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RESUMEN

En la ultima edicion del CICYTAC se presentd el desarrollo de peliculas compuestas de almidon de maiz
con alcohol polivinilico (PVA) y un poliuretano (PU) sintetizado en el laboratorio con el fin de obtener
peliculas con un 70% de almidén. En este trabajo se presentan ensayos con queso Tybo comercial tipo barra
marca “Cayelac” como sistema testigo. E1 CAA establece que la natamicina es un conservante permitido en
superficie de quesos pero no debe ser detectable a 2 mm de profundidad. Se estudio el espesor final de los
recubrimientos luego de la inmersion (3 capas) de cubos de queso en las dispersiones concentradas
conteniendo colorante. Luego se llevdo a cabo la evaluacion de la eficiencia de los recubrimientos
conteniendo 1% de natamicina sobre queso Tybo almacenados a 13°C y 80% de humedad relativa. Se
encontré que el recubrimiento Almidon/PVA/PU en relacion 70:25:5 tuvo un efecto antifungico sin la
presencia de natamicina y que los recubrimientos con natamicina mostraron una mejora en el tiempo de
conservacion de un 60%. Ademas se estudio la difusion de natamicina hacia la masa del queso al recubrirlo
con mezclas con 1% de natamicina. En todos los casos se encontré natamicina en la masa y se pudo
cuantificar.
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ABSTRACT

In the last edition of CICyTAC the development of composite films of starch, poly(vinyl alcohol) (PVA) and
a polyurethane (PU) dispersion pursuing the goal of maximizing the starch content (70 wt. %) was presented.
In this work, three studies with Tybo cheese “Cayelac” are presented using the cheese as a model system.
The CAA (Cddigo Alimentario Argentino) establishes natamycin as an allowed food preservative in the
surface of cheeses, but it can’t be detectable at 2 mm into the cheese. The coating thickness was studied by
immersion of cheese cubes in concentrated dispersions with a colouring substance (3 layers). It was also
evaluated the coating efficiency with 1% natamycin on Tybo cheese stored at 13°C and 80% relative
humidity. We found that the 70:25:5 coating had a protective effect even without natamycin, and that the
coatings with natamycin showed an 60% improvement in the storage time. It was also found that there was
diffusion of natamycin into the cheese coated with blends with 1% natamycin, and it was quantified.

Keywords: Active films, starch, natamycin, cheese.

INTRODUCCION
Hoy en dia hay una tendencia creciente de utilizar polimeros naturales por las caracteristicas de ser
renovables, biocompatibles, biodegradables y en muchos casos econémicamente viables. En particular los
almidones provenientes de diferentes fuentes han sido empleados para elaborar recubrimientos para
alimentos. Sin embargo requieren de la adicion de plastificantes para reducir la rigidez y tendencia al
agrietado. Una practica comun es la incorporacion de glicerol o alcohol polivinilico (PVA) o combinaciones
de ellos. Sin embargo la plastificacion por glicerol es temporaria y puede migrar hacia _ellkalimento. El PVA
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es un polimero de amplio uso en la industria por ser no-toxico, soluble en agua, biocompatible y
biodegradable con resistencia quimica y propiedades fisicas excelentes. La plastificacion empleando PVA
como unico plastificante requiere de la incorporacion de cantidades importantes, que supera en algunos casos
el 50 % p/p. Es por esto que en este trabajo se reemplaza parte del PVA por un poliuretano de muy baja
temperatura de transicion vitrea, de tal manera que pueda actuar como plastificante en pequenas cantidades o
proporciones y lograr peliculas conteniendo como minimo 70% p/p de almidén. Las peliculas obtenidas se
proponen como recubrimiento para alimentos.

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

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

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

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

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

El primer aspecto puede tener algin interés tecnoldgico por afectar la estabilidad del envase, pero no tiene
incidencia en la calidad y salubridad del alimento envasado, como si puede tener la incorporacion al mismo
de componentes del material por migracion (Catala et al. 2002).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

En este trabajo se utilizd almidon de maiz comercial (Maizena Duryea®, Unilever Argentina S. A.),
conteniendo 0,11g de agua, 0,006g de lipidos, 0,003g de cenizas, 0,0078 g de proteinas/g almidén, y una
relacion amilosa/amilopectina de 25/75 (base seca) (Ferrero et al. 1996). El alcohol polivinilico (PVA) fue
utilizado en forma de polvo, con 98% de hidrolisis y un rango de peso molecular (M) entre 13.000 y 23.000
(Sigma Aldrich, EEUU). El poliuretano (PU) fue sintetizado a partir de 4,4’-di-isocianato de
diciclohexilmetano (H;2MDI, DesmodurW, Bayer) y propilenglicol, My, 2.000 (PPG 2000, Voranol 2120,
Dow) siguiendo la técnica del prepolimero (Pardini et al. 2008). También se utilizo Metanol Absoluto P.A.
marca Cicarelli.

Preparacion de los recubrimientos

Se gelatinizé el almidon en agua destilada al 3% p/p en un erlenmeyer de 300 ml de capacidad. Este proceso
se realizo a 90°C en bafio siliconado con agitacion magnética durante 90 minutos con refrigerante. Por otro
lado, se utilizo6 PVA con un grado de hidrolisis del 98%, y un peso molecular entre 13.000 y 23.000. Para
obtener una solucion homogénea de PVA en agua destilada se realiz6 una mezcla en relacion 1:6 que se
mantuvo durante 24 horas a 90°C en bafo de aceite de silicona con agitacion magnética y refrigerante.

El PU fue sintetizado en el laboratorio, obteniéndose un poliuretano H;2MDI con PPG 2000.

Para obtener las dispersiones formadoras de pelicula se coloco en vaso de precipitados primero la dispersion
de PU, luego la dispersion de PVA y por ultimo el almidon gelatinizado y enfriado a temperatura ambiente.
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El proceso se llevo a cabo en agitacion mecanica. Para el agregado de natamicina a las dispersiones, se
procedid a solubilizar la cantidad de natamicina adecuada para obtener peliculas al 0,1 o 1% segun
correspondiera en agua destilada, como parte de la cantidad correspondiente de agua que corresponde a cada
formulacion. La solubilizacion se llevd a cabo con agitacion magnética durante 2 horas a 40°C, condiciones
que fueron las mejores para lograr la disolucion. Luego del proceso de solubilizacidn, la mezcla natamicina-
agua fue agregada a la dispersion almidon/PVA o almidén/PVA/PU gota a gota con agitacion magnética, y
luego de finalizado el agregado se dejo agitando durante 20 minutos para homogeneizar. Es necesario aclarar
que en todos los pasos que incluian natamicina se mantuvieron las soluciones o mezclas en la oscuridad ya
que la molécula es muy sensible a la luz.

Aplicacion de recubrimientos activos sobre quesos

Para los ensayos con un sistema testigo se eligié un queso semi-duro Tybo comercial tipo barra marca
“Cayelac” (Cayelac 2016) (Figura 1). La eleccion de este tipo de queso se hizo teniendo en cuenta que es un
queso con un grado de humedad homogénea en toda su masa, que no se ve mayormente modificada con el
tiempo y que, por lo tanto, nos permitio realizar los ensayos con trozos obtenidos de la barra.

Categoria Queso
Tybo / Danbo / Barra

Medalla de Plata:
Tybo Cayelac 5.A,
Fablo Salgado

Informacion Mutricional Por Porcion % VD por porcion
Mutrition Facts Amount per Serving  per serving
Valor Energético / Energetic value 102 keal o 424 kj 59%
Carbohidratos / Carbohydrates 059 0.2%
Proteinas / Protains 74q 9%
Grasas Totales [ Total fats 8g 15 %
Grasas Saturadas ( Saturated Fats 59 23%
Grasas Trans / Trans Fats D2g 0%
Fibra Alimentaria / Food fiber Og 0%
Caleio / Calcium 165 mg 17 5%
Sodio / Sodium 210mg 9%

Figura 1. Queso Tybo marca Cayelac, caracteristicas nutricionales

Espesor de recubrimiento aplicado a queso
El estudio del espesor final de las peliculas luego de la aplicacidon por inmersion, también se realizd con
queso Tybo Cayelac, cortando cubos pequefios de aproximadamente 3 x 3 x 1,5 cm. A fin de establecer una
clara diferencia entre la pelicula y la superficie del queso se utilizaron 3 colorantes que se incorporaron en
forma de solucion acuosa concentrada, a saber: negro de eriocromo T, fucsina basica y cristal violeta.

Se prepararon las dispersiones correspondientes a las mezclas 70:30, 70:25:5 y 70:15:15 de la forma
descripta anteriormente. A continuacion se agrego6 la solucion del colorante concentrado (5 gotas de cada uno
a cada mezcla). Luego las dispersiones se concentraron en bafio a 75°C con agitacion mecanica hasta
eliminar aproximadamente el 6% de su peso inicial. En estas condiciones las dispersiones presentaron una
mayor viscosidad sin grumos, lo cual facilité el proceso de incorporacion por capas sobre el queso.
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Se realizaron capas sucesivas por inmersion de los cubos de queso en las dispersiones concentradas. Luego
de cada inmersion se dejo escurrir el exceso, y se coloco cada cubo sobre una placa siliconada. La placa se
llevo a estufa de tiro forzado a 30°C y se hicieron volteos de los cubos cada 10-15 minutos para que todas las
caras se secaran. Este proceso se repitio hasta lograr cubrir todos los cubos con tres capas.

Posteriormente, se realizd un corte “limpio” a los cubos de queso para poder visualizar la capa de colorante.
Por ultimo se utilizo una lupa con aumento 10X, escala milimetrada y luz directa para fotografiar los limites
de color. Para determinar el espesor se utilizo el software Image-Pro Plus.

Ensayo de difusion de natamicina

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

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon dispersiones de almidon/PVA/PU en proporciones 70:30,
70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15, todas conteniendo 1% natamicina, siguiendo las etapas previamente
explicadas. Luego del agregado de todos los componentes, incluida la natamicina solubilizada en agua de la
misma forma antes expuesta, se procedid a concentrar las mezclas por evaporacion a 70°C en bafio con
agitacion mecanica, hasta lograr una pérdida de aproximadamente 28% p/p. Luego las soluciones se llevaron
a temperatura ambiente con agitacion magnética en bafio de agua.

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

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

Para determinar si la natamicina difundié y logré penetrar mas de 2 mm de profundidad en la masa del
queso, se procedid segln la técnica de De Ruig et al. (1987) que se corresponde parcialmente con la norma
ISO 9233 (2013), también utilizada por Vierikova et al. (2015).

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

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

Para las curvas de calibracion correspondientes se utilizo una solucion madre de 37,5 ppm de natamicina en
MeOH:H,O en relacion 2:1, y se realizaron diluciones sucesivas.

Ensayo de conservacion de queso en condiciones de maduracion

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon dispersiones de almidon/PVA/PU en proporciones 70:30,
70:25:5 y 70:15:15, y mezclas 70:30 y 70:25:5 conteniendo 1% de natamicina, siguiendo las etapas
previamente descriptas. Luego, se procedio a concentrar las mezclas por evaporacion a 70°C en bafio con
agitacion mecanica, hasta lograr una pérdida de peso de aproximadamente 28%. Las soluciones obtenidas se
llevaron a temperatura ambiente con agitacion magnética en bafio de agua y se realizd el agregado de la
solucion de natamicina en los casos correspondientes. También para este estudio en todos los pasos que
incluian natamicina se mantuvieron las soluciones o mezclas en la oscuridad.

Para esta experiencia se utilizdé queso Tybo marca Cayelac, el cual fue cortado en trozos de 5 cm x 6 cm x 2
cm. Se procedid a sumergir los cubos de queso en las mezclas correspondientes, dejandg_ escurrir el exceso
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para luego colocarlos sobre una placa siliconada que fue llevada a una estufa de tiro forzado a 30°C. Cada 20
minutos se realizaron volteos de los cubos para asegurar que todas las caras lograran secarse. Este proceso se
llevo a cabo repetidamente hasta cubrir los cubos con 3 capas. Para cada muestra se realizaron duplicados.
Los cubos recubiertos se colocaron en un ambiente controlado con aproximadamente 82% de humedad
relativa y 13°C, condiciones correspondientes a la maduracién de este tipo de quesos, y se realizdo un
seguimiento fotografico diario de la superficie, para evaluar aparicion y proliferacion de mohos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Espesor de pelicula

Para la determinacion del espesor de las peliculas, se trabajo en esta instancia con los quesos cubiertos con
mezclas conteniendo cristal violeta ya que fue el que mostrd limites mas definidos y con menos difusion
hacia el interior del queso. Por otro lado, la solucion de negro de eriocromo T se desestabilizd al cubrir los
quesos (indicado en la figura con un circulo), por lo que se decidié descartar estas muestras. Estos resultados
se pueden observar en la Figura 2. También es importante resaltar que se intenté completar las capas
sucesivas mediante aplicacion con pincel (pintado) pero no resulto eficiente, por lo que finalmente se decidio
hacerlo por inmersion de los cubos de queso en las dispersiones concentradas.

o] v

Fwcsiren C .- WASLETTA SO RN

Figura 2. Fotografias de trozos de quesos recubiertos con peliculas dopadas con diferentes colorantes

Se llevaron a cabo las mediciones del espesor del recubrimiento obteniéndose un espesor promedio de 50 pm
como resultado de tres capas sucesivas por inmersion, lo cual result6é similar al espesor de pelicula que se
obtuvo por casting para las peliculas que se estudiaron con técnicas de caracterizacion de materiales. Por este
motivo, se decidid trabajar para los ensayos aplicados sobre la superficie de queso con tres capas de
dispersion polimérica concentrada sucesivas por inmersion. En la Figura 3 se muestran imagenes de los
cubos de queso recubiertos con solucion de cristal violeta y como se veia el limite del recubrimiento al
realizar un corte.
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Figura 3. Cubos de queso Tybo recubiertos con dispersion polimérica con colorante cristal violeta y corte de
los mismos para medir espesor del recubrimiento aplicado.

Ensayo de difusion de natamicina

De Ruig et al. (1987) plantearon la posibilidad de, luego de obtener el extracto del queso, estudiar la
presencia de natamicina por via espectrométrica con rayos UV, mientras que la norma ISO 9233 (2013) y
Vierikova et al. (2015) propusieron como alternativa de mayor sensibilidad concentrar los extractos y
estudiarlos por HPLC-espectroscopia de masa acoplados. Para nuestro objetivo, la sensibilidad de la técnica
con espectrometria UV fue adecuada ya que se trabajé con un limite de deteccion de 0,5 mg natamicina/kg
queso.

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

Para obtener el “blanco” se utilizé una solucion de MeOH:H-O en relacion 2:1. Previamente se llevo a cabo
la corroboracion de que esta solucion era un “buen blanco”, ya que se realizo el procedimiento de un extracto
para un queso sin recubrimiento, y el espectro obtenido fue igual al de la solucionMeOH:H-O.

En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de natamicina en la masa del queso
luego de eliminar los 2 mm superficiales de cubos de queso recubiertos con mezclas concentradas de
Alm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y 70:15:15 conteniendo 1% de natamicina.
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70:30 70:25:5 70:20:10 70:15:15
Figura 4. Contenido de natamicina en la masa del queso expresado como mg de natamicina/kg de queso 128

para cubos de queso recubiertos con mezclas de Alm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU 70:25:5, 70:20:10 y
70:15:15 aditivados con 1% de natamicina.

En todos los casos se encontr6 natamicina en la masa y se pudo cuantificar. Los recubrimientos de
Alm/PVA/PU mostraron menor liberacion de natamicina que la mezcla Alm/PVA. Dentro de las mezclas
ternarias, la que mostré menor difusiéon de natamicina fue la 70:25:5.

Ensayo de conservacion de queso en condiciones de maduracion

El ensayo de conservacion de queso se llevo a cabo utilizando las siguientes muestras (Figura 5):

Sin

/‘ recubrimiento

Queso Tybo

\A Con

recubrimiento

Almidén/PVA: 70/30

Almidén/PVA: 70/30 +
1% Natamicina

Almidén/PVA/PU: 70/25/5

/IN

Almidén/PVA/PU: 70/25/5 +
1% Natamicina

Almidon/PVA/PU: 70/15/15

Figura 5. Esquema de trabajo para el ensayo de conservacion con cubos de queso cq__%&ecubrimiento.
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En las Figuras 6 y 7 se muestran fotos de los cubos de queso sin recubrimiento, y con recubrimientos
Alm/PVA 70:30, Alm/PVA/PU 70:15:15, Alm/PVA/PU 70:25:5 y Alm/PVA/PU: 70:25:5 con 1% de
natamicina, todas al dia O (izquierda) y al dia 6 del ensayo (derecha).

DIAO

<8 1 Vaht .\ Lt

"“‘M'.'

129

Figura 6. Quesos control sin recubrimiento y quesos con recubrlmlento Alm/PVA 70:30 y Alm/PVA/PU
70:15:15 al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de almacenamiento (derecha).
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DIA 6

Figura 7. Quesos con recubrimiento Alm/PVA/PU 70:25:5 y Alm/PVA/PU: 70:25:5 con 1% de natamicina
al comienzo del ensayo (izquierda) y luego de seis dias de almacenamiento (derecha).

Los quesos con recubrimiento de Alm/PVA/PU 70:25:5 y 70:15:15 mostraron un efecto
antifungico/fungistatico incluso sin la presencia de natamicina, ya que el crecimiento fue menor que para los
quesos recubiertos con formulacion Alm/PVA 70:30 y que para el Control sin recubrimiento. También se
pudo observar que los quesos con recubrimiento de almidéon y PVA 70:30 mostraron un mayor crecimiento
de hongos en la superficie que aquellos quesos que no tenian recubrimiento (control). Esto puede deberse a
que ambos componentes de la mezcla resultan sustratos atractivos para los microorganismos.

En la Figura 7 podemos ver que cuando incorporamos natamicina, el efecto antifingico es completo atn al
dia 6. En estos quesos con natamicina se observoé la aparicion de hongos al dia 8 de almacenamiento, y éstos
fueron de crecimiento mas lento. Los recubrimientos con natamicina al 1% mostraron una mejora en el
tiempo de conservacion de aproximadamente un 60%, ya que sin natamicina al dia 5 se pudo observar
desarrollo microbiano, mientras que con natamicina presente recién al dia 8 se detectd crecimiento fungico.
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CONCLUSIONES

Luego de los ensayos realizados se concluyo que el espesor promedio de los recubrimientos fue de 50 um,
como resultado de tres capas sucesivas por inmersion, el cual resultdé similar al espesor de pelicula que se
obtuvo por casting para las peliculas que se estudiaron con técnicas de caracterizacion de materiales. Por otra
parte, los recubrimientos con natamicina al 1% sobre queso mostraron una mejora en el tiempo de
conservacion de aproximadamente un 60%.

Por tultimo, al estudiar la difusion de natamicina hacia la masa del queso cuando se lo recubrié con mezclas
cargadas al 1%, se encontrd que en todos los casos hay presencia del antifungico en la masa del queso y que
se puede cuantificar. Esto tltimo no cumple con lo expuesto en el CAA, y es por este motivo que se
considera trabajar en el futuro con 0,1% de natamicina para cumplir con la cantidad permitida de 1 mg/dm?
por unidad de superficie por el CAA.
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