad, se presta especial atención a quitosano debido a su gran cantidad de 

cualidades atribuidas que dependen de manera directa de sus propiedades fisicoquímicas. 

Este compuesto se obtiene a partir de la modificación de quitina, que es el segundo 

biopolímero más abundante en el mundo. Se estima que al menos 10 giga toneladas de quitina 

se bio-sintetizan y degradan cada año en la biosfera (Elsabee & Abdou, 2013). 

Por su parte, el compuesto quitosano es una especie parcialmente desacetilada de quitina, un 

polisacárido lineal que contiene unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina 

distribuidas aleatoriamente (Fig. 1.01), donde este polisacárido se denomina quitosano si el 

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

 

Este último compuesto tiene la propiedad de disolverse en la mayoría de las soluciones de 

ácidos orgánicos como ácido fórmico, acético, cítrico y tartárico, y también en ácidos 

minerales diluidos, a excepción de ácido sulfúrico (Pillai et al., 2009). Este polisacárido se 

procesa industrialmente a partir de las estructuras protectoras (caparazón) de crustáceos 

como cangrejos, camarones y langostinos. Existen varias metodologías para la eliminación del 

grupo acetilo de  quitina, pero la más ampliamente difundida es aquella que se realiza 

mediante hidrólisis 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-Alarcón, & González-Delgado, 2018).  
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Fig. 1.02. Obtención industrial de quitosano mediante hidrólisis alcalina. 

 

El polímero quitosano presenta diferentes propiedades biológicas beneficiosas, las que lo 

hacen que sea aplicable en varios campos diversos, como cosméticos, agricultura, industria 

.alimentaria, productos farmacéuticos, biotecnología y medicina (Bakshi, Selvakumar, 

Kadirvelu, & Kumar, 2019; Frank et al., 2020; Negm, Hefni, Abd-Elaal, Badr, & Abou Kana, 

2020). Este biopolímero ha sido considerado como un agente antimicrobiano y de control de 

plagas en aplicaciones agrícolas, pudiendo utilizarse en distintas formas para prevenir el 

desarrollo y la propagación 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 desacetilación, peso molecular, 

pH, etc. (Ma, Garrido-Maestu, & Jeong, 2017). Ziani et al. (2010) establecieron que la 
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combinación de quitosano con el fungicida químico Tetramethylthiuram disulfide (TMTD) en 

concentraciones reducidas resultaron en una fuerte protección antifúngica, en buena 

germinación y plántulas mejoradas, sobre la aplicación directa sobre semillas de alcachofa. 

Zeng y Luo (2012) encontraron que semillas de trigo recubiertas con quitosano mejoraron 

significativamente la tasa de germinación, los parámetros de crecimiento de las plántulas y 

algunos índices fisiológicos propios de las plantas. Paula et al. (2006) encapsularon con éxito 

un larvicida en una mezcla de quitosano y goma arábiga, y se realizaron ensayos in vivo e in 

vitro sobre la cinética de liberación para el control de la larva de Aedes aegypti. 

El polisacárido quitosano se considera un agente antioxidante secundario ya que tiene la 

capacidad de quelar los iones metálicos involucrados en la catálisis de una reacción oxidativa 

(Taylor, Tharanathan, & Kittur, 2003). Diferentes grados de N-desacetilación brindan a este 

polímero, obtenido de las cáscaras de cangrejo, actividad antioxidante, capacidad de 

eliminación de radicales hidroxilo y capacidad quelante de iones ferrosos, siendo más eficaz 

como agente antioxidante a medida que aumenta su grado de desacetilación (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 polímero de quitosano ofrece muchas ventajas cuando se usa como recubrimiento 

en productos alimenticios, ya que tiene propiedades únicas 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 películas activas biodegradables a base de 

quitosano que incorporan gelatina y quercetina con propiedades antibacterianas y 

antioxidantes que puedan tener buenas propiedades fisicoquímicas (Yadav, Mehrotra, 

Bhartiya, Singh, & Dutta, 2020).  

Además de usar quitosano como único componente, se ha realizado un gran número de 

estudios sobre la composición de diferentes tipos de extractos naturales para mejorar las 

propiedades fisicoquímicas y biológicas de las películas poliméricas a base de quitosano. Souza 

et al. (2017) desarrollaron con éxito películas activas biodegradables utilizando una variedad 

de antioxidantes naturales, en donde el espesor del biomaterial no sufrió modificaciones y las 

propiedades funcionales evaluadas no demostraron fuertes diferencias debido a la 
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incorporación de compuestos activos. Las películas también presentaron una mayor 

solubilidad en agua y grado de hidratación, y un menor índice de hinchamiento en 

comparación con películas de quitosano puro, debido a la interacción del agua, quitosano y 

los polifenoles presentes en los extractos utilizados. Esto representa una ventaja para el 

proceso de biodegradación, pero también puede limitar su aplicación a alimentos con alto 

contenido de agua. En este contexto, los tratamientos de reticulación que mejoran la 

resistencia de la película al agua pueden representar una solución alternativa. Sin embargo, el 

potencial real de estos materiales para su aplicación en la industria del envasado de alimentos 

debe coincidir con la migración potencial de los agentes antioxidantes desde la película hacía 

los alimentos.  

La incorporación de compuestos antimicrobianos tales como péptidos, metales o aceites 

esenciales en la matriz polimérica también puede mejorar la acción antimicrobiana de los 

recubrimientos de quitosano. Se sabe que la combinación de aceite de clavo de olor y 

quitosano exhibió en pruebas in vitro una mayor propiedad antifúngica 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 combinación de quitosano con aceites 

esenciales de cítricos, y además de la ausencia total de sabores y olores desagradables, 

demostraron el potencial de la aplicación como una alternativa efectiva y prometedora a los 

agentes antifúngicos sintéticos para controlar el crecimiento post cosecha de Aspergillus 

flavus. 

En la actualidad, las formulaciones farmacéuticas para aplicaciones médicas y estéticas de 

quitosano 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 administración de 

fármacos en el tratamiento de la cicatrización de heridas. El hidrogel a base de quitosano se 

considera un material ideal debido a sus características de ser biodegradable, biocompatibles 

y antimicrobianos. También se conoce que se han desarrollado apósitos 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). Además, este polisacárido 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). Además, Schiller et al. (2001) desarrollaron un quitosano modificado a partir 
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de la adición de ácido succínico durante el proceso de fabricación, que exhibe una mayor 

densidad aparente (sin sacrificar el peso molecular del polímero) y una rápida solubilidad en 

ácido en comparación con otros quitosanos. Los estudios in vitro han demostrado que este 

quitosano modificado se disuelve más rápido en ácido clorhídrico 0,16 N en comparación con 

los quitosanos típicos por lo que puede ingerirse justo antes de una comida y reducir los 

triglicéridos séricos durante un período de tiempo posterior a la comida, siendo un 

suplemento eficaz para perder o mantener el peso corporal.  

 

ÁCIDO GÁLICO 

 

El reactivo ácido gálico (ácido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico) es un compuesto polifenólico natural 

que se encuentra en bebidas procesadas como los vinos tintos y los tés verdes. Su formación 

tiene lugar en plantas en forma de ácidos libres, ésteres, derivados de catequina y taninos 

hidrolizables (Pengelly, 2004). El interés en estos compuestos se debe a su actividad 

farmacológica 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 cáncer, los trastornos 

neurodegenerativos y el envejecimiento (Y. Liu, Carver, Calabrese, & Pukala, 2014; Schimites 

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

 

 

 

Fig. 1.03. Estructura de ácido gálico. 

 

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

planta acuática 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 ácido gálico, especialmente frutas (frutillas, uvas, bananas), así como 

té y clavo de olor. El interés en estos compuestos se debe a su actividad farmacológica como 

captadores de radicales. Para citar algunos ejemplos, Punithavathi et al. (2011) informaron los 

efectos antihiperglucémicos, peroxidativos y antioxidantes antilípidos de ácido gálico en ratas 

macho diabéticas inducidas por estreptozotocina. Lu et al. (2006) investigaron la relación 

entre las estructuras de los derivados de ácido gálico, sus actividades antioxidantes y los 

efectos neuroprotectores, examinando los efectos de eliminación de radicales libres en 

liposomas y actividades anti apoptóticas en humanos. Bajpai et al. (2005) informaron que el 

contenido fenólico de las plantas medicinales es el responsable de la actividad antioxidante, y 

que la fruta T. bellerica contiene una rica fuente de ácido gálico. Por otro lado, los efectos 

antiinflamatorios y antialodínicos de los polvos secados por aspersión a partir de hojas, tallos, 

raíces, la mezcla de hojas y tallos, así como las soluciones acuosas de Phyllanthus niruri L., 

ricas en ácido gálico, fueron informados por Couto et al. (2013). Yang et al. (2016) estudiaron 

los efectos de ácido gálico sobre la cicatrización de heridas en condiciones normales e 

hiperglucémicas, para imitar la condición de una persona con diabetes, en queratinocitos y 

fibroblastos humanos. Por último, y para detallar solamente algunas aplicaciones, Ho et al. 

(2010) han investigado el efecto de los ácidos fenólicos que se encuentran abundantemente 

en las verduras, es decir, ácido gálico, ácido cafeico y ácido protocatecuico, en la inhibición de 

la metástasis de células de adenocarcinoma gástrico. 

 

SORBITOL 

 

El compuesto sorbitol es un carbohidrato de baja digestibilidad que ha existido 

comercialmente durante más de 70 años. Se clasifica como "alcohol de azúcar" o "poliol" y a 

menudo se usa como agente de carga, humectante, agente de reticulación, crioprotector y 

modificador de la cristalización sin azúcar 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 azúcar invertido y otros almidones hidrolizados son materias primas 

importantes para la fabricación de sorbitol, que se produce a partir de la hidrogenación 

catalítica de glucosa donde la reacción de hidrogenación es catalizada con níquel. La solución 

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 más rápidamente, sorbitol proporciona un mejor 

control de la humedad en equilibrio con el entorno (Ooi, Ismail, Bakar, & Aziz, 2012), a partir 

de una tasa más lenta de cambio en el contenido de humedad del sistema de envasado en el 

que pueda ser utilizado, manteniendo la calidad de productos alimenticios, y extendiendo su 

vida útil. El uso de sorbitol se da en alimentos, confitería, cuidado bucal e industria 

farmacéutica debido a sus propiedades físicas y químicas únicas (Marques, Tarek, Sara, & Brar, 

2016). Este compuesto posee funciones que son beneficiosas dentro del producto final, 

exhibiendo estabilidad e inercia química cuando está en contacto con muchas combinaciones 

químicas de ingredientes. La solución de sorbitol puede ser utilizada tal como se produce, o 

modificada con algún otro componente soluble en ella, de manera tal de mejorar alguna de 

sus propiedades físico-química, 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 polímeros ricos en grupos hidroxilos y 

aminos (Laohakunjit & Noomhorm, 2004). Mohsin et al. (2011) demostraron que sorbitol 

forma interacciones secundarias del tipo puente de hidrógeno con algunos polímeros, y que 

desempeñó un papel importante como plastificante al reducir las interacciones entre las 

macromoléculas, provocando una disminución de la dureza y del módulo elástico. Además, 
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sorbitol no es tóxico y se permite usarlo en contacto con alimentos siendo una buena opción 

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

 

ACEITES ESENCIALES 

 

Los aceites esenciales están presentes en varias plantas aromáticas y son obtenidos de varias 

partes de las mismas, incluyendo hojas, flores, frutas, semillas, brotes, rizomas, raíces y 

cortezas (Pengelly, 2004). Se han utilizado varios métodos de extracción para obtener aceites 

esenciales de la planta entre ellas la hidrodestilación, la extracción con solvente, el prensado 

en frío y la extracción con fluido supercrítico (Bellik et al., 2019; Giacometti et al., 2018). Sin 

embargo, la técnica más ampliamente utilizada desde la antigüedad es la destilación con 

arrastre de vapor. El producto de extracción puede variar en calidad, cantidad y composición 

según el clima, la composición del suelo, el órgano de la planta, la edad y la etapa del ciclo 

vegetativo. Por lo tanto, para obtener aceites esenciales de composición constante, deben 

extraerse en las mismas condiciones del mismo órgano de la planta que ha estado creciendo 

en el mismo suelo, bajo el mismo clima y ha sido recolectado en la misma estación (Melito et 

al., 2016; Vaičiulytė, Ložienė, Taraškevičius, & Butkienė, 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, 

antifúngicas e insecticidas. En la actualidad, se conocen aproximadamente 3000 aceites 

esenciales, 300 de los cuales son comercialmente importantes, especialmente para las 

industrias farmacéutica, agronómica, alimentaria, sanitaria, cosmética y de perfumes (Başer 

& Buchbauer, 2010). Además, los aceites esenciales se usan en masajes como mezclas con 

aceite vegetal o en baños, 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 CÍTRICOS 

 

Con una producción promedio de 10 millones de toneladas y 3 mil millones de dólares entre 

2007 y 2017, las especies de cítricos tienen una importante contribución en el mercado 

mundial de frutas y verduras (USDA Foreign Agricultural Service, 2018). Argentina y Estados 

Unidos tienen vastas plantaciones de cítricos en sus territorios debido a la fertilidad de sus 

suelos y clima apropiado. Su producción se correlaciona con altos niveles de consumo de 

cítricos y sus productos derivados, los cuales tienen una gran importancia económica para la 

industria alimentaria. Además, la agroindustria de los cítricos 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 cáscaras, y específicamente el flavedo, son fuentes importantes 

de productos industriales tales como aceites esenciales y otros metabolitos secundarios 

valiosos (Iglesias 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 cítricos han 

generado desde la antigüedad productos alimenticios y sus partes desechadas, como las 

cáscaras, se descartaron tradicionalmente, la identificación de nuevos usos y aplicaciones de 

estos desechos es una estrategia importante para encontrar aplicaciones para productos 

industriales. 

Hoy en día, es común 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 

biológica, la cual incluye la actividad antimicrobiana y la actividad antioxidante. Además, los 

productos derivados de cítricos, como los mismos aceites esenciales, presentan una 

oportunidad de mercado ya que su producción es relativamente sencilla.  

Investigaciones similares se han realizado sobre aceites esenciales de cítricos. Sin embargo, 

éstos estudios solamente se centraron en la actividad antimicrobiana y los autores no incluyen 

ninguna información sobre la composición de los aceites esenciales, o no hay estudios 

comparativos para las especies de cítricos de diferentes orígenes (Jing et al., 2014; Viuda-

Martos, Ruiz-Navajas, Fernández-López, & Pérez-Álvarez, 2008). 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

34 

Los aceites esenciales de cítricos (CEO) tienen una fracción volátil generalmente superior al 

90% P/P y una fracción no volátil. En estas especies, los monoterpenos y los sesquiterpenos 

representan principalmente la fracción volátil, siendo limoneno el compuesto mayoritario. La 

Administración 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 químico 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 polímeros a través de 

reacciones catalíticas (Gutiérrez, Rodríguez, Gracia, De Lucas, & García, 2014). Linalool y β-

pineno son otros compuestos importantes presentes en los CEO, que fueron identificados 

como principios activos, con propiedades antidepresivas y sedantes utilizadas en medicina 

alternativa (Guzmán-Gutiérrez, Gómez-Cansino, García-Zebadúa, Jiménez-Pérez, & Reyes-

Chilpa, 2012). Haselton et al. (2015) han demostrado que α-pineno exhibió 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 mayoría monoterpenos, estos no presentan 

una gran actividad antioxidante según lo informado por otros autores (Ghoorchibeigi, Larijani, 

Aberoomand, Zare, & Mehregan, 2016). Además, diferentes estudios han demostrado que los 

CEO presentan actividad biológica 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. Además, la actividad microbiológica de los mismos se probó 

contra Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Adukwu, Allen, & 

Phillips, 2012; Luciardi, Blázquez, Cartagena, Bardón, & 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 iónicos 

más utilizados en diversas industrias. Es un líquido viscoso, de color amarillento y soluble en 

agua.  

 

 

Fig. 1.05. Estructura de Tween 80. 

 

Los usos del Tween 80, son de los más variados. Se utiliza en la fabricación de helados, ya que 

permite una mejor textura y aumenta la resistencia a la fusión del mismo (Goff, 1997). Por 

otro lado, puede ser utilizado para la generación de nanopartículas de oro (Premkumar, Kim, 

Lee, & Geckeler, 2007) o para mejorar la velocidad de disolución de compuestos de baja 

solubilidad (Nyström & Westerberg, 1986). Incluso, Sader et al. (2012) reportaron que el uso 

Tween 80 mejora los resultados de las pruebas de sensibilidad de concentración inhibitoria 

mínima de polimixina B y colistina.  

 

ÁCIDO SALICÍLICO 

 

El ácido salicílico, o ácido 2-hidroxibenzoico, es un producto natural de los más conocidos, ya 

que es el precursor del ácido acetilsalicílico, más conocido como aspirina.  

 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

36 

 

Fig. 1.06. Estructura de ácido salicílico. 

 

Este ácido es biosintetizado a partir del aminoácido fenilalanina (Verberne, Budi Muljono, & 

Verpoorte, 1999). Es de amplio uso en la industria farmaceutica. El principal uso como 

aplicación tópica del ácido salicílico en dermatología es como agente queratolítico, 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). Además, hay 

estudios que reportan el uso de ácido salicílico 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). 

 

PELÍCULAS A BASE DE QUITOSANO 

 

El uso de biopolímeros como precursores de envases es una de las alternativas al uso de 

polímeros sintéticos industriales, ya que son biocompatibles y biodegradables. El polisacárido 

quitosano ha sido ampliamente utilizado como precursor de empaque debido a su buena 

actividad de formación de película (Van Den Broek, Knoop, Kappen, & Boeriu, 2015). Varios 

estudios han demostrado que las películas a base de quitosano tienen un alto potencial para 

extender la vida útil de frutas y verduras, inhibiendo el crecimiento de microorganismos 

(Miranda-Castro, 2016; H. Wang, Qian, & Ding, 2017). La preparación de películas de 

quitosano sin el uso de plastificante da como resultado la obtención de películas frágiles con 

malas propiedades mecánicas (Epure, Griffon, Pollet, & Avérous, 2011). Se sabe que sorbitol 

(SB) es miscible con quitosano y puede actuar como un buen agente de reticulación. Por lo 

tanto, las películas preparadas junto con sorbitol tienen buenas propiedades físicas tales como 

la transparencia y las propiedades mecánicas (Fakhoury et al., 2012). 
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Por otro lado, la adición de compuestos fenólicos o extractos naturales con actividad 

antimicrobiana y antioxidante en una matriz de quitosano mejora sus propiedades físicas de 

las interacciones no covalentes, como los enlaces puentes de hidrógeno. Zhang et al. (2015) 

han demostrado que vainillina actúa como un agente de reticulación en la formación de la 

matriz de quitosano. Además, la presencia de compuestos fenólicos como el existente en el 

extracto de té verde mejora las propiedades mecánicas y de barrera al vapor, así como las 

propiedades antioxidantes de las películas a base de quitosano resultantes (Siripatrawan & 

Noipha, 2012). Teniendo en cuenta estos antecedentes en este trabajo se propone evaluar la 

preparación de películas con actividad antioxidante a base de quitosano, ácido gálico y 

sorbitol. Varios autores han estudiado previamente el sistema quitosano-ácido gálico. Sun et 

al. (2014) han sugerido que la incorporación de ácido gálico en las películas de quitosano 

mejora significativamente las propiedades antimicrobianas de la película. Además, ácido 

gálico también mejora ciertas propiedades mecánicas, como la resistencia a la tracción o la 

permeabilidad al vapor de agua. De manera similar, el injerto de ácido gálico en esqueletos de 

quitosano implica la combinación de las propiedades de ambos reactivos, lo que resulta en 

una película 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 preparación de películas de quitosano injertadas con diferentes ácidos 

hidroxibenzoicos y han demostrado que la película de quitosano injertada en ácido gálico tiene 

las mejores propiedades físicas, mecánicas y antioxidantes, utilizando glicerol como 

plastificante. Sin embargo, según nuestro conocimiento, no hay información con respecto a 

Las películas de quitosano incorporadas de aceites esenciales han presentado propiedades 

inhibidoras notables y de amplio espectro contra diferentes microorganismos que atentan 

contra los alimentos, así como desarrollaron mejoras en la conservación de frutas y verduras. 

Si bien los aceites esenciales de plantas poseen una fuerte actividad antimicrobiana, algunas 

desventajas de su uso para retrasar la descomposición fúngica en la fruta son su volatilidad, y 

una alta tasa de desaparición, además 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 Sánchez-González et al. (2011), el principal beneficio de la 

incorporación de EO en una matriz polimérica es la reducción de su velocidad de difusión, 

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 contaminación, por un 

período más largo. 

Además, la encapsulación de EO dentro de un nanogel tiene beneficios como la liberación 

controlada y sostenida de una cierta cantidad de aceites del vehículo. Por definición, los 

nanogeles son redes de polímeros reticulados tridimensionalmente de tamaño 

submicrométrico. Un nanogel está compuesto de entidades de partículas de hidrogel con un 

espacio de tamaño nanométrico, por lo que tiene las características de hidrogel y 

nanopartículas mencionadas anteriormente al mismo tiempo (H. Zhang, Zhai, Wang, & Zhai, 

2016). Además del aumento de la actividad antimicrobiana, las películas y nanogeles de 

quitosano incorporadas de aceite esencial proporcionan una película semipermeable 

alrededor de la superficie de frutas y verduras que puede reducir la transferencia de humedad, 

restringir la absorción de oxígeno, disminuir la respiración, retrasar la producción de etileno, 

sellar los volátiles 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 formulación de película de 

quitosano cargada con compuestos bioactivos previamente optimizada y desarrollada, como 

material de apósito funcional para heridas de personas que padezcan diabetes. La formulación 

óptima de la película proporcionó un ambiente beneficioso para la herida húmeda, 

reduciendo el riesgo de deshidratación y favoreciendo el cierre de estas. Además, exhibió una 

buena actividad antioxidante, así como un efecto proliferativo (que representa una buena 

matriz para la proliferación de células de fibroblastos) y una biocompatibilidad adecuada. La 

evaluación in vivo de la formulación de película de quitosano cargada de compuestos 

bioactivos confirmó que la biopelícula estimuló la contracción de la herida y aceleró el proceso 

de curación de esta, favoreciendo una reepitelización más completa y una deposición de 

colágeno más densa en comparación con la formulación de referencia. 

En otro aspecto, Pavinatto et al. (2019) desarrollaron películas a base de quitosano que 

contenían glicerol para el recubrimiento de frutillas, proporcionando protección física y 

microbiológica a la fruta. Las películas mostraron un fuerte carácter hidrófobo y una 

disminución de la solubilidad en medio ácido como resultado de la presencia de glicerol, que 

actuó como plastificante. Además, mostraron una excelente actividad bactericida y fungicida 

durante 1 semana, lo que se pudo verificar mediante pruebas de crecimiento bacteriano u 

observación visual de la ausencia de formación de hongos en las frutillas recubiertas. El 
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recubrimiento con películas de quitosano no alteró la apariencia, el aroma, la textura o el 

sabor de las frutillas, garantizando en consecuencia una buena aceptación de la fruta 

recubierta.  

Tomadoni et al. (2019) aplicaron el enfoque de metodología de superficie de respuesta para 

determinar el contenido de vainillina y de glicerol, además de la temperatura de secado, en 

una formulación óptima de una película a base de  quitosano. Estas películas con vainillina 

presentaron excelentes propiedades mecánicas, antioxidantes y de barrera deseables para ser 

potencialmente utilizadas en la industria del envasado de alimentos. 

La incorporación de ácido siríngico, un ácido hidroxibenzoico, en una matriz polimérica a base 

de quitosano influyó significativamente en las propiedades físicas, propiedades mecánicas y 

la actividad antibacteriana de las películas de quitosano-ácido siríngico (K. Yang et al., 2019). 

Se obtuvieron películas de mejor apariencia a la vista y una superficie lisa, las que presentaron 

valores de permeabilidad menores respecto a películas de quitosano puro. -además, 

presentaron un gran efecto bacteroestático, lo cual permitió su prueba como recubrimiento 

sobre huevos de codorniz, obteniéndose resultados prometedores .  

Yeamsuksawat & Liang (2019) investigaron acerca de la influencia del agente de reticulación 

en las propiedades y la cinética de liberación del quitosano incorporado con α-tocoferol. De 

hecho, el agente de reticulación disminuye la ligereza de la película, las propiedades de 

barrera a la luz y aumenta el pardeamiento de la película. Además, el agente de reticulación 

reduce los valores de elongación a la rotura y tensión a la tracción. Sin embargo, la 

hidrofobicidad y la rugosidad de la película aumentan y no existe una diferencia significativa 

en la barrera de vapor de agua. Estas películas reticuladas pueden ser una alternativa en el 

campo del envasado activo para extender la vida útil de los alimentos y evitar el deterioro de 

estos. Además, existen aplicaciones potenciales en los campos médico y farmacéutico en la 

liberación controlada de fármacos y la curación de heridas. 

Por último, Wang et al. (2019) estudiaron la incorporación del extracto de Herba Lophatheri 

(HLE) en una película a base de quitosano, lo que condujo a cambios considerables en las 

propiedades fisicoquímicas y actividades biológicas de dichas películas. En comparación con 

la película 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 absorción de aceite de las 

películas disminuyeron notablemente. Además, aumento la actividad antioxidante de las 

mismas, y, por otro lado, se demostró gran espectro inhibitorio contra Staphylococcus aureus 
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y Escherichia coli. Las películas de quitosano y este extracto mostraron un gran potencial para 

ser utilizadas para el envasado de alimentos, aunque aún se necesitan más estudios, como el 

análisis de la vida útil de los alimentos. 

 

CONCLUSIONES 

 

Este capítulo se trató un primer acercamiento a los compuestos involucrados en el desarrollo 

de películas para la conservación de alimentos con lo que se trabajó a lo largo de toda la tesis 

que se presenta. Además, se presentó el estudio del arte acerca de los diferentes desarrollos 

existentes en películas a base de quitosano.  
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y METODOLOGÍAS 
 

 

En el presenta capítulo se describirán los materiales utilizados y las técnicas desarrolladas a lo 

largo de los diferentes capítulos que componen esta Tesis.  

 

MATERIALES 

 

Quitosano (QS) de bajo peso molecular (⁓100 kDa, 40cP, Parafarm), ácido acético glacial 

(99,5 P/P% en peso, Cicarelli), ácido gálico (GA) anhidro (98 %, Biopack), solución acuosa de 

sorbitol (70 % P/P, Ingredient), ácido salicílico (>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 (II) (99%, 

Cicarelli), acetato de amonio (97%, Cicarelli), ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxílico (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 purificación adicional de los mismos. 

 

GRADO DE DESACETILACIÓN DE QUITOSANO 

 

El grado de desacetilación (GD) de quitosano se cuantificó para verificar el contenido de 

grupos amino por unidad de masa de las muestras mediante el uso de una valoración 

potenciométrica. En esta cuantificación, se disolvieron 0,50 g de quitosano en 50 mL de HCl 

0,30 M con agitación a 25 °C. Esta solución se tituló con una solución de NaOH 0,10 M 

utilizando un medidor de pH Altronix TPX-I. El valor de GD se calculó utilizando la siguiente 

ecuación (Czechowska-biskup, Jarosińska, Rokita, Ulański, & Rosiak, 2012): 

 

𝐺𝐷% =
2.03 × (𝑉2 − 𝑉1)

𝑚 + 0.0042 × (𝑉2 − 𝑉1)
                    (2.01) 

 

donde m es el peso de la muestra, y V1 y V2 corresponden a los volúmenes de NaOH empleados 

en los puntos de inflexión primero y segundo, respectivamente, en una función de pH versus 
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volumen de hidróxido utilizado en el proceso de titulación. Aplicando la ecuación 2.01, el GD 

fue de 86.64% obtenido por duplicado. 

 

PREPARACIÓN DE PELÍCULAS 

 

La mezcla (100 g) se preparó disolviendo 1.0 g de quitosano en polvo en una solución buffer 

de ácido acético a pH 4 con agitación a temperatura ambiente hasta disolución total de 

quitosano. A continuación, se añadió a diferentes concentraciones ácido gálico como 

compuesto bioactivo y solución de sorbitol como plastificante, por 10 minutos y a 

temperatura ambiente (20-25°C),  bajo agitación constante.  

Una alícuota de 10 mL de la mezcla de reacción fue expandida sobre placas de Petri, 

obteniéndose la película a partir de la evaporación 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 formulación, las películas se sintetizaron por triplicado. Una vez 

obtenidas las películas, y separadas de las placas, fueron utilizadas sin ser sometidas a lavado 

o purificación posterior. 

Se debe señalar cuando se discutan las diferentes formulaciones se hará referencia a su 

composición original en la mezcla, que difiere de la composición final de la película, debido a 

la evaporación del solvente. 

 

CARACTERIZACIÓN DE MEZCLAS DE REACCIÓN Y PELÍCULAS 

 

Las propiedades físicas, químicas, antioxidantes, reológicas y mecánicas de las mezclas y 

películas finales se analizaron como se detalla a continuación. 

 

ANÁLISIS REOLÓGICO 

 

Las propiedades reológicas de las soluciones acuosas de las mezclas de reacción se analizaron 

mediante el uso de un reómetro (Rheoplus Physica MCR 301, Anton Paar, Alemania) equipado 

con una geometría cono plato CP50-1 (diámetro=50 mm, separación=50 μm) a 20 °C en un 

rango de velocidad de corte de 0.1 a 100 s-1. Se usó software de análisis de datos Rheoplus 

para obtener los datos experimentales y calcular el módulo de almacenamiento (G') y el 
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módulo 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. 

 

ESPECTROFOTOMETRÍA UV-VIS 

 

La absorbancia de diferentes mezclas de reacción se determinó utilizando un espectrómetro 

UV-Vis (Shimadzu UV1800) a temperatura ambiente. Agua destilada fue utilizada para la 

corrección de la línea de base. 

 

ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJO (FTIR) 

 

Con el fin de observar las posibles modificaciones de la interacción de los grupos funcionales 

de quitosano después de la incorporación de ácido gálico y sorbitol, se analizaron diferentes 

películas mediante espectroscopia infrarroja. Los espectros FTIR se realizaron utilizando un 

espectrofotómetro Nicolet 5-SXC (EE. UU.), a una resolución de 4 cm−1 en un rango de (4000 

a 400) cm−1, utilizando aire como background. Para realizar el procedimiento experimental, 

las películas 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 fenólicos 

totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenólicos reaccionan con el 

reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH básico, dando lugar a una coloración azul susceptible de ser 

determinada espectrofotométricamente a 765 nm. El contenido total de fenoles (TPC) de las 

películas se determinó a partir de la reacción del reactivo de Folin-Ciocalteu a pH básico, lo 

que resultó en una coloración azul determinada espectrofotométricamente aplicando el 

procedimiento de Ivanova et al. (Ivanova et al., 2011) con ligeras modificaciones. Aquí, se 

preparó un extracto para realizar este ensayo a partir de una relación de 25 mg de película y 

3,0 mL de agua destilada, que se dejó a 25 °C durante 2 horas. Finalmente, se mezcló una 

alícuota 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 dejó reposar durante 3 minutos. Después de eso, se 

agregaron 1,5 mL de solución acuosa de carbonato de sodio (5% p/p) y se llevó a un volumen 
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final de 10,0 mL con agua destilada. La mezcla se llevó a un baño de ultrasonido a 50°C durante 

20 minutos. La absorbancia de esta mezcla se midió a 765 nm utilizando el espectrofotómetro 

UV-Visible. El total de compuestos fenólicos presentes en las películas se expresó como mg de 

ácido gálico por mg de película a partir de la generación de una curva patrón (Figura 2.01) 

 

 

Fig. 2.01. Curva de calibración para TPC 

 

El ensayo de capacidad antioxidante del 2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) determina el 

grado de decoloración que provocan los componentes de un extracto a una solución 

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 solución metanólica de DPPH (20% 

p/v). Esta mezcla fue agitada utilizando un agitador Vortex y se incubó en la oscuridad a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. Ante la presencia de actividad antioxidante, se 

observó un cambio de color de la solución que viró de violeta a amarillo pálido y se midió la 

absorbancia de esta a 517 nm, y se determina el % de inhibición a través de la ecuación: 
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%𝐼 = 1 −
𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
         (2.02) 

 

La capacidad antioxidante de DPPH de las películas se ha cuantificado como capacidad 

antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), lo que implica que la capacidad antioxidante de la 

muestra se midió y comparó con la capacidad antioxidante determinada por el estándar Trolox 

a partir de una curva de calibración (Figura 2.02) 

 

 

Fig. 2.02. Curva de calibración para DPPH 

 

El método de la capacidad antioxidante reductora del cobre (CUPRAC, por sus siglas en inglés) 

para la determinación de actividad antioxidante se basa en la medición de la absorbancia a 

450 nm del cromóforo [Cu(I)-Nc quelato] formado como resultado de la reacción redox de 

antioxidantes con el reactivo CUPRAC [Cu(II)-Nc]. En esta tesis se siguió la metodología de 

Apak et al. (Apak, Güçlü, Ozyürek, & Karademir, 2004) con ligeras modificaciones. Este método 

se basa en la medición de la absorbancia a 450 nm del cromóforo CUPRAC [quelato de Cu(I)-

Neocuproína] formado como resultado de la reacción redox de los antioxidantes con el 

reactivo CUPRAC [Cu(II)-Neocuproína]. En un tubo de ensayo se agregaron 1,0 mL de solución 

de cloruro de cobre (II) (0,01 M), 1.0 mL de neocuproína (0,0075 M) y 1,0 mL de solución buffer 

de acetato de amonio a pH 7. Para obtener un volumen final de 4,10 mL, se agregaron 
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diluciones de los diferentes extractos de las películas. 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 pálido a naranja. Como en el método DPPH, el método CUPRAC se 

cuantificó como TEAC, siguiendo la misma metodología para la obtención de una curva de 

calibración (Figura 2.03). 

 

 

Fig. 2.03. Curva de calibración para CUPRAC 

 

Los valores de DPPH y CUPRAC para películas se expresaron como mmol de Trolox por 

miligramo de peso seco de la película, a partir de los datos conocidos entre la relación de mg 

de película y mL de extracto utilizado.  

 

ENSAYOS MECÁNICOS 

 

Para el análisis de la resistencia mecánica de las películas se determinaron tres pruebas 

diferentes. La primera, tiene que ver con la resistencia a la tracción que presenta la película 

en el momento en que se desgarra y que se denomina Resistencia a la Tracción (Tensile 

Strength - TS). La segunda, el alargamiento a la rotura que se determina a partir de la relación 

entre la elongación que presenta la película en el momento de la ruptura o desgarro y la 

longitud inicial de la muestra de prueba, y que se lo denomina Elongación a la Rotura 
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(Elongation at Break - EB). Por último, el módulo de Young (E) de las películas indica la relación 

entre el esfuerzo y la elongación en la deformación elástica de un cuerpo sólido y se considera 

otro parámetro valioso de las propiedades mecánicas de las películas. Estas pruebas se 

llevaron a cabo al menos por triplicado para una muestra rectangular (25x100 mm) de acuerdo 

con el método estándar ASTM D882-12 (2012) utilizando una máquina 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 películas fueron 

medidos a partir de la utilización de un micrómetro, y fueron utilizados dentro de las fórmulas 

de cálculo con el promedio de al menos 10 mediciones. Los valores de TS, EB y E de la película 

se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones, respectivamente: 

 

𝑇𝑆 = 𝐹𝑚𝑎𝑥/𝑆                    (2.03)  

𝐸𝐵 = (∆𝐿/𝐿)                    (2.04)  

𝐸 = (𝐹/𝑆)/(∆𝐿/𝐿)                    (2.05) 

 

donde Fmax es la carga máxima en el punto de ruptura; S es el área de la sección transversal 

original; ∆L/L es la relación de la extensión de la película donde L es la longitud inicial de la 

película; y F es la carga de un punto en la porción lineal inicial de la curva de tensión-

deformación. 

 

OPACIDAD 

 

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

partir de la siguiente ecuación: 

 

𝑂 = 𝐴600/𝑥                    (2.06) 

 

donde A600 es la absorbancia de la película a 600 nm, la cual fue colocada de manera directa 

en espectrofotómetro, sin la utilización de ninguna cubeta o contenedor, y donde x es el 

espesor promedio de la película, medido a partir de la utilización de un micrómetro. 
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TASA DE TRANSMISIÓN DE VAPOR DE AGUA (WVT) 

 

La tasa de transmisión de vapor de agua (WVT, por sus siglas en inglés) y la permeabilidad de 

la transmisión de vapor de agua (P) de las películas 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 determinación de la tasa de transmisión de vapor de agua (WVT) 

y permeabilidad. 

 

Para ello, se llenó con agua (a una temperatura de 20 °C) el dispositivo de la Figura 2.04, 

asegurándose que entre el agua y la muestra quede una capa de aire que permita la 

transmisión del vapor de agua y, además, que la película 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 preparación de películas, 

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/(𝑡 × 𝐴)          (2.07) 

𝑃 = (𝑊𝑉𝑇/∆𝑝) × 𝑥          (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 área de la boca de la cápsula de prueba en m2; Δp es la diferencia de 

presión de vapor; y x es el espesor promedio de la película. 

 

MICROSCOPÍA DE BARRIDO ELECTRÓNICO (SEM) 

 

La morfología de las superficies de las diferentes películas fue examinada utilizando 

microscopía de barrido electrónico SEM (Phenom Pure, Eindhoven, The Netherlands) con un 

voltaje de aceleración de 5kV. 

 

ANÁLISIS DEL COLOR 

 

El color de diferentes películas se determinó mediante el uso de un colorímetro Minolta CR-

400 (Japón), que permitió determinar los valores de L* (brillantez), a* (oscilaron entre rojo y 

verde) y b* (oscilaron entre amarillo y azul) en cada película por triplicado. Estos valores 

pertenecen al espacio de color CIELab, un sistema de medición de color propuesto en 1971 

por la Comission Internationale de l´Éclairage (CIE). Al realizar la medición, 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 día.  

Además del análisis de los valores anteriores, también se calculó la diferencia de luminosidad 

E* (Ecuación 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 patrón. El cálculo se realiza mediante la fórmula:  

 

∆𝐸∗ = (𝐿∗2 + 𝑎∗2 + 𝑏∗2)
1/2

          (2.09) 
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ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD 

 

Se ensayó a escala laboratorio el proceso de degradación de diferentes películas 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 incorporación de microflora adiciona ni agregado de suelo fértil. Las películas 

fueron preparadas en forma circular, con un diámetro de 5 cm. Cada película ensayada fue 

preparada por triplicado. Una malla de acero inoxidable sirvió de soporte y cobertura de estas, 

ya que permiten el acceso de los microorganismos y la humedad y las muestras degradadas 

pueden ser fácilmente extraídas para realizar los ensayos de control. Estas mallas que 

contuvieron las películas fueron enterradas a una profundidad de 5 cm, lo cual permite la 

degradación aeróbica de las mismas. Durante el ensayo, la temperatura durante el día osciló 

entre los 20 y 25 °C, y no se registraron lluvias. El ensayo fue llevado a cabo durante 28 días, 

en donde periódicamente, las películas fueron desenterradas, limpiadas manualmente para 

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

 

METODOLOGÍA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA 
 

La Metodología de Superficies de Respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas matemáticas 

utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés está influida 

por varios factores de carácter cuantitativo. El propósito inicial de estas técnicas es diseñar un 

experimento que proporcione valores razonables de la variable respuesta y, a continuación, 

determinar el modelo matemático 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, η, que toma la variable de interés considerada 

está influido por los niveles de k factores cuantitativos, X1, X2, ..., Xk, esto significa que existe 

alguna función de X1, X2, ..., Xk (que se supone continua en esos valores) que proporciona el 

correspondiente valor de  para alguna combinación dada de niveles: 

La relación existente entre η y los niveles de los k factores puede representarse a través de 

una hipersuperficie (subconjunto de un espacio euclídeo (k+1)-dimensional) a la que 

llamaremos superficie de respuesta. 
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Al hablar de metodología 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.  

• Función de respuesta predicha: La función de respuesta se puede representar 

con una ecuación polinomial. El éxito en una investigación 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 relación Y=f(x1, x2,... xk) entre Y y los niveles de los k 

factores x1, x2,... xk representa una superficie. Con k factores la superficie está 

en k+1 dimensiones. Por ejemplo, cuando se tiene Y=f(x1) la superficie está en 

dos dimensiones, mientras que si tenemos Y=f(x1, x2.) la superficie está en tres 

dimensiones. 

 

DISEÑOS EXPERIMENTALES  

 

El ajuste y análisis de una superficie de respuesta se facilita con la elección apropiada de un 

diseño experimental. Un diseño es el conjunto especifico de combinaciones de los niveles de 

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

La elección de un diseño adecuado del experimento a realizar es fundamental para modelar y 

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

datos recogidos en los puntos del diseño. Así pues, sería deseable que el diseño tuviera alguna 

de las siguientes características: 

1. Generar una distribución razonable de puntos y, por tanto, de información, en toda 

la región de interés, pero utilizando el menor número posible de puntos 

experimentales. 

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

del valor real. 

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

4. Permitir la ejecución de los experimentos en bloques. 
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5. Permitir la construcción secuencial de diseños de orden creciente. 

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

7. Asegurar simplicidad en los cálculos de las estimaciones de los parámetros del 

modelo. 

Además de las propiedades mencionadas, sería muy conveniente que el diseño elegido fuera 

ortogonal, lo que implica que los términos del modelo ajustado son sin correlación y, por 

tanto, también las estimaciones de los parámetros lo son.  

Teniendo en cuenta que el objetivo de la RSM es la optimización de la respuesta y que se 

desconoce la localización del optimo antes de ejecutar el experimento, esta propiedad resulta 

muy interesante, puesto que garantiza que el diseño proporciona estimaciones igualmente 

precisas en todas las direcciones. 

 

DISEÑO DOEHLERT 

 

Un diseño experimental alternativo y muy útil para los modelos de segundo orden es el diseño 

de caparazón uniforme propuesto por Doehlert (1970). Los diseños Doehlert se aplican 

fácilmente para optimizar las variables y ofrecen ventajas en relación con otros tipos de 

diseños, como los diseños compuestos centrales o los diceños de Box-Behnken, ya que 

necesitan menos experimentos, que son más eficientes y pueden moverse a través del 

dominio experimental.  

El diseño de Doehlert describe un dominio de experimentación 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 

diseño de Doehlert consiste en un punto central y seis puntos que forman un hexágono regular 

y, por lo tanto, se ubican en un círculo. En tres dimensiones se puede ver de diferentes 

maneras, dependiendo de la estructura geométrica seleccionada. En los diseños de Doehlert, 

el número de niveles no es el mismo para todas las variables. En un diseño 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 elección de los factores que se asignarán 

a un número grande o pequeño de niveles. Se pueden utilizar diferentes criterios para asignar 

los factores. Como regla general, es preferible elegir la variable con el efecto más fuerte como 

el factor con cinco niveles para obtener la mayor información del sistema. 
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OBTENCIÓN DE ACEITES ESENCIALES 
 

Las frutas de pomelo (Citrus paridisi), limón (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 Región del Litoral de Argentina (AR) y el Estado de California de 

Estados Unidos (EE. UU.). Además, aceites esenciales puros y comerciales (CM) de pomelo, 

limón, mandarina y naranja se compraron a Plant Essential Oils (California, EE. UU.). Estos 

aceites fueron utilizados sin ninguna purificación posterior. Los aceites esenciales fueron 

extraídos de las cáscaras de las frutas, peladas manualmente. Para mejorar el rendimiento de 

la extracción, las cáscaras que se utilizaron fueron molidas (Allaf, Tomao, Besombes, & 

Chemat, 2013). Los aceites esenciales cítricos se extrajeron por hidrodestilación utilizando un 

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

 

CARACTERIZACIÓN DE ACEITES ESENCIALES 

 

CROMATOGRAFÍA EN FASE GASEOSA CON ESPETROMETRÍA DE MASAS 

 

El perfil químico de los aceites esenciales se analizó utilizando un cromatógrafo de gases 

(Agilent 6890, EE. UU.) acoplado a un detector de espectrometría de masas (MS) y un detector 

de ionización de llama (FID). Se utilizaron dos columnas capilares para cada detector (columna 

HP-5, 30 m de largo, 0.25 mm de diámetro interno y 0.25 mm de espesor de recubrimiento). 

Se utilizó el gas portador helio con un caudal de 0.9 mL/min. La ionización del analito se realizó 

por impacto de electrones a 70 eV. Los datos espectrales de masas se adquirieron en el modo 

de exploración 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 

caracterización 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 índice de retención (RI) se 

calculó utilizando una serie de n-alcanos (8-20 átomos de carbono) en ambas columnas 

conectadas a MS y FID. Los compuestos se identificaron comparando sus índices de retención 

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 captación de radicales tienen una importancia significante para la defensa 

antioxidante de los consumidores. Muchos ensayos de antioxidantes se basan en la reacción 

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 cítrico. 

El ensayo de 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) se realizó de 

acuerdo con la metodología 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 0,65 y 0,70. Luego, se mezclaron 10 µL de los aceites esenciales 

con 990 µL del reactivo diluido. La absorbancia se midió a 734 nm utilizando un 

espectrofotómetro UV-Visible modelo HP 8453. La capacidad antioxidante ABTS de los aceites 

esenciales cítricos se cuantificó como capacidad antioxidante equivalente en Trolox (Sigma, 

EE. UU.) (TEAC) y se expresó como mg TR/mL CEO, según la curva de calibración que se 

muestra en la Figura 2.05. 

 

Fig. 2.05. Curva de calibración para ABTS 
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El Poder Antioxidante de Reducción Férrica (FRAP) mide la capacidad de los antioxidantes para 

reducir hierro (III) en un medio ácido. El ensayo se llevó a cabo de acuerdo con Benzie y Strain 

(1996). En este sentido, 10 μL de aceite esencial y 990 μL 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 reacción. Los valores de FRAP se calcularon a partir del valor de 

absorbancia a 593 nm y relacionándolo con una solución estándar antioxidante de ácido 

ascórbico (Sigma, USA). Se realizó una curva de calibración con diluciones en serie de ácido 

ascórbico (AA) para determinar la actividad antioxidante equivalente de ácido ascórbico 

expresada como mM AA/mL CEO (Figura 2.06). 

 

Fig. 2.06. Curva de calibración para FRAP 

 

El ensayo DPPH se determinó de acuerdo con Siripatrawan y Harte (2010), donde el radical 

cromógeno púrpura 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) (Sigma, EEUU) se reduce con un 

antioxidante a la hidrazina de color amarillo pálido. En resumen, 60 μL de aceite esencial 

cítrico se mezclaron con 240 μl de solución de DPPH y se incubó durante 30 minutos. La 

capacidad de eliminación se midió a 517 nm. Como en el ensayo ABTS, la actividad 

antioxidante DPPH de los aceites esenciales cítricos se cuantificó como TEAC y los resultados 

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

 

La Capacidad Antioxidante de Reducción Cúprica (CUPRAC) se determinó de acuerdo con Apak 

et al. (Apak et al., 2004) con ligeras modificaciones. En resumen, 70 µL de solución de cloruro 

de cobre (II) 0,01 M, 70 µL de neocuproína 0,0075 M, 70 µL de solución buffer de acetato de 

amonio (Sigma, EE. UU.) y las diluciones de la muestra para alcanzar un volumen final de 300 

µL, 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 pálido a naranja. La absorbancia a 

450 nm se midió contra un blanco de reacción 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 calibración para DPPH 

 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

 

Todos los aceites esenciales cítricos fueron evaluados inicialmente para medir su actividad 

antibacteriana por el método de difusión en disco (Clinical and Laboratory Standards Institute, 

2013). Este análisis se llevó a cabo utilizando: Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) 

como potencial bacteria patógena; Leuconostoc mesenteroides MS1 (Gram-positivo) como 

una bacteria transmitida por los alimentos que se aisló 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 

colección de cultivos de ICYTAC (Córdoba, Argentina) y se aisló 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 inóculo bacteriano respectivo. La inoculación se preparó siguiendo el método de 
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suspensión directa de colonias en una solución salina para obtener una absorbancia de 0,5 en 

la escala de McFarland, que es aproximadamente equivalente a una concentración de 1.5x108 

UFC/mL. Se colocaron diez μL de cada aceite esencial cítrico en un disco de papel estéril de 5 

mm de diámetro (125 mm, Munktell) que se transfirió 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. 

coli y L. plantarum ES147 y ATCC 8014 y a 30 °C durante 48 horas para L. mesenteroides. Los 

diámetros de la zona de inhibición se midieron incluyendo el disco de papel (5 mm). Los 

controles positivos fueron implementados con el antibiótico comercial gatifloxacina (Gatif 

Forte, Poen, 0,50% p/p) y sus diluciones, que exhiben acción antibacteriana contra una amplia 

gama de bacterias aeróbicas Gram-positivas y Gram-negativas; también con Hipoclorito de 

sodio (Ayudín, 2,5   % p/p); y alcohol etílico (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 concentración inhibitoria mínima (CIM) se define como la concentración más baja de un 

antimicrobiano que inhibirá el crecimiento visible de un microorganismo después de la 

incubación durante la noche. La concentración bactericida mínima (CBM) se considera como 

la menor concentración de agente antimicrobiano que va a prevenir el crecimiento de un 

organismo después del subcultivo en un medio libre de antibiótico (Andrews, 2002). La CIM y 

la CBM de los aceites esenciales cítricos más activos se determinaron mediante el uso de un 

método de dilución en serie de caldo triptona de soja para E. coli. Se preparó una solución 

madre de cada aceite esencial cítrico que contiene 1 mL de aceite esencial más 5 mL de lecitina 

de soja (2% p/p) para facilitar la solubilización. La concentración máxima inicial de cada aceite 

esencial cítrico fue de 0,125 g/mL (pomelo EO US) , 0,14 g/mL (limón EO US) y 0,12 g/mL (limón 

EO AR) y finalmente se diluyeron a una concentración mínima de 0,2 mg/mL , 0,3 mg/mL y 0,3 

mg/mL, respectivamente, también con lecitina. Cada tubo se inoculó con asa de suspensión 

bacteriana, preparado como se describe antes, para lograr una concentración final de 1.5x108 

UFC/mL de concentración. Los tubos se inocularon a 37 °C durante 24 horas junto con un tubo 

de control sin aceite esencial cítrico. La supervivencia o no se determinó colocando una 

alícuota de cada tubo en placas triptona de soja-agar. 
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PELÍCULAS  
 

Todas las pruebas de actividad antimicrobiana de películas fueron realizadas de manera 

similar a lo anteriormente planteado, con la diferencia de que, en vez de embeber un disco 

con un medio líquido, fue utilizado directamente un disco que fue cortado directamente de la 

película. Para asegurar la inocuidad de estos, fueron esterilizados con luz ultravioleta durante 

10 minutos por cada lado.  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el software InfoStat (Córdoba, 

Argentina). El análisis de conglomerados se realizó basándose en la distancia euclidiana, 

utilizando el método de enlace promedio con un número máximo de conglomerados 

establecido arbitrariamente en dos. El clúster se realizó utilizando la composición química del 

aceite esencial cítrico como variable. El análisis de varianza (ANOVA, α = 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 cítricos y los resultados 

de los ensayos de antioxidantes y el análisis antimicrobiano se realizó con un análisis 

multivariado en los componentes principales (PC). 
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CAPÍTULO 3. OBTENCION DE PELÍCULAS A BASE DE QUITOSANO, 

ÁCIDO GÁLICO Y SORBITOL 

 
 

En este capítulo se presenta la formación de películas a base de quitosano adicionadas con 

ácido gálico y sorbitol, donde este último actúa como plastificante. Primeramente, se 

menciona un análisis exploratorio de las películas obtenidas evaluando las actividades 

antioxidantes y propiedades mecánicas adecuadas para posteriormente utilizar la 

metodología de superficie de respuesta (RSM) para modelar las respuestas experimentales y 

obtener la optimización de la película. 

 

ANÁLISIS EXPLORATORIO 
 

En primera instancia, se realizó un estudio preliminar en 25 películas sintetizadas a partir de 

1% P/P de solución acuosa de quitosano con la combinación 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 ácido gálico (Tabla 3.01). A partir de estos 

resultados, se realizó un diseño experimental como se explica más adelante en este capítulo. 

 

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

gálico (GA) y sorbitol (SB). 

N° %GA %SB  N° %GA %SB  N° %GA %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 PELÍCULAS 

 

Las mezclas de reacción previas a someterlas a casting presentaron una apariencia 

homogénea, y la presencia de una tonalidad del color violeta, que se dio luego de la adición 

de ácido gálico, tal como muestra la Figura 3.01.  

 

 

 

Fig. 3.01. Mezcla de reacción conteniendo quitosano, sorbitol al 5% en peso y ácido gálico 

0,75% en peso. 

 

La Figura 3.02 corresponde a una película obtenida post casting, la cual presenta una muy 

buena apariencia, teniendo en cuenta su homogeneidad, transparencia y brillo, además de 

presentar suavidad al tacto.  

 

 

Fig. 3.02. Película conteniendo quitosano, sorbitol al 5% en peso y ácido gálico 0,75% en peso. 
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Las mezclas utilizadas para sintetizar las películas finales se sometieron a ensayos reológicos 

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 función de la velocidad de corte para la mezcla con 1% P/P de 

quitosano, 5% P/P de sorbitol  y 1% P/P de ácido gálico, y para quitosano puro o quitosano 

más ácido gálico o quitosano más sorbitol, en las mismas concentraciones. Se encontró que, 

en el rango de velocidad de corte entre 20 y 350 Hz, el perfil de las curvas se asemeja a las de 

un líquido viscoso ideal donde la presencia de sorbitol o ácido gálico modifica ligeramente la 

viscosidad de quitosano en esas condiciones.  

Este comportamiento es compatible con el hecho de que estas moléculas interactúan con los 

esqueletos de quitosano por enlace del tipo puente de hidrógeno o interacción electrostática.  

Además, la mezcla quitosano/sorbitol exhibe una viscosidad (cerca de 24 mPa.s) mayor que la 

medida para la solución acuosa de quitosano (cerca de 20 mPa.s). Teniendo en cuenta que 

sorbitol tiene seis grupos hidroxilo, puede formar enlaces de hidrógeno con las cadenas 

quitosano y actuar como un agente entrecruzante de la reticulación no covalente de las 

estructuras del polisacárido. Este fenómeno produce una aglomeración de las cadenas de 

quitosano, lo que conduce a un aumento de la viscosidad del sistema. Por otro lado, cuando 

se incorpora ácido gálico en la solución acuosa de quitosano, se produce una disminución de 

la viscosidad del sistema (cerca de 18 mPa.s). Probablemente, el anión acetato contra el grupo 

amonio de quitosano está sustituido por el anión de ácido gálico de la interacción 

electrostática, produciendo un volumen hidrodinámico más pequeño de cadenas de 

quitosano. Además, la mezcla de quitosano que contiene ácido gálico y sorbitol tiene un valor 

de viscosidad (cerca de 19 mPa.s) inferior a la solución acuosa de quitosano, pero mayor que 

la encontrada para la mezcla de quitosano/ácido gálico. Esta tendencia apoya el hecho de que, 

en estas condiciones, ácido gálico interactúa con el esqueleto de quitosano mediante la 

interacción electrostática, lo que reduce el tamaño de la cadena de quitosano, mientras que 

sorbitol es un reticulador de las cadenas de quitosano de los enlaces de hidrógeno. 
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Fig. 3.03. Viscosidad dinámica de corte de quitosano 1% P/P (■), quitosano 1% P/P y sorbitol 

5% P/P (●), quitosano 1% P/P y ácido gálico 1% P/P (□), y la mezcla con una composición de 

quitosano 1% P/P, sorbitol 5% P/P y ácido gálico 1% P/P (○) a 20 °C. 

 

Además, las mezclas se caracterizaron por espectrometría 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 ácido gálico, otra con un 5% P/P 

de sorbitol, y una  tercera con 1% P/P de ácido gálico y un 5% P/P de sorbitol.  

Se encontró 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-ácido gálico y quitosano-sorbitol-ácido gálico muestra 

curvas espectrales con perfiles similares, donde se encuentra una sobresaturación de la 

absorción en el rango de 200-350 nm. Este comportamiento se atribuye a la transición de 

electrones π de doble enlace del carbonilo del compuesto aromático con sustituyentes OH. 
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Este fenómeno apoya la presencia de ácido gálico en la mezcla, que es una sustancia con un 

alto coeficiente de absortividad molar en ese rango de longitud de onda. 

 

 

Fig. 3.04. Curvas espectrales UV-visibles para una solución acuosa de 1% en peso de quitosano 

(A) y su mezcla con 1% en peso de ácido gálico (B); con 5% en peso de sorbitol (C), y con 1% 

en peso de ácido gálico y 5% en peso de sorbitol (D). 

 

Además, se utilizó la espectrometría FTIR para confirmar la potencial modificación de las 

cadenas de quitosano por su interacción con ácido gálico y sorbitol. La Figura 3.05 muestra los 

espectros FTIR de las películas obtenidas a partir de quitosano puro y sus mezclas con 1% P/P 

de ácido gálico; 5% P/P de sorbitol o 5% P/P de sorbitol-1% P/P de ácido gálico. La banda ancha 

entre 3700 y 2600 cm-1 corresponde al estiramiento O-H de los grupos carboxilos presentes 

en ácido gálico. Además, sorbitol y quitosano tienen una fuerte señal (3700-3080 cm-1) debida 

a la presencia del grupo hidroxilo, que se superpone al estiramiento N-H del polisacárido. Esta 

banda de estiramiento de OH se acentúa más en los espectros quitosano-sorbitol y quitosano-

gálico-sorbitol debido a la presencia de sorbitol en esas mezclas. La señal a 2920 cm-1 está 

asociada con el estiramiento de Csp3-H, que se puede observar para sorbitol y quitosano. La 

banda a 1640 cm-1 corresponde a la vibración de estiramiento C=O del grupo amida, que se 
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pudo observar para quitosano y su mezcla con sorbitol (Figura 3.05). La señal a 1610 cm-1 

cuando ácido gálico se incorpora a la composición final del producto, se asigna al estiramiento 

C=C correspondiente al anillo aromático de ácido gálico, que se superpone casi por completo 

a la banda de la amida a 1640 cm-1. Además, quitosano tiene una banda característica de 1560 

cm-1, que corresponde a la flexión N-H y la vibración de estiramiento C-N a 1330 cm-1. El 

estiramiento de C-O-C como un pico fuerte a 1020 cm-1 aparecen en todas las mezclas debido 

a la presencia de quitosano. Finalmente, sorbitol muestra una banda ancha característica en 

el rango de 1400-1250 cm-1, que está asociada a la vibración combinada de tensión y flexión 

C-O-H. 

 

 

Fig. 3.05. Espectros FTIR de películas basadas en quitosano. Quitosano (A), quitosano y su 

mezcla con 1% P/P de ácido gálico (B); quitosano y 5% P/P de sorbitol (C), y mezcla de 

quitosano, 5% P/P de sorbitol y 1% P/P de ácido gálico (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 (próxima a 3300 cm-1) y la vibración Csp3-H (2920 y 2860 cm-
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1), lo cual sugiere que la asociación de los grupos carboxilos entre sí ha disminuido. Este 

fenómeno sugiere que sorbitol interactúa mediante el enlace de puente hidrógeno con los 

grupos carboxilo de ácido gálico. Además, teniendo en cuenta que el tamaño de sorbitol es 

más pequeño que los otros componentes de la mezcla, la molécula de sorbitol se puede 

distribuir homogéneamente con mayor facilidad en el líquido e interaccionar mediante puente 

de hidrógeno con esqueletos de quitosano y ácido gálico. Por lo tanto, se espera que sorbitol 

desempeñe un papel relevante como agente de reticulación y como plastificante a partir de 

estas interacciones no covalentes durante la formación de películas de quitosano por casting. 

En lo que respecta a la actividad antioxidante de las películas, la Figura 3.06 muestra la 

influencia de la concentración de sorbitol y ácido gálico sobre la capacidad antioxidante de las 

películas, visto a partir de tres gráficas: una que representa al ensayo TPC, otra al DPPH y la 

última al CUPRAC, y en donde el eje de las abscisas siempre corresponde al contenido de ácido 

gálico en la mezcla de reacción. En el caso del ensayo de TPC, los parámetros de actividad 

antioxidante aumentan con el contenido de ácido gálico en la película. Sin embargo, se 

observa que la actividad antioxidante de las películas disminuye cuando se utiliza una mayor 

concentración de sorbitol durante su formación. Este comportamiento está relacionado con 

el hecho de que sorbitol aumenta la masa final de las películas y diluye la concentración de 

ácido gálico. Además, no se debe descartar la disminución en la difusión 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 señalar que no se 

encuentra actividad antioxidante en las películas sin ácido gálico, 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 películas con 

un contenido de ácido gálico superior a un 0,5% P/P, ya que, a partir de ese valor, y según se 

puede observar en los ensayos del DPPH y CUPRAC, los valores presentan variaciones 

mínimas.  
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Fig. 3.06. Influencia de la concentración de ácido gálico y sorbitol en los valores de TPC (A), 

DPPH (B) y CUPRAC (C) en películas con 1% P/P de quitosano y 0 ( ■ ), 2,5 ( ● ), 5 ( ▲ ), 7,5 

( ▼ ) y 10 (     ) % P/P de sorbitol. 
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DISEÑO DE EXPERIMENTO Y METODOLOGÍA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA 
 

El diseño experimental para el desarrollo del presente trabajo se llevó a cabo utilizando la 

metodología de superficie de respuesta de un modelo de dos factores de acuerdo con el 

modelo de Doehlert (1970). Este modelo matemático fue seleccionado para identificar la 

interacción entre las variables de respuesta estudiadas y las variables independientes. Los dos 

factores, es decir, las variables independientes utilizadas en la formulación de películas fueron 

la concentración de sorbitol y ácido gálico, donde el rango de estas variables se basó en 

estudios previos de propiedades antioxidantes y solubilidades. La concentración de sorbitol 

se definió como un factor con cinco niveles (X1: 1, 3, 5, 7, 9 % P/P), ya que según trabajos 

anteriores, la ausencia de plastificantes generaban un efecto negativo en las propiedades 

finales de las películas (Fakhoury et al., 2012; Z. H. Zhang, Han, Zeng, Xiong, & Liu, 2015). Por 

otro lado, la composición de ácido gálico es un factor cuyos tres niveles (X2: 0.50, 0.75, 1% 

P/P) representan la mejor actividad antioxidante según los ensayos preliminares. Un esquema 

del diseño de experimento puede verse en la Figura 3.07. 

 

Fig. 3.07. Diseño de experimento según Doehlert aplicado a la preparación de películas de 

quitosano con ácido gálico y sorbitol, donde los puntos representan las películas preparadas. 

 

Las variables de respuesta seleccionadas fueron: TPC (Y1), DPPH (Y2), CUPRAC (Y3), TS (Y4), EB 

(Y5), E (Y6), O (Y7), WVT (Y8) y P (Y9). Las variables de respuesta se evaluaron después de realizar 

9 ensayos, donde seis de ellas fueron las películas obtenidas de diferentes formulaciones de 
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mezcla. Las pruebas restantes corresponden al punto central según el modelo de Doehlert 

para dos factores. 

Se ajustaron polinomios cuadráticos para expresar cada variable de respuesta definida en este 

estudio en función de las variables independientes. En la ecuación 3.01, Yn es la variable de 

respuesta donde b0 es un término constante; b1 y b2 son los coeficientes de los parámetros 

lineales como las composiciones de sorbitol (X1) y ácido gálico (X2), respectivamente. Además, 

b11 y b22 corresponden a los coeficientes del parámetro cuadrático, mientras que b12 es el 

coeficiente de los parámetros de interacción.  

 

𝑌𝑛 = 𝑏0  + 𝑏1𝑋1 + 𝑏2𝑋2 + 𝑏12𝑋1𝑋2 + 𝑏11𝑋1
2 + 𝑏22𝑋2

2                    (3.01)  

 

Los coeficientes utilizados para los modelos de regresión de cada variable de respuesta 

estudiada y el análisis estadístico se realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI 

(v16.1, EE. UU.). La superficie de respuesta se estimó a partir de datos experimentales con un 

intervalo de confianza del 95%. Con el fin de obtener películas con una buena resistencia 

mecánica y las mejores propiedades antioxidantes, se optimizó la superficie de respuesta. 

Después de eso, se prepararon películas basadas en quitosano utilizando las condiciones 

óptimas predichas por las superficies de respuesta, y los datos experimentales se compararon 

con los valores teóricos, lo que permitió 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 análisis se realizaron utilizando el software estadístico 

INFOSTAT. 

 

SUPERFICIES DE RESPUESTA 

 

La disposición del diseño para las composiciones de las mezclas y los resultados 

experimentales de las variables dependientes en las diferentes películas se presentan en la 

Tabla 3.02. La ecuación 3.01 se utilizó para ajustar la superficie de respuesta de los datos 

experimentales para cada muestra investigada, como se muestra en la Tabla 3.03.  

 



 

 

Tabla 3.02. Valores promedios experimentales de las respuestas obtenidas en el diseño experimental.  

 

Valores seguidos por la misma letra dentro de una misma columna implican diferencias no significativas (p<0,05). SB: sorbitol – GA: ácido gálico – TPC: polifenoles totales – 

TEACDPPH: capacidad antioxidante DPPH – TEACCUPRAC: capacidad antioxidante CUPRAC – TS: resistencia a la tracción – EB: elongación a la rotura – E: módulo de Young – O: 

opacidad – WVT: tasa de transferencia al vapor de agua – P: permeabilidad.  

 

Run  

Variables Respuestas 

X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 

SB GA TPC TEACDPPH TEACCUPRAC TS EB E O WVT P 

% p/p % p/p 
𝑚𝑔 𝐺𝐴

𝑚𝑔 𝑓𝑖𝑙𝑚
 

𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥

𝑚𝑔 𝑓𝑖𝑙𝑚
 

𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥

𝑚𝑔 𝑓𝑖𝑙𝑚
 𝑀𝑃𝑎  𝑀𝑃𝑎 

𝑈𝐴

𝑚𝑚
 

𝑔

𝑚2ℎ
 

𝑔. 𝑚𝑚

𝑚𝑚 𝐻𝑔. 𝑚2. ℎ
 

1 5 0,75 3,3x10-2 ± 3x10-3b 4,3x10-6 ± 2,x10-7a 2,4x10-3 ± 1x10-4a 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 3,3x10-2 ± 8x10-4b 4,7x10-6 ± 4x10-7a 2,3x10-3 ± 2x10-5a 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 3,3x10-2 ± 6x10-4b 4,7x10-6 ± 2x10-7a 2,5x10-3 ± 1x10-3a 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 3,7x10-2 ± 2x10-3b 4,4x10-6 ± 4x10-7a 5x10-3 ± 6x10-4b 8,5 ± 1,4c 0,03 ± 0,0a 614 ± 141b 3,24 ± 1,4b 63 ± 15b 0,24 ± 0,04a 

5 9 0,75 3,0x10-2 ± 7x10-4b 5,8x10-6 ± 2x10-7b 1,4x10-3 ± 3x10-4a 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 4,4x10-2 ± 2x10-3b 4,7x10-6 ± 2x10-7a 5,7x10-3 ± 1x10-3b 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 2,2x10-2 ± 7x10-3a 5,6x10-6 ± 3x10-7b 1,5x10-3 ± 4x10-4a 4,5 ± 0,8b 0,40 ± 0,1b 27,2 ± 8,3a 1,69 ± 0,1a 57 ± 5b 0,32 ± 0,01b 

8 7 1 2,3x10-2 ± 2x10-2a 5x10-6 ± 3x10-7a 2,6x10-3 ± 7x10-4a 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 2,2x10-2 ± 2x10-3a 5,8x10-6 ± 1x10-7b 8,1x10-4 ± 3x10-4a 1,0 ± 0,1a 0,35 ± 0,1b 2,8 ± 0,4a 0,98 ± 0,4a 37 ± 7b 0,39 ± 0,06b 
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Tabla 3.03. Ecuaciones polinomiales y coeficiente de determinación para las respuestas de las 

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

películas. 

Ecuación polinómica de 2do grado R2 

Y1 = -6,6497x10-2 + 6,2753x10-3 X1 + 0,2107 X2 + 1,5732x10-5 X1
2 - 1,0466x10-2 X1 X2 - 9,0217x10-2 X2

2 0,95 

Y2 = 1,1250x10-5 - 2,5638x10-7 X1 - 1,5362 x10-5 X2 + 3,6146x10-8 X1
2 + 3,6x10-8 X1 X2 + 8,996 x10-6 X2

2 0,91 

Y3 = 2,3732x10-3 - 6,0961x10-5 X1 + 1,0126x10-2 X2 + 4,9208x10-5 X1
2 - 1,1886x10-3 X1 X2 + 1,2556x10-3 X2

2 0,99 

Y4 = 12,7519 - 2,86792 X1 - 3,755 X2 + 0,158542 X1
2 + 0,545 X1 X2 + 0,96 X2

2 0,98 

Y5 = 123,156 - 2,64583 X1 - 253,0 X2 - 0,635417 X1
2 + 18,0 X1 X2 + 110,0 X2

2 0,89 

Y6 = 76,4047 - 213,425 X1 + 1558,25 X2 + 18,3568 X1
2 - 34,835 X1 X2 - 874,58 X2

2 0,87 

Y7 = 5,34135 - 1,15021 X1 - 1,58 X2 + 0,0734375 X1
2 +  0,21 X1 X2 - 0,46 X2

2 0,90 

Y8 = 9,86549 - 8,67522 X1 + 188,235 X2 + 0,222473 X1
2 + 6,51585 X1 X2 - 144,555 X2

2 0,80 

Y9 = 0,283219 - 0,0106232 X1 - 0,0997015 X2 + 0,00332764 X1
2 + 0,0224055 X1 X2 + 0,089398 X2

2 0,92 

 

Las variables de respuesta se ajustaron correctamente ya que para todas las respuestas se 

alcanzaron coeficientes de determinación (R2) superiores a 0,80. De esta manera, todas las 

variables de respuestas investigadas se incluyeron en el proceso de optimización. La 

naturaleza de la relación entre las variables independientes y las respuestas investigadas se 

representó mediante una superficie de respuesta tridimensional, que se generó a partir de la 

ecuación de regresión, como se puede ver en las Figuras 3.08 a 3.16. 
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Fig. 3.08. Gráfico de superficie de respuesta de TPC.  

 

 

Fig. 3.09. Gráfico de superficie de respuesta de DPPH. 
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Fig. 3.10. Gráfico de superficie de respuesta de CUPRAC. 

 

 

 

Fig. 3.11. Gráfico de superficie de respuesta de resistencia a la tracción. 
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Fig. 3.12. Gráfico de superficie de respuesta de elongación a la rotura. 

 

 

Fig. 3.13. Gráfico de superficie de respuesta de módulo de Young. 
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Fig. 3.14. Gráfico de superficie de respuesta de opacidad. 

 

 

 

Fig. 3.15. Gráfico de superficie de respuesta de transmisión de vapor de agua WVT. 
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Fig. 3.16. Gráfico de superficie de respuesta de permeabilidad. 

 

El efecto de la presencia de sorbitol y la concentración de ácido gálico 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 X2) y el efecto combinado (X1X2). Se encontró que el valor 

experimental de TPC oscila entre 0.0217 y 0.0437 mg de ácido gálico / mg de película, TEACDPPH 

varía entre 4.26x10 -6 y 5.8x10 -6 mmol de Trolox / mg de película, mientras que TEACCUPRAC 

cambia de 0.00081 a 0.0057 mmol Trolox / mg Película (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 parámetros aumentan junto con el 

contenido de ácido gálico 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 mínimo de 5% P/P de sorbitol y 0.75% P/P de ácido gálico. Por otro lado, esta 

superficie presenta su valor máximo de DPPH a la concentración más alta de sorbitol y un 0.5% 

P/P de contenido de ácido gálico. 

Con respecto a las propiedades mecánicas de TS, EB y E (Y4, Y5, Y6), en general se encuentra 

que solo el primer efecto de orden lineal de sorbitol (X1) fue significativo (p <0.05). Este 

comportamiento está de acuerdo con el hecho de que sorbitol funciona como un agente de 
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reticulación no covalente, que afecta directamente las propiedades mecánicas de las películas 

a partir de la formación de enlaces de puente hidrógeno. Dependiendo de la concentración 

de ácido gálico y sorbitol en las películas, las propiedades mecánicas muestran una gran 

variación (Tabla 3.02). Aquí, la resistencia a la tracción fluctúa de 0,90 a 8,46 MPa, el valor de 

EB varía de 0,03 a 0,54, y se encuentra que el Módulo de Young varía entre 1,73 y 614,29 MPa. 

La superficie de respuesta de TS (Figura 3.11) muestra que su valor aumenta cuando la 

concentración de sorbitol disminuye. Por otro lado, la superficie de respuesta del módulo E 

muestra un cambio marcado para una concentración de sorbitol superior a un 5% P/P. Bajo 

esta condición, un aumento del contenido de sorbitol y ácido gálico conduce a un aumento en 

el porcentaje de elongación de la película. Además, se observa que la superficie de respuesta 

del módulo de Young disminuye contra la concentración de sorbitol hasta alcanzar un valor 

cercano al 7% P/P. Después de eso, el Módulo de Young aumenta junto con la concentración 

de sorbitol. Este fenómeno puede explicarse por el predominio de las interacciones puente 

hidrógeno entre quitosano, sorbitol y ácido gálico. Cuando el contenido de sorbitol es bajo, 

predominan la interacción electrostática y puente hidrógeno entre las cadenas de quitosano 

y ácido gálico. Este último actúa como un agente de reticulación a través de enlaces no 

covalentes, lo que da un valor E más alto debido al hecho de que ácido gálico es una molécula 

rígida. Después de un 7% P/P de contenido de sorbitol, sus interacciones de puente hidrógeno 

con los otros reactivos aumentan y actúan como un agente de reticulación exitoso. De esta 

manera, el módulo E vuelve a crecer, pero con un valor más bajo debido al hecho de que 

sorbitol es una molécula más flexible que ácido gálico (Figura 3.13). 

Además, se encontró que el contenido de sorbitol (X1) tiene un efecto significativo sobre la 

opacidad (p <0,05) de las películas obtenidas. El valor de opacidad varía en un rango de 0,56-

3,24 UA/mm para estas películas, mientras que la tasa de transmisión de vapor de agua WVT 

lo hace entre 37,22 y 62,56 g/m2h, y la permeabilidad entre 0,24 y 0,62 g.mm/mmHg.m2.h 

(Tabla 3.02). La Figura 3.14 muestra que una mayor concentración de sorbitol en la mezcla 

conduce a una disminución de la opacidad de la película, ya que sorbitol provoca desordenes 

en las cadenas de quitosano, obteniendo así un mayor grado de regiones amorfas. El valor 

más alto WVT se alcanza con el contenido de sorbitol más bajo junto con un 0,75% P/P de la 

concentración de ácido gálico (Figura 3.15). Sin embargo, se pudo observar un alto valor de 

permeabilidad para las películas que contienen la mayor concentración de sorbitol, donde no 

se evidencia una dependencia del contenido de ácido gálico (Figura 3.16). Es importante 
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resaltar esto, porque si la intención de la película es usarla como empaque, WVT y P deben 

ser bajos. 

 

OPTIMIZACIÓN 

 

Con el objeto de obtener películas con una buena resistencia mecánica y con capacidad 

antioxidante, se realizaron optimizaciones numéricas para determinar los valores óptimos 

para las variables independientes de acuerdo con las variables de respuesta deseadas. 

Las mejores capacidades antioxidantes se obtuvieron para películas 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 mecánicas, una película debe 

tener una buena resistencia a la tracción y una elasticidad aceptable cuando su uso se enfoca 

como embalaje. Por lo tanto, el valor de la resistencia a la tracción y la elongación a la rotura 

de estas películas se maximizó, mientras que el módulo de Young, que indica la elasticidad 

longitudinal del material, se minimizó. Además, teniendo en cuenta que este tipo de película 

debe tener un buen control de la transferencia de agua y una buena apariencia, el valor de la 

opacidad, la tasa de transmisión de vapor de agua y la permeabilidad se redujeron al mínimo. 

En resumen, las variables de respuesta de TPC, DPPH, CUPRAC, EB y TS (Y1 a Y5) fueron 

maximizadas, mientras que E, O, WVT y P (Y6 a Y9) fueron minimizadas. 

Considerando estas suposiciones para el modelo matemático propuesto, una mezcla con un 

3,62% P/P de sorbitol, un 1% P/P de contenido de ácido gálico y un 1% P/P de quitosano se 

encuentra que es la composición óptima para construir la película deseada. A partir de los 

datos predichos por el modelo, las películas se prepararon por triplicado en estas condiciones 

optimizadas. La Tabla 3.04 informa un análisis comparativo entre los valores predichos y 

experimentales con su desviación estándar correspondiente para cada variable de respuesta. 

Se encontró 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 parámetros TS y WVT, lo que estaría relacionado con su 

alta desviación estándar natural por la variabilidad de las condiciones de ejecución del 

experimento. No se descarta el hecho que las condiciones límite establecidas para estos 

parámetros en el desarrollo del modelo no fueron las más adecuadas, lo que magnifica los 

errores. Se destaca además 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 determinación 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 

matemático permitió determinar las condiciones óptimas del sistema para obtener películas 

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 ingeniería química para resolver un desafío tecnológico en particular. 

 

Tabla 3.04. Valores predichos y experimentales de respuestas 

  Predicho Experimental 

Y1 TPC (mg gallic acid/mg film) 3,90x10-2 3,7x10-2 ± 4x10-3 

Y2 DPPH (mg Trolox/mg film) 4,56x10-6 4,3x10-6 ± 8x10-7 

Y3 CUPRAC (mg Trolox/mg film) 5,13x10-3 4,3x10-3 ± 6x10-5 

Y4 TS (MPa) 3,63 7,7 ± 0,4 

Y5 EB  0,27 0,16 ± 0,1 

Y6 E (MPa) 102 107 ± 30  

Y7 O (UA/mm) 0,859 1,0 ± 0,1 

Y8 WVT (g/m2.h) 48,6 67 ± 6 

Y9 P (g.mm/mmHg.m2.h) 0,359 0,33 ± 0,02 

SB: sorbitol – GA: ácido gálico – TPC: polifenoles totales – DPPH: capacidad antioxidante DPPH 

– CUPRAC: capacidad antioxidante CUPRAC – TS: resistencia a la tracción – EB: elongación a la 

rotura – E: módulo 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 ácido gálico como 

antioxidante para la metodología 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 ecuación de polinomios cuadráticos con un coeficiente de 
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regresión obtenido en el rango de 0,80-0,99. Para obtener una película mecánica resistente 

con las mejores propiedades físicas y antioxidantes, las variables de respuesta del modelo de 

TPC, DPPH, CUPRAC, EB y TS fueron maximizados, mientras que E, opacidad, WVT y 

permeabilidad fueron minimizados. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el programa 

identificó la mezcla con un 3,62% P/P de sorbitol y un 1% P/P de ácido gálico agregado a la 

solución de quitosano al 1% P/P como la composición óptima para formar  una película con 

las características fisicoquímicas buscadas. Las variables de respuesta de la película sintetizada 

determinadas experimentalmente mostraron un acuerdo cercano con las predicciones del 

modelo, lo cual permitió validar la respuesta del modelo . 
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CAPÍTULO 4: EFECTO DEL TIEMPO Y TEMPERATURA DE REACCIÓN 

SOBRE LA FORMACIÓN DE PELICULAS A BASE DE QUITOSANO 

 

Como se observó en el capítulo anterior, el agregado de ácido gálico y sorbitol bajo 

determinadas condiciones, establecieron valores óptimos deseables de síntesis de películas a 

base de quitosano frente a diferentes respuestas. Además de la variación de la composición 

química del material constitutivo de la película, se pueden realizar tratamientos térmicos que 

mejoren su estabilidad. 

El presente capítulo aborda el estudio de la optimización de las condiciones de síntesis para la 

preparación de películas de quitosano-ácido gálico-sorbitol, con el objeto de determinar 

beneficios y desventajas sobre sus propiedades mecánicas, antioxidantes y físicas. 

 

MATERIALES Y METODOS 

 

PREPARACIÓN DE PELÍCULAS 

 

Las películas sintetizadas para completar los objetivos planteados de este estudio fueron 

obtenidas a partir de la evaporación de agua (método “casting”) a temperatura ambiente de 

mezclas de reacción que contenían 1% p/p de ácido gálico como principio bioactivo, 3,62% 

p/p de sorbitol como plastificante y solución de quitosano al 1% p/p como matriz polimérica, 

como se obtuvo de la optimización del capítulo anterior.  

En este estudio se evaluó el efecto del tiempo y la temperatura usado durante la formación 

de la mezcla de reacción. Para ello, las reacciones se llevaron a cabo en celdas encamisada 

conectadas a un baño termostático, y con agitación constante mediante la utilización de un 

agitador magnético, tal como lo ilustra la Figura 3.01. Una vez obtenidas las películas, las 

mismas fueron utilizadas sin ninguna purificación o lavado posterior. 
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Fig. 4.01. Celda encamisada conectad a baño termostático para modificación de condiciones 

de reacción. 

 

Previo a la generación de las superficies de respuestas para obtener una película con las 

condiciones óptimas, se llevó a cabo un exhaustivo trabajo preliminar en donde fueron 

analizadas 6 condiciones de reacción para la obtención de la película de quitosano al 1% P/P, 

con ácido gálico 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 reacción propuesta para el desarrollo de la película óptima. 

N° Temperatura (°C) Tiempo (min) 

REF 25 10 

1 40 30 

2 40 60 

3 50 30 

4 50 60 

5 60 30 

6 60 60 

 

ANÁLISIS EXPLORATORIO 
 

La capacidad antioxidante de las películas fue determinada a través de la reacción del radical 

DPPH. La Figura 4.02 muestra el desempeño de DPPH de las películas de ácido 

gálico/sorbitol/quitosano obtenidas bajo el tratamiento térmico de la mezcla de reacción a 

diferentes tiempos y temperaturas, en donde las barras indican los desvíos positivos de las 

determinaciones. Se puede observar que un aumento tanto en las temperaturas como en los 

tiempos de reacción, generan una disminución en el valor de la capacidad antioxidante de las 

películas, lo cual sugiere que una mayor cantidad de ácido gálico ha sido unido 

covalentemente a la cadena de quitosano. Esta pérdida de libertad traslacional de ácido gálico 

produce una disminución en su capacidad antioxidante en las condiciones de estudio 

empleadas.  
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Fig. 4.02. Análisis de la actividad antioxidante a partir de la inhibición el radical DPPH, 

expresado como μmol de Trolox por g de película a diferentes temperaturas y tiempos. 

 

Por su parte, a la hora de desarrollar un nuevo material, es pertinente evaluar su resistencia 

mecánica, teniendo en cuenta su función 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 tracción correspondientes a las películas sintetizadas en diferentes condiciones de 

síntesis. Los valores de la resistencia a la tracción de estos materiales variaron entre 2,26 y 

8,22 MPa. Se puede observar que este parámetro para temperaturas entre 50 y 60°C 

incrementa con el aumento del tiempo de reacción. Sin embargo, a 40°C el efecto del tiempo 

de reacción es opuesto, donde se genera una película con una menor resistencia a la tracción, 

lo cual puede deberse a una mayor homogenización del plastificante.  
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Fig. 4.03. Resistencia a la tracción de películas a base de quitosano, ácido gálico y sorbitol a 

diferentes temperaturas y tiempos. 

 

En lo que respecta a la evaluación de la permeabilidad de las películas 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 películas a base de quitosano, ácido gálico y sorbitol. 

 

En términos generales, se puede considerar que a mayor temperatura y tiempo de reacción 

se generan películas 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 

películas formadas muestran la mayor permeabilidad, donde no se observa de manera clara 

la influencia del tiempo de reacción. Por su parte, aquellas películas obtenidas a 50 y 60°C con 

un tiempo de tratamiento térmico mayor muestran un comportamiento similar con la más 

baja permeabilidad, lo cual sugiere que bajo estas condiciones de síntesis se alcanza el más 

alto grado de entrecruzamiento de cadenas de quitosano por parte de ácido gálico.  
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Fig. 4.05. Imágenes obtenidas por SEM (10000X) de las superficies de películas a base de 

quitosano-ácido gálico 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 morfología de las superficies de las películas fue evaluada a partir de las imágenes de SEM. 

La Figura 4.05 muestra que las películas sintetizadas con menores tiempos y temperaturas de 

reacción presentan poros con al menos dos distribuciones de tamaños, lo cual estaría 

explicando los valores superiores de permeabilidad alcanzados para estos casos. En estas 

condiciones, el entrecruzamiento covalente entre las cadenas de quitosano y ácido gálico no 

está favorecido debido a la menor energía 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 películas fueron aumentando 

su homogeneidad, sugiriendo la presencia de una matriz altamente entrecruzada. Esto puede 

deberse a una mayor capacidad de interacción entre quitosano y ácido gálico bajo esas 

condiciones.  

8µm 
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Fig. 4.06. Mecanismo de reacción de compuestos fenólicos con cadenas laterales de grupos 

amino 

 

Los parámetros de color fueron determinados sobre las mismas películas. De acuerdo con la 

Tabla 4.02, para el parámetro a* se observa que este patrón tiene valores altos para 

condiciones de reacción 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 parámetro b*, existe una variación desde valores negativos para 

temperaturas y tiempo menores, hacia valores positivos, a medida que aumentan las mismas. 

Esto indicaría diferencia de intensidad con la modificación de las condiciones, desde azul hacia 
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amarillo. Por último, la luminosidad L* disminuye con el aumento de los valores de las 

condiciones. Claramente se puede observar que existe un pardeamiento de las películas 

mientras la reacción es sometida a mayores temperaturas y tiempos. 

 

Tabla 4.02. Parámetros CIELab para diferentes condiciones de reacción de películas. 

 Tiempo Temperatura L a b E* 

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 variación de color E* es mayor para la película generada bajo las condiciones de reacción 

de 60° C y 60 minutos, mientras que es menor para 50° y 30 minutos. No existe un parámetro 

definido respecto a que valor de E* 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 ΔE. 

Grado Nivel de diferencia 

ΔE* < 1 Imperceptible 

ΔE* < 2 Mínima 

ΔE* < 3 Aceptable 

ΔE* < 5 Marcada 

ΔE* = 5 Muy marcada 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, para las muestras 1, 2 y 3 las diferencias serían aceptables, 

para la muestra 4 se presentaría una diferencia marcada de la coloración, y para el resto muy 

marcada. Se aclara que el resultado de este análisis del color no implica que debamos 

descartar dichas muestras, sino que hay una diferencia significativa en la coloración de estas.  
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DISEÑO DE EXPERIMENTO Y METODOLOGÍA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA 

 

Para este diseño también se siguió utilizando el modelo planteado por Doehlert (1970). En 

este caso, y en base a los resultados encontrados en el análisis exploratorio anterior, la 

temperatura se definió como un factor con cinco niveles (X1: 30, 40, 50, 60, 70 °C), ya que 

temperaturas menores simularían las condiciones a temperatura ambiente, y temperaturas 

mayores provocaron que la reacción no pueda llevarse a cabo correctamente en el equipo por 

problemas de sobrecalentamiento. Por otro lado, el tiempo se estableció como un factor a 

tres niveles (X2: 30, 45, y 60 min). El diseño 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 (Y4), WVT (Y5), y P (Y6). Nuevamente, las variables de respuesta se evaluaron 

después de realizar 9 ensayos, donde seis de ellas fueron las películas obtenidas de diferentes 

condiciones de reacción. Las pruebas restantes corresponden al punto central según el 

modelo de Doehlert para dos factores. Se repite el modelo polinómico de segundo grado 

explicado en el capítulo anterior para determinar los valores predichos de las respuestas. 

 

Fig. 4.07. Diseño de experimento según Doehlert aplicado a la preparación de películas de 

quitosano (1% P/P) con ácido gálico (1% P/P) y sorbitol (3.62% P/P), donde los puntos 

representan las películas preparadas. 

 

Los modelos de regresión de cada variable de respuesta estudiada y el análisis estadístico se 

realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI (v16.1, EE. UU.). La superficie de 

respuesta se estimó a partir de datos experimentales con un intervalo de confianza del 95%. 
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Se optimizó la superficie de respuesta para obtener las condiciones de reacciones óptimas. 

Después de eso, se prepararon películas basadas en quitosano utilizando las condiciones 

óptimas predichas por las superficies de respuesta, y los datos experimentales se compararon 

con los valores teóricos, lo que permitió validar el desempeño de respuesta 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 análisis se realizaron utilizando el software estadístico 

INFOSTAT (2017). 

 

SUPERFICIES DE RESPUESTA 
 

La disposición del diseño para las composiciones de las mezclas y los resultados 

experimentales de las variables dependientes en las diferentes películas se presentan en la 

Tabla 4.04.  

 

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

experimental. 

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 tracción – E: módulo de Young – WVT: tasa de transferencia al vapor de agua – P: 

permeabilidad.  

Run  

Variables Respuestas 

X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 

T t TPC DPPH TS E WVT P 

°C min 
𝑚𝑔 𝐺𝐴

𝑚𝑔 𝑓𝑖𝑙𝑚
 

µ𝑚𝑜𝑙 𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥

𝑔 𝑓𝑖𝑙𝑚
 𝑀𝑃𝑎 𝑀𝑃𝑎 

𝑔

𝑚2ℎ
 

𝑔. 𝑚𝑚

𝑚𝑚 𝐻𝑔. 𝑚2. ℎ
 

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 ± 1,01a 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 ± 0,39c 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 
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La ecuación 3.01 se utilizó para ajustar la superficie de respuesta de los datos experimentales 

para cada muestra investigada, como se muestra en la Tabla 4.05. Puede observarse, además, 

que las variables de respuesta se ajustaron correctamente para todas las respuestas ya que 

alcanzaron coeficientes de determinación (R2) superiores a 0,75. De esta manera, todas las 

variables de respuestas investigadas se incluyeron en el proceso de optimización. La 

naturaleza de la relación entre las variables independientes y las respuestas investigadas se 

representó mediante una superficie de respuesta tridimensional, que se generó a partir de la 

ecuación de regresión, como se puede ver en las Figuras 4.08 a 4.13. 

 

Tabla 4.05. Ecuaciones polinomiales y coeficiente de determinación para las respuestas de las 

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

películas. 

Ecuación polinómica de 2do grado R2 

Y1 = -0.0671 + 0.0008 X1 +0.0053 X2 - 5.3648x10-6 X1
2 - 9.6965 x10-6 X1X2 - 5.1258 x10-5 X2

2 0.76 

Y2 = 10.1744 + 0.1246 X1 - 0.4305 X2 - 0.0016 X1
2 - 0.0003 X1X2+ 0.0050 X2

2 0.83 

Y3 = 51.9611 - 0.5683 X1 - 1.6788 X2 + 0.0038 X1
2 + 0.0055 X1X2 + 0.0158 X2

2 0.85 

Y4 = 713.403 - 0.9256 X1 - 30.2538 X2 + 0.0028 X1
2 + 0.0195 X1X2 + 0.3215 X2

2 0.90 

Y5 = 261.711 + 0.7470 X1 - 10.3301 X2 - 0.0100 X1
2 - 0.0081 X1X2 + 0.1212 X2

2 0.77 

Y6 = 2.2857 - 0.0154 X1 - 0.0793 X2 + 7.6249x10-5 X1
2 + 8.7864 x10-5 X1X2 + 8.7805 x10-4 X2

2 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 cuadrático del tiempo (X2
2), mientras que para 

DPPH lo fue en el efecto lineal de la temperatura (X1), y en ambos términos cuadráticos (X1
2 y 

X2
2). Se encontró que el valor experimental de TPC oscila entre 0,057 y 0,076 mg de ácido 

gálico / mg de película, mientras que DPPH cambia de 1,81 a 3,60 µmol de Trolox / g de película 

(Tabla 3.04). 

Las Figuras 4.08 y 4.09 muestran que las superficies de respuesta de TPC y DPPH presentan un 

comportamiento opuesto. En el caso del TPC, no presenta variación el modelo con respecto a 

la temperatura, pero sí 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 está en que en este caso 

sí influye la variable temperatura, puesto que a medida que la temperatura aumenta, la 

capacidad antioxidante disminuye.  

 

 

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

 

En lo que respecta a las propiedades mecánicas en el caso de la resistencia a la tracción, todas 

las interacciones fueron significativas (p<0,05) excepto la correspondiente al efecto lineal del 

tiempo (X2); en cambio, para el módulo de Young solamente lo fue el efecto cuadrático del 

tiempo (X2
2). 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 variación 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 tracción presenta 

una superficie del tipo paracaídas invertido, en donde los máximos se pueden observar en los 

extremos del gráfico. 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 disminución en el 

valor de la resistencia, y que al llegar a los valores mínimos nuevamente aumenta. Para el 

módulo 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. Gráfico de superficie de respuesta de la resistencia a la tracción. 

 

 

Fig. 4.11. Gráfico de superficie de respuesta del  módulo de Young. 
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Por último, 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 cuadrático del tiempo (X2) fueron 

significativos (p<0,05). Además, para P también lo fue el efecto lineal de la temperatura (X2). 

Para WVT los valores experimentales oscilaron entre 32,31 y 74,03 g/m2h, y para P entre 0,11 

y 0,41 g.mm/mmHg.m2h (Tabla 4.04). 

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

sección con respecto a la forma de las superficies (Figuras 4.12 y 4.13). 

 

 

Fig. 4.12. Gráfico de superficie de respuesta de la tasa de trasferencia al vapor de agua. 
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Fig. 4.13. Gráfico de superficie de respuesta de la permeabilidad. 

 

Las conclusiones obtenidas de las diferentes superficies de respuesta presentadas en este 

capítulo van en consonancia con lo establecido en el análisis exploratorio previo y puede ser 

explicado a partir de que, a bajas temperaturas y tiempos más cortos, existe un predominio 

de ácido gálico 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 hidrógeno entre las cadenas de quitosano y ácido gálico. El entrecruzamiento 

de cadenas de quitosano mediante formación de puente hidrógeno con ácido gálico comienza 

a tener relevancia a partir de los 45 minutos de reacción, 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 ácido gálico según condiciones de reacción. 

 

 

OPTIMIZACIÓN 

 

En un estudio similar al desarrollado en el capítulo anterior, se optimizaron las respuestas para 

encontrar una película en donde las condiciones de reacción sean óptimas según lo deseado: 

TPC, DPPH y TS fueron maximizados y E, WVT y P minimizados. A partir de este análisis, el 

software determinó que las condiciones óptimas de procesado de la mezcla de reacción se 

encuentran en torno a los 50 minutos de reacción y 60,7 °C de temperatura, las cuales dieron 

origen a una película de quitosano cuya composición consta de 3.62% P/P de sorbitol, 1% P/P 

de ácido gálico y un 1% P/P de quitosano. La Tabla 4.06 detalla de manera comparativa los 

valores predichos y experimentales con su desviación estándar determinados 

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

50 minutos y 60.7 °C. 

  Predicho Experimental 

Y1 TPC (mg gallic acid/mg film) 0.0689 0.0633 ± 0.0050 

Y2 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  

Y5 WVT (g/m2.h) 31.8679 55.14 ± 3.58 

Y6 P (g.mm/mmHg.m2.h) 0.1308 0.14 ± 0.02 

 

Se encontró una buena concordancia entre los valores experimentales y predichos para TPC, 

TS y P. Las mayores diferencias entre el valor predicho y el valor experimental se encontraron 

para los parámetros E y WVT, mientras que una diferencia intermedia se encontró para DPPH. 

La variación de E y WVT quizás 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 

número de ensayos para estos parámetros. El coeficiente de determinación del modelo 

completo (R2) 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 MODIFICACIÓN DE CONDICIONES DE REACCIÓN 
 

Por último, se evaluó de manera comparativa los datos correspondientes a los parámetros 

fisicoquímicos analizados para las películas con igual composición química obtenidas en 

condiciones normales de reacción (10 minutos y 25 °C) versus las condiciones óptimas (50 

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

Respuestas 
Condiciones 

Normales Óptimas 

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  

WVT (g/m2.h) 67 ± 6 55 ± 3.6 

P (g.mm/mmHg.m2.h) 0.33 ± 0.02 0.14 ± 0.02 

 

Se puede observar que, en el caso de los ensayos antioxidantes, la modificación de las 

condiciones implica aumento de la cantidad de polifenoles TPC y disminución de la capacidad 

antioxidante. Esto se debe a lo explicado anteriormente en este capítulo respecto a la cantidad 

ácido gálico libre y aquel involucrado en el entrecruzamiento con las cadenas de quitosano, y 

concuerda claramente con las superficies de respuesta obtenidas. Por otro lado, 

mecánicamente vemos una disminución en los valores de dichas propiedades, lo cual se 

observa a partir a la formación de una matriz tridimensional con alto grado de 

entrecruzamiento y a la reducción de las regiones cristalinas generadas por las cadenas de 

quitosano. Por último, WVT y P se ven claramente disminuidos, lo cual se pudo observar en 

las imágenes obtenidas mediante SEM: el tamaño de los poros de las películas va en 

disminución a medida que se aumentan los tiempos y las temperaturas de reacción. 

 

BIODEGRADABILIDAD DE PELÍCULAS DE QUITOSANO 
 

Existe un consenso mundial acerca de la disminución de la generación de residuos plásticos, y 

ante esto, los polímeros biodegradables como el de quitosano, le están ganando la batalla a 

los polímeros convencionales tales como tereftalato de polietileno (PET). La descomposición 

química por acción de microorganismos en corto tiempo se presenta entonces como una 

solución frente al problema planteado. 

El compostaje consiste en un proceso biológico que transforma la materia orgánica doméstica 

o del jardín en humus, mediante la interacción de oxígeno, bacterias y microrganismos. El 

compost sirve para mejorar las propiedades del suelo. 
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El proceso de biodegradación de un polímero se puede llevar a cabo en diversos ambientes, 

en función de dónde finalice la vida útil del producto. Se considera que el compostaje podría 

ser el medio más 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 según lo descrito en el capítulo de 

metodologías. En este caso se analizó la biodegradabilidad de las películas obtenidas en los 

capítulos 3 y 4, las cuales denominaremos Ambiente (AM) y Óptima (OP) respectivamente. 

Estas películas fueron preparadas por triplicado y fueron dispuestas sobre 2 mallas de acero 

inoxidable, colocando en cada una de ellas 3 películas realizadas a temperatura óptima y 3 

películas realizadas a temperatura ambiente y cubriéndolas con otra malla para evitar roturas 

durante el período de  entierro (Figura 4.15). 

 

 

Fig. 4.15. Disposición de películas sobre malla de acero previo enterramiento 

 

Las mallas fueron enterradas en dos lugares con diferentes características: el primero, un lugar 

en donde el sol no incidía de manera directa en ningún momento del día (Lugar H), y otro en 

donde sí lo hacía (Lugar S).  

Las películas 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 

determinación del % de humedad de esta, mediante la técnica de secado hasta peso 

constante. El lugar H presentó un % de humedad que varió entre el 55 y el 65% durante la 

duración del ensayo, mientras que el lugar S presentó un % que varió entre el 35 y el 45%. 
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El % de pérdida de peso de las películas se pueden observar en la Figura 4.16. Para los dos 

tipos de películas ensayadas y en los dos lugares donde se llevaron a cabo los ensayos, el 

comportamiento fue similar. En los primeros 7 días el % de pérdida de peso es de entre el 40 

y 60%, y a partir de allí, disminuye la pendiente hasta alcanzar porcentajes que varían entre 

un 50 y 65%. Las películas enterradas en el lugar H presentaron un % de biodegradabilidad 

mayor, lo cual se entiende por ser un lugar más favorecido para el desarrollo de 

microorganismos. Se destaca también que las películas sin tratamiento térmico durante la 

reacción presentan un % de degradación mayor respecto a las que no lo tienen y lo cual 

seguramente tiene que ver con una matriz polimérica entrecruzada covalentemente más 

estable, como se analizó en los capítulos 3 y 4. 

 

Fig. 4.16. Pérdida de peso de películas a base de quitosano 1% p/p, ácido gálico 1% p/p y 

sorbitol 3,62% p/p. AS: película ambiente, lugar seco – OS: película óptima, lugar seco – AH: 

película ambiente, lugar húmedo – OH: película óptima, lugar húmedo. 
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CONCLUSIONES 

 

Este estudio demuestra cómo las condiciones de síntesis modifican las propiedades 

antioxidantes y físicas de películas a base de quitosano. Se puede concluir que tiempos y 

temperaturas de reacción mayores contribuyen positivamente las propiedades físicas y 

mecánicas de las películas, al volverlas más 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 ácido gálico y quitosano. 

Claramente existe una relación de compromiso entre la condición de síntesis utilizada y las 

propiedades finales del material sintetizado. Se halló que las condiciones óptimas de reacción 

estarían en 50 minutos y 60.7 °C. La evidencia obtenida a partir de los resultados alcanzados 

resulta ser prometedora para la aplicación de este tipo de películas como material de envase 

o cobertura para alimentos. 
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CAPÍTULO 5. EXTRACCIÓN DE ACEITES ESENCIALES DE CÍTRICOS Y SU 

USO EN LA FORMACIÓN DE PELÍCULAS DE QUITOSANO ACTIVAS 

 

 

Los aceites esenciales de cítricos (CEO) muestran diferentes bioactividades dependiendo de 

su composición, especie y origen. El presente capítulo tiene como objetivo encontrar 

diferencias y similitudes entre diferentes especies de aceites esenciales de cítricos (pomelo, 

limón, mandarina y naranja) de diferentes orígenes (Argentina, Estados Unidos), en términos 

de su composición química, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana para encontrar 

nuevos usos y aplicaciones y, por lo tanto, contribuir a la reutilización de los residuos 

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

 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 

PERFIL QUÍMICO Y SENSORIAL 

 

Se detectaron a partir de CG-MS un total de 31 compuestos para los 4 aceites esenciales 

cítricos (pomelo, limón, mandarina y naranja) de Argentina, Estados Unidos y Comercial (Tabla 

5.01). El número de compuestos detectados para cada aceite esencial de planta varió entre 

cinco para pomelo y veinticinco para limón. Limoneno y mirceno fueron los únicos 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 limón (Tabla 5.01). 

Los aceites esenciales cítricos extraídos en el presente trabajo no presentan diferencias 

significativas entre ellos con respecto al color, mostrando una tonalidad de transparente a 

ámbar claro. Estos aceites esenciales cítricos 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 químico similar entre los diferentes 

orígenes, siendo mirceno (0,7-1,1% P/P) el segundo compuesto principal detrás de limoneno 

(95,3-98,2% P/P). 

El contenido de limoneno en limón es generalmente más bajo que en los otros cítricos (60,0-

72,1% P/P), mientras que los monoterpenos γ-terpineno (8,8-10,5% P/P) y β-pineno (5,3-
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11,4% P/P) se encuentran en mayores cantidades. El aceite esencial de limón es rico en otros 

tipos de compuestos tales como alcoholes, aldehídos, ésteres monoterpenos y 

sesquiterpenos. En el caso de los aceites comerciales, todos estos compuestos se encontraron 

en cantidades más bajas o nulas. 

El perfil de la curva de GC-MS de los aceites de mandarina mostró que el contenido de 

limoneno es menor (72,3% P/P) en el origen argentino, mientras que el contenido de γ-

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 análisis de clúster (Figura 5.01) demostró que existen dos grupos bien definidos que 

separan los tres tipos de limón y aceite esencial de mandarina de origen argentino del resto 

de los aceites esenciales cítricos. Esto se debe a que el contenido de limoneno en ese grupo 

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

 



 

 

Tabla 5.01. Composición química de los aceites esenciales de pomelo, limón, mandarina y naranja de tres orígenes diferentes: Argentina (AR), 
Estados Unidos (US) y comercial (CM)a 

 

RI Compuestos  
Pomelo     Limón       Mandarina      Naranja   

AR     US     CM     AR     US     CM      AR     US    CM      AR     US     CM     

924 α-thujene       0,4  0,6 ± 0,1 0,1 ± 0,1      

939 α-pinene     0,9 ± 0,6 1,5 ± 0,0 2,1  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 β-pinene      5,3 ± 1,1 11,4 ± 1,5 11,0  1,3 ± 0,0 0,3 ± 0     1,3 
994 myrcene 0,7 ± 1,0 1,1 ± 0,2 0,9  1,0 ± 0,2 0,7 ± 0,2 0,9  1,2 ± 0,0 1,4 ± 0,0   1,3 ± 0,1 1,3 ± 0 1,1 
1001 δ-carene 0,3 ± 0,2           1,1     

1015 α-terpinene     0,3 ± 0,5 0,3 ± 0,1   0,3 ± 0,0 0,1 ± 0      

1024 p-cymene     1,6 ± 1,4 0,4 ± 0,1 0,9  1,8 ± 0,3 0,2 ± 0,3 2,4     

1025 β-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 95,3 ± 1,1 98,2  72,1 ± 4,5 60,0 ± 9,1 69,7  72,3 ± 1,8 93,6 ± 4,5 90,3  96,1 ± 0,4 91,5 ± 0 97,3 
1044 β-ocimene  0,2 ± 0,2 0,4   0,1 ± 0         0,3 ± 0  

1068 γ-terpinene     8,8 ± 0,4 10,5 ± 0,5 10,1  18,6 ± 1,5 1,9 ± 2,4 3,9  0,2 ± 0   

1088 isoterpinolene     0,3 ± 0,2           

1086 α-terpinolene     0,2 ± 0,2 0,4 ± 0,1   0,8 ± 0,0 0,2 ± 0 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 α-terpineol     0,4 ± 0,3           

1227 nerol     0,1 ± 0 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    0,7 ± 0                 
1503 α-farnesene     0,7 ± 0,6 0,5 ± 0    0,1 ± 0      

1505 β-bisabolene     1,1 ± 1,0 0,9 ± 0          

 

a Expresado como el promedio de dos muestras ± SD, excepto para origen CM el cual corresponde a una muestra.
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Fig. 5.01. Clúster de aceites esenciales de cítricos de diferentes especies y orígenes (AR: 

Argentina, US: Estados Unidos, CM: Comercial) obtenidos por distancia euclidiana y método 

de vinculación 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 cítricos (pomelo, limón, 

mandarina y naranja) de los diferentes orígenes (Argentina, Estados Unidos y comercial). En 

todas las figuras, las barras indican la desviación estándar positiva (SD) obtenida de dos 

muestras diferentes en cada aceite esencial cítrico y origen. Para un aceite esencial cítrico 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, más 

específicamente el tipo CM (25,84 mg TR/mL CEO), mientras que la muestra de pomelo AR 

mostró la actividad antioxidante más baja (4,64 mg TR/mL CEO). Solo la naranja mostró un 

perfil similar entre los tres orígenes, mientras que el limón presentó un comportamiento 

diferente (Figura 5.02). 

 

 

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

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

 

Ensayo FRAP. Las muestras de pomelo y limón mostraron una actividad antioxidante similar, 

con valores de FRAP de alrededor de 0,20 mmol AA/mL CEO (Figura 5.03). El valor más 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 podría atribuirse al hecho de que sus perfiles químicos de esas 

muestras mostraron valores más 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). 

 

 

Fig. 5.03. Actividad antioxidante de aceites esenciales de cítricos 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 

comparación con ABTS, lo cual sugiere que estos ensayos tienen un mecanismo de acción 

diferente. Los aceites esenciales de limón mostraron los tres valores más 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 más bajos correspondieron a pomelo y a naranja (Figura 5.04). 
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Fig. 5.04. Actividad antioxidante de aceites esenciales de cítricos 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 más bajos 

en el ensayo DPPH, nuevamente los aceites esenciales de limón 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 más 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 cítricos de Argentina (blanco), 

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

 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

 

La actividad antimicrobiana se evaluó midiendo la zona de inhibición (IZ) y determinando los 

valores de CIM y CBM. La Tabla 5.02 presenta los resultados de los diámetros de la IZ de todas 

las cepas de bacterias en estudio a partir de la aplicación de todos los aceites esenciales 

cítricos, incluido el diámetro del disco de papel (5 mm). En el estudio se observó una amplia 

variación en las propiedades antimicrobianas de los aceites, con un diámetro de la zona de 

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

bacterias estudiadas. (a) Aceite esencial de pomelo, origen estadounidense, contra E. coli. (b) 

Aceite esencial de limón, origen estadounidense, contra L. mesenteroides MS1. (c) Aceite 

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

 

Los aceites esenciales de pomelo y limón, de origen argentino y estadounidense, mostraron 

una actividad antimicrobiana consistentemente fuerte contra todas las bacterias analizadas 

evidenciando un diámetro medio de zona de inhibición de 7,5 mm y 8,9 mm, respectivamente. 

Tanto el aceite esencial de pomelo como el de limón fueron más efectivos para inhibir la 

bacteria E. coli que el resto de las cepas de bacterias, con diámetros de inhibición que varían 

entre 5,83 y 21,27 mm. El aceite esencial de mandarina mostró una actividad moderada contra 

la mayoría de las bacterias analizadas, y siendo la de mayor actividad antimicrobiana sobre E. 

coli con un diámetro promedio de IZ de 6,72 mm. Resultados similares fueron encontrados 

por Guo et al. (2018) quienes estudiaron diferentes aceites esenciales cítricos originados en 

China y encontraron actividad antimicrobiana de aceite esencial de limón (11.1 mm) y aceite 

esencial de mandarina (7.01 mm) frente a E. coli lo cual concuerda con nuestros resultados. 

La acción de los aceites esenciales cítricos contra las bacterias patógenas ya fue informada por 

Tao et al. (2009), cuando el aceite esencial obtenido de la cáscara de naranja dulce de Bingtang 

(Citrus sinensis Osbeck), rico en limoneno (77.5%) fue efectivo en la inhibición 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 cítricos de naranja dulce (Citrus sinensis), 

bergamota (Citrus bergamia) y limón (Citrus limon), que están constituidos principalmente por 

limoneno (45–95%) contra E. coli O157, S. aureus y B. cereus. El aceite esencial de naranja 

presentó una débil zona de inhibición (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 Fernández-López et al. (2005), quienes 

determinaron que el aceite esencial de naranja no es efectivo contra L. mesenteroides. 

Además, Ambrosio et al. (2017) encontraron resultados similares a los hallados en este 

trabajo, respecto del diámetro 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 químicos de estos de la Tabla 4.01. 

Claramente se observa que los aceites comerciales presentan una menor cantidad de 

compuestos respecto de los extraídos, lo cual quizás 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 patógenas (E. coli) a, b 

Aceite Esencial Origen 
Zona de inhibición (mm)* 

L. plantarum  
ES 147 

L. plantarum 
ATCC 8014 

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 

Limón US 8,00 ± 0,63 B  8,83 ± 1,94 A  10,5 ± 1,76 B 16,50 ± 1,05 B 
 Comercial n.i. 6,00 ± 0,00 A n.i. 8,00 ± 0,0 A  
 Argentina 7,67 ± 0,52 C 6,67 ± 0,82 B n.i. 6,50 ± 0,55 A 

Mandarina US 6,33 ± 0,52 B 6,33 ± 1,21 B 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. 5,50 ± 0,63 A 

Naranja US 7,00 ± 0,89 B n.i. n.i. 6,00 ± 0,50 A 
 Comercial n.i. n.i. n.i. 6,00 ± 0,0 A 

Pomelo 

Argentina 5,00 ± 0,10 A 7,67 ± 0,52 B n.i. 5,83 ± 0,98 A 

US 8,33 ± 1,37B 10,00 ± 0,89 C 7,00 ± 0,89 B 21,27 ± 1,60 B 

Comercial n.i. n.i. n.i. n.i. 

* Área de inhibición que incluye un diámetro de disco de 5 mm, expresada como la media de tres 
réplicas ± SD.  
n.i. sin inhibición 
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 detectó como compuesto principal en todos 

los extractos de aceites esenciales cítricos (Tabla 5.01), pero se observó una gran variación 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 

limón). Debido a las relaciones entre la actividad antibacteriana de estos aceites esenciales 

cítricos y la composición química de los mismos, es posible sugerir que la actividad 

antibacteriana de ambos aceites se debió a la presencia de compuestos menores y no 

limoneno. Resultados similares fueron encontrados por varios autores: Serra et al. (2018) 

estudiaron la inhibición de Leuconostoc mesenteroides MS1 contra los aceites esenciales 

cítricos 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 cítricos, no presenta actividad antibacteriana alguna, mientras que linalool 

presenta una actividad antibacteriana elevada contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Escherichia coli O157 y Campylobacter jejuni. 

En general, se cree que los aceites esenciales deberían ser más efectivos contra las bacterias 

Gram-positivas debido a la interacción directa de la membrana celular con los componentes 

hidrófobos de los aceites esenciales y la presencia de lipoproteínas y lipopolisacáridos que 

forman una barrera para restringir la entrada de compuestos hidrófobos (Shelef, 1983; 

Sokovicx,́ Glamočlija, Marin, Brkić, & Van Griensven, 2010). Por el contrario, según esta 

premisa, las bacterias Gram-negativas deberían ser más resistentes a los aceites esenciales de 

las plantas porque poseen una pared celular hidrófila (Kim et al., 2011). Sin embargo, nuestros 

resultados mostraron un mayor diámetro de inhibición 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 limón, mientras que el aceite 

esencial de naranja no logró inhibir a ningún tipo de bacterias (Gram-positivas y Gran-

negativas), y el aceite esencial de mandarina inhibió actividad de manera moderada sobre 

ambos tipos de bacterias. Este fenómeno puede explicarse por la existencia de diferentes 

sitios celulares en bacterias que se unen específicamente con los diferentes compuestos de 

los aceites esenciales, lo cual provoca que las bacterias Gram-negativas sean más sensibles 

que las bacterias Gram-positivas (Klein, Rüben, & 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 cítricos, tanto para limón, 

mandarina y naranja. 

Los aceites esenciales cítricos de diferentes orígenes 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 presentó una actividad estadísticamente mayor en todas las bacterias 

analizadas con respecto a los aceites provenientes del mismo cítrico, pero de otros orígenes. 

No se encontró inhibición contra ninguna de las bacterias analizadas para el aceite esencial de 

pomelo de origen comercial. El aceite esencial de limón de origen estadounidense presentó 

una actividad significativamente mayor que el de origen argentino o comercial frente a L. 

mesenteroides MS1. Además, no se encontró inhibición contra L. plantarum AATC 8014 y E. 

coli para el aceite esencial de limón de origen comercial. En el caso del aceite esencial de 

mandarina, los diferentes orígenes actuaron de manera distinta en cada bacteria probada; el 

aceite esencial de mandarina argentino presentó una zona de inhibición mayor en L. 

plantarum ES147 que la evidenciada por mandarina estadounidense. Sin embargo, esta última 

presentó estadísticamente la mayor zona de inhibición para E. coli, mientras que no se 

observaron diferencias entre los diferentes orígenes en L. plantarum ATCC 8014. La ubicación 

geográfica de cultivo, el tiempo de cosecha, el genotipo y las condiciones climáticas 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 composición y la 

actividad de los aceites esenciales obtenidos de plantas que crecen en diferentes lugares. 

Los aceites esenciales cítricos que mostraron la mejor actividad antimicrobiana en el ensayo 

de difusión en disco de papel fueron seleccionados para determinar la CIM y CBM utilizando 

el método de dilución en caldo frente a la bacteria patógena E. coli. El aceite esencial de 

pomelo de origen estadounidense y el aceite esencial de limón de orígenes 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 presentó un CIM y un CBM más bajo que el de origen 

argentino. Los resultados de CIM y CBM para el aceite esencial de limón fueron de 0,55 mg/mL 

y 0,95 mg/mL para el tipo argentino y 0,33 mg/mL y 0,42 mg/mL para el tipo estadounidense, 

respectivamente. Por otro lado, el aceite esencial de pomelo de origen estadounidense 

presentó 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 diámetros de inhibición más altos (20 a 

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

 

La Figura 5.07 representa los resultados obtenidos a partir de un gráfico biplot de los 

diferentes aceites esenciales cítricos 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 

análisis. 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 cítricos (PC1) se definió para el análisis 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 proyección en el semieje positivo y 

negativo de PC1, respectivamente. Los pesos del análisis antimicrobiano fueron similares con 

una fuerte relación positiva entre ellos, lo que sugiere una contribución similar para cada 

aceite esencial cítrico. Los ensayos FRAP y ABTS se ubicaron en el semieje negativo de PC1, lo 

cual indica una correlación opuesta con las variables antimicrobianas. Esto ha sido asociado al 

hecho de que un valor positivo de PC1 indica un valor más bajo de limoneno, lo cual sugiere 

que limoneno es el responsable de la actividad antioxidante de los aceites esenciales cítricos. 

Desde la dispersión de datos, el aceite esencial de pomelo de origen estadounidense y el de 

limón de origen argentino y estadounidense están ubicados en el semieje positivo de PC1, 

indicando que son similares entre sí, pero son diferentes de los aceites esenciales cítricos 

ubicados en el semieje negativo de PC1. Se encuentra una fuerte asociación entre la actividad 

antimicrobiana y estos aceites esenciales cítricos, en concordancia con un valor de diámetro 

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 correlación muy débil con el resto de 

los ensayos de antioxidantes y no mostraron asociación con ninguna otra variable. 
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Fig. 5.07. Biplot del Análisis 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, limón, mandarina, 

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

 

INHIBICIÓN DE ESCHERICHIA COLI 
 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este capítulo, donde el aceite esencial 

extraído de la cáscara de limón presentó poder inhibitorio y bactericida frente a E. coli, se 

propuso llevar a cabo la incorporación de este aceite esencial en películas a base de quitosano 

y evaluar su actividad antimicrobiana. Para ello, se desarrollaron diferentes formulaciones en 

donde se usó aceite esencial de limón como compuesto bioactivo y diferentes agentes 

plastificantes (sorbitol, glicerol y Tween 80) para la generación de la película 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. 

Formulación 
Aceite Esencial 

de Limón 
Plastificante APARIENCIA 

Actividad 
contra E. 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 película, la misma se logró a partir de formulaciones 

que contienen quitosano/aceite esencial de limón/sorbitol. Este tipo de película resultó ser 

estable en el tiempo, de buena apariencia y textura, y mantiene el aroma propio de la esencia 

de limón. En cuanto a actividad antimicrobiana, las formulaciones que contenían quitosano al 

1% P/P, Tween 80 al 2% P/P y concentraciones de aceite esencial de limón al 5 y al 7% P/P, 

fueron las únicas 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 actúa como detergente no iónico con capacidad de 

penetrar la membrana de las bacterias o como agente de compatibilización de los 

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

 

 

Fig. 5.08. Imagen representativa de zona de inhibición de película a base de quitosano/aceite 

esencial de limón/Tween 80 contra E. coli. 

 

CONCLUSIONES 
 

El presente estudio permitió evidenciar, mediante una selección de 4 aceites esenciales 

cítricos  de 3 orígenes diferentes, que no se encontraron marcadas diferencias en el perfil 

químico de los aceites esenciales cítricos 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 limón mostraron una fuerte actividad antioxidante en términos de los 

ensayos DPPH y CUPRAC, que podrían usarse como un potencial conservante natural para 
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prevenir la oxidación de un alimento. Además, se determinó una actividad antibacteriana 

selectiva potencial de los aceites esenciales de pomelo y limón contra bacterias patógenas (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 observó un 

comportamiento diversificado entre los 4 aceites esenciales cítricos de los 3 orígenes. En 

general, los aceites comerciales no pudieron inhibir ninguna cepa de bacterias. Los aceites 

esenciales de especies de cítricos de Argentina pueden proporcionar bioactividades 

adicionales que pueden ser utilizadas por las industrias de fragancias cosméticas, 

nutracéuticas y farmacéuticas. 
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CAPÍTULO 6: OTRAS PELÍCULAS A BASE DE QUITOSANO 

 
 

En los capítulos 2 y 3 se elaboraron películas a base de quitosano, con el agregado de ácido 

gálico y sorbitol. En este capítulo se modifica ese sistema, en un primer caso, manteniendo 

ácido gálico, pero cambiando el agente plastificante (Tween 80), y por el otro, manteniendo 

sorbitol, pero cambiando el compuesto bioactivo (ácido salicílico).  

 

ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE MSR 
 

El diseño experimental para el desarrollo de este trabajo se llevó a cabo utilizando la 

metodología de superficie de respuesta de un modelo de dos factores. Este modelo 

matemático fue seleccionado para identificar la interacción entre las variables de respuesta 

estudiadas (TPC y DPPH) y las variables independientes. Los dos factores, es decir, las variables 

independientes utilizadas en la formulación de películas fueron la concentración de sorbitol y 

ácido gálico o Tween 80 y ácido gálico. El rango de estas variables se detalla en la Sección de 

Materiales y Métodos, que se basó en estudios previos de propiedades antioxidantes y 

solubilidades. El cálculo de las superficies de respuesta se realizó utilizando el software 

Statgraphics Centurion XVI (v16.1, EE. UU.) y se estimó a partir de los datos experimentales 

con un intervalo de confianza del 95%. 

Se analizó el ensayo de actividad antioxidante de películas de valores de TPC y DPPH. Las 

Tablas 6.01 y 6.02 muestran los datos de la capacidad antioxidante cuantificada para la 

película de quitosano/ácido salicílico/sorbitol y quitosano/ácido gálico/Tween 80. Las 

composiciones de las dos primeras columnas de las Tablas 1 y 2 representan el % P/P de los 

compuestos empleados en la mezcla de reacción. Las siguientes dos tablas son la 

concentración final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se alcanza la película. 
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Tabla 6.01. Valores experimentales de capacidad antioxidante de diferentes composiciones de 

películas a base de quitosano/ácido salicílico/sorbitol. 

 

Mezcla Película TPC 
𝒎𝒈 𝑮𝑨

𝒈 𝒇𝒊𝒍𝒎
  

DPPH 
𝝁𝒎𝒐𝒍 𝑻𝒓

𝒈 𝒇𝒊𝒍𝒎
  

  

AS 

𝒘𝒕% 

SB 

𝒘𝒕% 

AS 

𝒘𝒕% 

SB 

𝒘𝒕% 

 

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 1,5518 a 57,64 b 

0,25 1,00 12,88 36,07 1,1092 b 215,68 c 

0,25 2,50 8,39 58,72 0,6217 b 80,9 c 

0,25 5,00 5,31 74,27 0,8716 b 13,75 c 

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 c 

0,50 1,00 22,85 31,99 3,1693 b 165,97 c 

0,50 2,50 15,49 54,22 2,1527 b 144,34 c 

0,50 5,00 10,08 70,56 1,007 c 37,64 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 8,3597 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 55,41 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 c 

1,00 0,00 50,25 0,00 7,1709 d 364,6 c 

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: µ(AS or SB)=0,01 wt%, µ(TPC)=0,44 mg GA/g film, µ(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) 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

127 

Tabla 6.02. Valores experimentales de capacidad antioxidante de diferentes composiciones de 

películas a base de quitosano/ácido gálico/Tween 80. 

Mezcla Película TPC 

 
𝒎𝒈 𝑮𝑨

𝒈 𝒇𝒊𝒍𝒎
  

DPPH   

GA 

𝒘𝒕% 

TW 

𝒘𝒕% 

GA 

𝒘𝒕% 

TW 

𝒘𝒕% 

𝝁𝒎𝒐𝒍 𝑻𝒓

𝒈 𝒇𝒊𝒍𝒎
   

0,00 0,50 0,00 33,44 5,49 a n.d.  

0,00 1,00 0,00 50,25 1,00 b 25,04 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 229,37 b 

0,50 3,00 11,20 67,19 11,99 e 445,35 c 

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 c 

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 c 

Incertidumbres estandar: µ(AS or SB)=0.01 wt%, µ(TPC)=1.21 mg GA/g film, µ(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 concentración final de compuestos una vez que se evapora 

el solvente y se obtiene la película. Se encontraron resultados similares para los dos tipos de 

películas, 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 película se construye en base a las interacciones puente hidrógeno entre pequeñas 

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 pequeñas 

(sorbitol o Tween 80) que contienen grupos hidroxilos en la formación de la película, una 

fracción dada de ellas participa de la reticulación 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 películas de quitosano/ácido salicílico/sorbitol 

(A) y quitosano/ácido gálico/Tween 80 (B). Los valores (% en peso) corresponden a la 

concentración final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se obtiene la película. 

 

Por otro lado, la Figura 6.02 muestra la superficie de respuesta de DPPH expresada en TEAC 

en cada tipo de película. Para la película de quitosano/ácido salicílico/sorbitol, este parámetro 

tiene diferentes tendencias dependiendo del contenido de sorbitol evaluado. Cuando la 

concentración de sorbitol es nula, el valor TEAC aumenta con el aumento de la cantidad de 

compuesto bioactivo, mientras que el parámetro TEAC alcanza un valor máximo 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 ácido salicílico más alto en la 

formulación; este comportamiento se asocia a la interacción entre el agente plastificante y la 

molécula bioactiva a partir de la formación de enlaces de tipo puente hidrógeno. Estas 

estructuras complejas parecen disminuir la reactividad del agente reductor debido a su menor 

difusión, movilidad por el mayor tamaño obtenido, y también la disposición espacial hace que 

los grupos funcionales involucrados en la reacción redox no estén fácilmente disponibles. Se 

observa un fenómeno similar para las películas de quitosano/ácido gálico/Tween 80 donde 

para un 25% P/P de contenido de Tween 80 el parámetro TEAC aumenta con el aumento de 

la concentración de ácido gálico. Sin embargo, dentro del rango de Tween 80 entre 25 y cerca 

del 75% P/P, el parámetro TEAC alcanza un valor máximo centrado en una concentración de 

ácido gálico 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 concentración de ácido gálico comportamiento que ha sido 

atribuido a la formación de estructura compleja entrecruzada mediante interacciones de 

puente hidrógeno entre ácido gálico y Tween 80, lo cual quita movilidad a la molécula activa. 

 

 

Fig. 6.02. Superficies de respuesta de DPPH expresada por TEAC para películas de quitosano / 

ácido salicílico / sorbitol (A) y quitosano / ácido gálico / Tween 80 (B). Los valores (% en peso) 

corresponden a la concentración final de compuestos una vez que se evapora el solvente y se 

obtiene la película. 

 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 
 

La actividad antimicrobiana de las películas obtenidas de ambas formulaciones se evaluó 

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 ácido gálico ya habían demostrado actividad inhibidora 

frente a Leuconostoc mesenteroides MS1 (Serra et al., 2018), se realizó la prueba con 

soluciones de ácido salicílico en condiciones similares, arrojando resultados negativos. Por 

otro lado, las soluciones de ácido gálico y las de ácido salicílico 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 película 

incrustadas sobre un soporte circular, los resultados muestran que no hay una zona de 
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inhibición definida en el medio sólido de agar para ninguna cepa de bacterias, 

independientemente del compuesto bioactivo y plastificantes utilizados, y tampoco para los 

controles de solución de quitosano, o de solución de quitosano más agente plastificante. 

Por otro lado, las películas de quitosano puro, quitosano/sorbitol y quitosano/Tween 80 se 

evaluaron como control y no se encontró zona de inhibición en todas las cepas analizadas. 

Tampoco se registró inhibición frente a cualquier cepa analizada en la Formulación A. Sin 

embargo, no hubo crecimiento bacteriano debajo de la película, lo que indica que las películas 

en base a esta formulación pueden exhibir un efecto bacteriostático contra las cepas 

estudiadas, y que la difusión del agente activo se encuentra limitada por su estructuración en 

la malla de la película. 

Para la Formulación B, se observaron los mismos resultados, excepto para Escherichia coli, ya 

que pudo observarse una notable disminución del número de bacterias, aunque sin lograr 

registrarse un halo de inhibición externo al disco claramente definido (Figura 6.03). Al parecer 

el mayor contenido de agente antibacteriano se encuentra contenido en el disco de la película, 

mientras que se observa un gradiente de concentración decreciente de este agente (libre) a 

medida que se aleja del disco. 

 

 

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

película de quitosano, ácido gálico al 1% P/P y Tween 80 al 1% P/P. 

 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

131 

INTERACCIÓN QUITOSANO-COMPUESTOS BIOACTIVOS 

 

La espectrometría FTIR se utilizó para evaluar la modificación de la interacción de los 

esqueletos de quitosano después de la incorporación de ácido salicílico, ácido gálico, Tween 

80 o sorbitol. La Figura 6.04 muestra los espectros FTIR de cuatro películas 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 ácido salicílico (B), y la mezcla quitosano y 1% P/P de Tween 80 (C) o 

quitosano, 1% P/P de Tween 80 y 1% P/P de ácido gálico (D). El perfil de las curvas espectrales 

muestra señales características de grupos funcionales que pertenecen a los componentes de 

cada película. 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 características 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-1, la tensión 

Csp3-H a 2940 cm-1 y la vibración asociada C-OH (1100 cm-1) se muestran en la Figura 6.04. 

Además, se observó para el estiramiento C=O las señales a 1640 y 1650 cm-1 correspondientes 

a la banda de amida y del grupo carboxilo de ácido salicílico, respectivamente, y la del grupo 

amino para la flexión de NH a 1550 cm-1 correspondiente a quitosano. En todos los casos, los 

mayores cambios en relación al espectro de la película de quitosano (Figura 3.05) se dan en 

las bandas de tensión de OH y NH, disminución de la señal de tensión de Csp3-H, y variación en 

intensidad y numero de onda de la banda de C=O de amida, así como vibración de flexión N-

H de amina (Figura 6.04, Tabla 6.03). Estas modificaciones en la curva espectral de las películas 

han sido asociadas a la formación de puentes hidrógenos con los diferentes grupos 

funcionales de los compuestos incorporados. Aquellas señales fueron fuertemente afectadas 

por la interacción con el compuesto activo y el plastificante en la mezcla. Además, el cambio 

más importante encontrado entre el espectro B en relación al A y se da con el incremento de 

la señal de C=O cerca de 1640 cm-1, fenómeno que ha sido asociado al aumento del contenido 

de ácido salicílico. Más aún, el espectro FTIR de la película que contiene Tween 80 y ácido 

gálico muestra una disminución en la banda de estiramiento O-H cercano a 3300 cm-1, y un 

importante desplazamiento de la señal de flexión N-H de 1550 a 1530 cm-1 de C en relación a 

D, lo cual apoya la formación de puente hidrógeno entre los grupos hidroxilos de quitosano y 

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

Película Tensión C=O de amida (cm-1) Deformación N-H de amina (cm-1) 

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 pequeño tamaño de este tipo de componentes (plastificante y ácido salicílico) en relación a 

quitosano favorece su distribución en la totalidad de la masa líquida y la formación de puentes 

hidrógenos 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 película de quitosano obtenida a partir de estas interacciones no covalentes. 

 

Fig. 6.04. Espectro FTIR de películas de quitosano con 5% P/P de sorbitol (A), mezcla quitosano, 

5% P/P de sorbitol y 1% P/P de ácido salicílico (B), mezcla quitosano y 1% P/P de Tween 80 (C) 

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

 

Las películas a base de quitosano exhibieron una buena apariencia, en términos de 

homogeneidad, color y brillo. La investigación llevada a cabo ha permitido establecer ciertos 

parámetros para el desarrollo futuro de películas de quitosano que contienen estos 

compuestos bioactivos. Teniendo en cuenta la capacidad antioxidante evidenciada por las 

películas a base de quitosano, se espera que un mayor contenido de compuesto bioactivo y 

una baja concentración de plastificante conduzcan a la mejora de las propiedades finales. Sin 

embargo, hay dos cuestiones a considerar: una de ellas es la solubilidad máxima del 

compuesto bioactivo en la mezcla de reacción, y la segunda, la presencia de plastificante es 

esencial para mejorar la homogeneización de la mezcla de reacción y las propiedades 

mecánicas de las películas. Las películas obtenidas de una mezcla de reacción de 

quitosano/ácido gálico 1% P/P /Tween 80 con 1% P/P mostraron una notable disminución del 

número de bacterias en Escherichia coli ATCC 25922 aunque no se registró un halo de 

inhibición externo al disco claramente definido. Hasta ahora, los desarrollos estudiados han 

mostrado ser prometedores para lograr películas con propiedades deseables para una futura 

aplicación como material para el envasado de alimentos. 
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CAPÍTULO 7: ESTUDIO DE APLICACIÓN DE PELÍCULAS A BASE DE 

QUITOSANO  
 

 

En la búsqueda de encontrar una potencial  aplicación para las películas sintetizadas a base de 

quitosano, como la de ser envases destinados a la conservación de alimentos, donde se 

realizaron diversos ensayos que no solamente se enfocan en la prolongación en la vida útil del 

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

 

CONSERVACIÓN DE TOMATES CHERRY 

 

En los capítulos 3 y 4 se estudió la obtención de películas 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 reacción con el objeto de alcanzar 

películas con el mejor desempeño frente a la actividad antioxidante y antimicrobiana, así 

como de las propiedades fisicoquímicas. 

En ambos casos la formulación optimizada presenta una composición de quitosano al 1% p/p, 

con el agregado de ácido gálico al 1% p/p y sorbitol al 3.62% p/p. La película que se obtuvo a 

partir de condiciones de reacción normales (25 °C y 10 min. de agitación) se denominó 

“película ambiente“ (AM), y aquella que se obtuvo bajo las condiciones de reacción 

optimizadas (60,7 °C y 50 min) se la nombró “película optimizada“ (OP). Muestras por 

triplicado de estos dos tipos de películas fueron preparadas en moldes de 10 cm de diámetro, 

y las películas 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 pudrición puntual o la presencia de “manchas amarillentas” que 

terminan en la descomposición de este. Frente a esta problemática, se postuló el uso de las 

películas obtenidas como recubrimiento de tomates de tipo cherry para evaluar el efecto de 

estos recubrimientos sobre el tiempo de descomposición 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 (heladera a 5 °C). 

Además de los tomates recubiertos por las películas AM y OP, se preparó para cada esquema 
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una muestra que fue tomada como blanco (B), la cual consistía en una muestra por triplicado 

de tomates tipo cherry sin ningún tipo de recubrimientos. Para asegurar la inocuidad del 

ensayo, previamente todos los tomates fueron lavados en una solución 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 película correspondiente, no siendo necesario ningún tipo de sellado, 

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

películas 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 días se puede observar que, tanto en los tomates 
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recubiertos con las películas como en los blancos del ensayo, que se conservaron mejor 

aquellos que estuvieron en la heladera; además de no evidenciarse ningún tipo de anomalía 

más allá de un simple achicharramiento, característico de este tipo de fruto durante una 

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

 

 

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

durante 12 días 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 ningún 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 coloración. Este 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

138 

es un comportamiento esperado para este tipo de películas y se atribuye a la oxidación de 

ácido gálico presente en la película y que determina que con el paso del tiempo su color vire 

de transparente hacia una coloración marrón. Paralelamente, se analizó la pérdida de peso 

que sufrían los tomates tipo cherry a lo largo del tiempo. Para ello, se consideró el promedio 

de los pesos en cada una de las condiciones y bajo los distintos tratamientos. 

 

 

Fig. 7.04 Pérdida de peso de tomates tipo cherry a temperatura ambiente a lo largo del tiempo 

sin recubrimiento (■), recubierto con película ambiente (●), recubierto con película óptima 

(▲). 

 

La Figura 7.04 muestra el desempeño de la cinética de pérdida de masa de los tomates a 

temperatura ambiente. El seguimiento de este parámetro hasta los 12 días no refleja 

diferencias significativas entre las muestras, lo cual refleja un adecuado desempeño por parte 

de la película, aunque después de este período los tomates recubiertos incrementan su 

cinética de pérdida de masa en relación con el tomate sin recubrimiento hasta alcanzar una 

diferencia del 10 % P/P a los 21 días. Muy probablemente se deba ajustar para este sistema 



ESTUDIO TEÓRICO Y EXPERIMENTAL DEL PROCESO DE CONSERVACIÓN DE PRODUCTOS NATURALES RENOVABLES 
Ing. Matías Alejandro RASPO 

 

 

 

139 

en particular la tasa de transferencia de humedad y la difusión de gases, factores que pueden 

alterar la cinética de la descomposición bioquímica del tomate, lo cual conduciría a una  

deshidratación más rápida del fruto (Figura 5.05). Además, no se descarta el hecho de que la 

película 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 identificación del microorganismo que estaría atacando al 

fruto y que la película de quitosano estaría protegiendo.  

 

CONCLUSIONES 

 

Los desarrollos de películas envoltorios para la conservación de alimentos presentados 

resultan prometedores para continuar trabajando en el futuro inmediato. En este caso, la 

utilización de envoltorios de películas a base de quitosano para recubrimiento de tomates tipo 

cherry, presentan dentro del tiempo vida útil de este tipo de tomate, un efecto protector 

frente a una cepa microbiana no conocida. Además de completar el estudio respecto de la 

conservación de tomates tipo cherry, se podría ampliar la metodología a otros frutos tales 

como frutillas o arándanos  
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CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES GENERALES Y PROYECCIONES DE 

TRABAJO 
 

 

La generación de películas a base de quitosano permite establecer potenciales desarrollos 

para la conservación de productos naturales. En este sentido, la utilización de la Metodología 

de Superficie de Respuesta resulta fundamental a la hora de predecir comportamientos 

deseados en las películas desarrolladas.   

Primeramente, la metodología de superficie de respuesta permitió obtener las 

concentraciones óptimas de ácido gálico, como compuesto bioactivo, y de sorbitol, como 

plastificante, que deben ser agregadas a una solución de quitosano 1% P/P. Estas 

concentraciones resultaron del 1% P/P para ácido gálico y 3.62% P/P para sorbitol. Se optimizó 

de tal manera que las películas finales tengan buena capacidad antioxidante y propiedades 

mecánicas y físicas aptas para una futura aplicación como envase. Los resultados arrojan que 

el modelo predicho ajusta para la mayoría 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 número de 

experimentos. 

Conocida esa composición óptima, se planteó modificar las condiciones de reacción de las 

formulaciones. Nuevamente se utilizó la metodología RSM, y se encontró que las condiciones 

óptimas de reacción son a 60.7°C y 50 minutos de agitación constante. El modelo ajustó de 

manera moderada. De todos modos, quedó demostrado que la utilización de este tipo de 

metodología con soporte matemático bien puede aplicarse a desarrollos experimentales del 

tipo químico, combinando el poder de ambas ciencias. 

Por otro lado, la utilización de desechos industriales para la obtención de aceites esenciales 

abre una ventana de aplicación que cumple con los estándares actuales del mundo acerca de 

condiciones de aprovechamiento de residuos y química verde. Se analizaron aceites esenciales 

de cítricos (Limón, Mandarina, Naranja, Pomelo) obtenidos de 3 orígenes diferentes 

(Argentina, Estados Unidos y Comercial). A grandes rasgos, no fueron halladas diferencias 

marcadas entre los perfiles químicos de los diferentes aceites, analizando los diferentes 

ensayos cromatográficos que se realizaron. Sin embargo, el estudio permitió determinar que 

los aceites esenciales de limón presentaban un gran poder bactericida contra Escherichia coli.  
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El reemplazo de sustancias puras por mezclas complejas, como los aceites esenciales, en la 

preparación de películas a base de quitosano es todo un desafío. Para ello, se probaron 

diferentes formulaciones, pero se encontró que películas a base de quitosano al 1% P/P, con 

2% de Tween 80 y concentraciones de aceite esencial de limón al 5 y al 7% P/P inhiben 

exitosamente el desarrollo de Escherichia coli. Se deberá trabajar en disminuir esa 

concentración de aceite para que sea factible de un posible desarrollo tecnológico. 

Se concluye que es viable la conservación de alimentos a partir de las películas desarrolladas 

a base de quitosano, con la incorporación de un compuesto puro tal como ácido gálico, o una 

sustancia compuesta como un aceite esencial, más el agregado de agentes plastificantes que 

confieran mejores propiedades mecánicas como lo son sorbitol o Tween 80. Estos desarrollos 

presentan resultados prometedores para la aplicación para envasado de alimentos.  

A partir de las tendencias encontradas para las películas evaluadas, se plantea continuar con 

esta línea 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 matemático de la Metodología 

de Superficie de Respuesta.  

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

reacción formuladas para la formación de recubrimientos para la conservación de alimentos.  
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