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RESUMEN

Entre los biopolimeros, las proteinas de soja tienen la capacidad de formar peliculas
comestibles y biodegradables con gran potencial para reemplazar en al menos algunas
aplicaciones a los sintéticos derivados del petrdleo. Respecto de los polimeros sintéticos, las
peliculas proteicas presentan excelentes propiedades barrera a gases, lipidos y aromas; pero
existen aspectos que aun deben ser resueltos para aumentar su difusion y que son foco de
investigaciones en la actualidad: i) obtener materiales con mejoras en sus propiedades (ej.
compuestos, nanocompuestos, activos), ii) avanzar en el procesamiento de estos materiales a
mayor escala, iii) explorar nuevas aplicaciones especificas para este tipo de materiales adecuadas.
El objetivo general de la presente tesis fue estudiar distintas alternativas para mejorar la
funcionalidad y aplicabilidad de peliculas en base a proteinas de soja, combinando estrategias de
formulacion y procesamiento y analizando algunas aplicaciones especificas, en las que las
desventajas de los materiales para otros usos se transforman en aspectos deseables. En particular
en este trabajo se estudio:

- el agregado conjunto de nanorefuerzos y aditivos que otorgan alguna otra propiedad
adicional a la formulacion, especificamente nanoarcillas (MMT) y colorantes comestibles, y
nanofibras de celulosa y aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum L.).

- el desarrollo de materiales por tape casting, como técnica de escalado de proceso
humedo, analizando las condiciones éptimas del proceso, y el agregado de fibra y cera a la
formulacion.

- el uso de estos materiales para la formacion de liberadores de principios activos, utiles
para realizar tratamientos poscosecha de vegetales en el envase durante el almacenamiento: pads
contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno, un inhibidor de la accion de etileno, para
extender la vida atil de frutos de tomate, y matrices liberadoras (generators) de didxido de azufre
por activacion de las peliculas con sulfito de sodio para retrasar el pardeamiento de manzanas

minimamente procesadas.



ABSTRACT

Soy proteins have the ability to form edible and biodegradable films with high potential to
replace in some applications synthetic polymers. Protein films exhibit excellent barrier properties
to gases, flavors and lipids. However, there are a number of issues that still need to be solved and
which are the current focus of research activities in this area: i) to improve the materials (eg.
composites, nanocomposites, active materials), ii) to develop higher scale processing strategies, iii)
to explore new potential applications. The objective of this work was to evaluate different
alternatives to improve the functionality of soy protein films. We evaluated different material
formulation and processing techniques and we tested some applications to take advantage of
properties that have been considered drawbacks of these materials. We particular investigated:

- the influence of adding nano-reinforcements and other additives to improve the material
properties specifically nanoclays (MMT) and edible dyes, and cellulose nanofibers and clove
(Syzygium aromaticum L.) essential oil .

- the properties of soy protein films processed by tape casting as a scaling up technique,
determining the optimal processing conditions, and the effects of adding fibers and waxes to the
formulation.

- the use of these materials to generate releasers of active principles that may be useful for
postharvest treatments: in package 1-methylcyclopropene (an ethylene inhibitor) releasing pads
to prevent tomato ripening and protein and sulfite of sulfur dioxide generators to delay browning

of apples minimally processed.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Materiales plasticos sintéticos

Comunmente reconocemos a los plasticos sintéticos como aquellos materiales obtenidos
mediante polimerizacion de compuestos organicos derivados del petrdleo. Estos materiales se
caracterizan comunmente por ser economicos, faciles de trabajar y moldear empleando calor y
presion, flexibles, fuertes pero ligeros. Asimismo pueden ser resistentes a la radiacion, a la
corrosion, al agua y al ataque de numerosos productos quimicos y microorganismos y presentar
buenas propiedades aislantes. Debido a su amplia gama de propiedades y a su bajo costo de
produccién, la utilizacion de los plasticos sintéticos ha adquirido gran popularidad llegando a
sustituir a otros materiales en los ambitos doméstico, agricola, industrial y comercial (Goddard,
1990; Avella y col., 2001). Mas alla de sus beneficios el empleo masivo de estos plasticos sintéticos
trae algunos inconvenientes:

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

ii) su incierta disponibilidad y precio futuro. Al ser el petrdleo un recurso no renovable, la
evolucion y produccion sostenida de estos materiales esta condicionada y por ende se estima que
su precio continuara incrementandose;

iii) en general, los materiales plasticos sintéticos son altamente resistentes a la degradacion,
lo que conlleva a que se acumulen sobre la superficie terrestre, constituyendo un serio problema
ambiental mundial relacionado con la contaminacion del aire y fuentes de agua, entre otros
(Hernandez Silva y Guzman Martinez, 2009). Algunas posibles soluciones a este problema podrian
ser acumularlos en lugares especificos, incinerarlos o reciclarlos (Weber, 2002). La acumulacién en
lugares especificos no es una solucion real, ademas de que con el crecimiento de las sociedades es
dificil encontrar lugares para acumularlos. La incineracion de los plasticos produce una gran
cantidad de CO,, favoreciendo el calentamiento global y a veces produce gases toxicos que
también contribuyen a la contaminacion ambiental (Song y col., 2011). Si bien el reciclado seria la

opcion mas amigable con el medio ambiente, requiere mucho trabajo y energia ya que implica



remover los plasticos, clasificarlos, lavarlos, secarlos, triturarlos y recién después reprocesarlos, y
en consecuencia el proceso en muchos casos no es rentable (SinhaRay y Bousmina 2005; Marsh y

Bugusu, 2007).

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

1.2. Bioplasticos

Actualmente los esfuerzos en investigacion se focalizan en desarrollar nuevos materiales
biodegradables a partir de fuentes renovables para reemplazar a los polimeros sintéticos
ampliamente utilizados. Los bioplasticos tienen al menos alguna de estas caracteristicas
requeridas: son biodegradables y/o se obtienen a partir de fuentes renovables. La Sociedad
Americana de Pruebas y Materiales (ASTM) define a un material biodegradable a aquel que puede
descomponerse en didxido de carbono, metano, componentes inorganicos o biomasa y puede
medirse mediante ensayos estandar durante un determinado periodo de tiempo (ASTM D6400-99,
2002).

Basandose en su origen, los bioplasticos pueden clasificarse en tres grupos (Figura 1.1)

(Reddy y col., 2013):

i) Bioplasticos basados en recursos renovables: aquellos que se sintetizan en forma natural
por las plantas y los animales, o que son totalmente sintetizados a partir de recursos renovables
por métodos quimicos (como los acidos polilactico y poliglicdlico, PLA y PGA respectivamente) o
biolégicos (como los polihidroxialcanoatos o PHAs, y la celulosa bacteriana) (Sudesh y lwata,

2008).



ii) Bioplasticos basados en el petroleo: estos polimeros se sintetizan a partir de recursos del
petréleo, pero son biodegradables. La policaprolactona (PCL), el poli-(adipato-co-tereftalato de
butileno) (PBAT), los poli-(ésteres de amida) (PEAs) y los poli-(succinato-co-adipato de butileno)

(PBSA) se incluyen en esta categoria.

jii) Bioplasticos basados en recursos mixtos: preparados a partir de combinaciones de
monomeros de base bioldgica o derivada del petréleo; incluyen polimeros tales como poli-

(tereftalato de trimetileno) (PTT), biomateriales termoestables y mezclas de base bioldgica.

PLA, PGA
T BIOPLASTICOS

Producidos por sintesis / \

quimica clasica a partir .

de mondmeros Basados en recursos Basados en el > PCL, PEA,
naturales renovables petréleo PBAT, PBSA
Producidos por J,
PHAs, celulosa microorganismos o ——
bacteriana 1€ bacterias < Bioplasticos
geneticamente basados en recursos
mixtos

modificadas

|

PTT, bio-materiales
l termoestables

I Biopolimeros naturales IQ—

Proteinas; ligninas,
polisacaridos

Figura 1.1. Clasificacion de los bioplasticos en funcién de su origen o su método de produccién (Reddy y col.,
2013).

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

acuerdo con el método de produccion (Figura 1.1):

- Polimeros producidos por sintesis quimica cldsica a partir de monémeros naturales: entre estos

polimeros, los mas estudiados son: el acido polilactico (PLA), preparado a partir de la




polimerizacion de acido lactico que se produce por la fermentacion de hidratos de carbono; vy el
acido poliglicdlico (PGA) sintetizado a partir de acido glicélico. Desde un punto de vista comercial,
el PLA es un material interesante ya que tiene buenas propiedades mecanicas, es transparente y
biodegradable; sin embargo, el nivel de produccion industrial es costoso en comparacion con los

materiales termoplasticos mas utilizados (van Tuil y col., 2000; Bohlmann, 2005).

- Polimeros producidos por microorganismos tal como se encuentran en la naturaleza o bacterias
modificadas genéticamente: este grupo esta constituido por los poliésteres producidos por una
amplia variedad de microorganismos como fuente de almacenamiento de carbono y energia
(Suriyamongkol y col.,, 2007). Entre ellos, los polimeros mas conocidos son los
polihidroxialcanoatos, entre los cuales los mas estudiados son los polihidroxibutiratos (PHB). Hay
otros polimeros producidos por microorganismos que estan siendo estudiados en la actualidad,
tales como la celulosa bacteriana, entre otros. Es de destacar que los costos de produccion de

estos polimeros son todavia altos.

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

Zheng, 2014).

1.3. Proteinas como biopolimeros

Entre los biopolimeros biodegradables y renovables se encuentran las proteinas. La
funcion de estos polimeros naturales es aportar estructura y actividad bioldgica a plantas y
animales. Estan constituidas por aproximadamente 20 aminoacidos, que ademas de tener los
grupos a-amino y a-carboxilo involucrados en las uniones peptidicas, presentan una cadena lateral

con diferentes grupos funcionales que le dan un caracter distintivo (Mauri y Afdn, 2012). La



mayoria de las proteinas estan constituidas por 100-500 aminoacidos. Dependiendo del orden que
se unan los aminoacidos para formar la cadena polipeptidica (estructura primaria), la misma
asumira distintas organizaciones espaciales sobre su eje (estructura secundaria), estabilizadas
basicamente por puentes de hidrégeno. El siguiente nivel de estructura (estructura terciaria)
refleja la organizacidn tridimensional de la cadena polipeptidica, en base a uniones puentes de
hidrogeno, de van der Waals, interacciones electroestdticas e hidrofébicas y puentes disulfuro,
para formar estructuras proteicas globulares, fibrosas o al azar. Finalmente, la estructura
cuaternaria ocurre como consecuencia de la asociacién de diferentes cadenas polipeptidicas,
iguales o no entre si, que interaccionan a través de uniones no covalentes originando moléculas
Unicas (Cheftel y col., 1985; Gennadios, 2002). Estos niveles de estructura proteica determinan las
propiedades funcionales que presentardan estas macromoléculas, en particular aquellas
relacionadas con las interacciones proteina-proteina las cuales dan origen a la formacién de
matrices con caracteristicas propias, por ejemplo geles, peliculas, recubrimientos, etc.
(Damodaran y Paraf, 1997; Denavi y col. 2009; Mauri y Afidn, 2012; Song y col., 2011). Se sabe que
la conformacién nativa de las proteinas deriva de su estructura secundaria y terciaria y de las
interacciones que establecen con el medio. Esta conformacién es por lo tanto fragil y modificable
por variables tales como temperatura, pH, fuerza idnica, constante dieléctrica del medio, presién,
tratamientos mecdnicos, radiacion, etc. La modificacidon de la conformacién de la proteina tiene un
impacto positivo o negativo directo sobre sus propiedades funcionales y puede constituir una via
para producir materiales con distintas propiedades (Gennadios, 2002).

La diversidad de proteinas susceptibles de ser evaluadas en la produccidn de biopolimeros
es muy alta y al elevado numero de factores antes mencionados se suma la diversidad bioldgica
gue permite contar con polipéptidos con caracteristicas muy diferentes. En las uUltimas décadas
han sido estudiadas numerosas proteinas de origen animal (caseinas, proteinas del suero de leche,
albuminas, coldgeno, gelatina, queratina y proteinas miofibrilares) y vegetal (soja, gluten de trigo,
zeinas, de girasol, algodén, amaranto, mani, arroz, arveja, sorgo, pistacho y lupino, etc.) por su
capacidad de formar bioplasticos (Dangaran y col., 2009; Denavi y col., 2009; Zhang y Mittal, 2010;
Pérez-Gago, 2012; Salgado y col., 2013; Echeverria y col., 2014). De todas ellas, las que se extraen
de subproductos industriales son las que presentan mayor atractivo en el desarrollo de materiales
biodegradables. Las proteinas de soja, entre otras cumplen con estas premisas y se encuentran

altamente disponibles en nuestro pais.



1.3.1. Proteinas de soja

La soja (Glycine max) pertenece a la familia de las Leguminosas y sus semillas contienen
aproximadamente un 40% de proteina. Entre las proteinas de soja se han identificado dos
fracciones principales: albuminas (solubles en agua) y globulinas (solubles en soluciones salinas).
La fraccion globulinas representa el 80% de la proteina total y son proteinas de almacenamiento,
solubles a pH> 8 que precipitan a pH 4,5 (pl), y presentan un bajo contenido de metionina y
cisteina. Estas proteinas de almacenamiento con estructura globular se encuentran en cuerpos
proteicos y se hidrolizan durante la germinacion (Nielsen, 1985 a; Zhang y Mittal, 2010).

Las fracciones de proteina de soja han sido caracterizadas por sus coeficientes de
sedimentacion en gradientes de sacarosa (2S, 7S, 11S y 15S) (Pearson, 1983). La fraccion 25 (20%
del total de proteinas) es soluble a pH 4,5 y presenta bajo peso molecular (8-20 kDa); se compone
principalmente de inhibidores de tripsina (proteasas Bowman-Birk, de 7,8 kDa, y Kunitz de 21,5
kDa), y ademas de citocromo c, a-conglicinina y proteasas (Wolf, 1970). La globulina 75 (35% de las
proteinas) esta compuesta por lectinas (o hemaglutininas), lipoxigenasa, amilasa y B y y-
conglicininas (Nielsen, 1985). La globulina 11S (35% del total de proteinas) estda compuesta por
glicinina. La fraccion 155 (10% del total de proteinas) contiene agregados de 11S (Wolf, 1970). Los
aislados proteicos de soja contienen principalmente globulinas 7S y 11S. La B-conglicinina (7S) es
una glicoproteina compleja que exhibe polimorfismo en las subunidades que la componen. Se
trata de un trimero con una masa molecular de 180-200 kDa, formada por tres polipéptidos
diferentes, designados a, a' y B (68, 72 y 52 kDa respectivamente), manteniéndose unidos por
enlaces no-covalentes (Thanh y Shibasaki, 1976 y 1978). Por el otro lado, la glicinina (11S) posee
una estructura cuaternaria compleja, organizada en hexameros ([AB]; de 320-380 kDa)
compuestos por dos trimeros asociados por interacciones hidrofébicas. Se han identificado cinco
subunidades mayoritarias AB (de 58-69 kDa) que conforman la estructura hexameérica,
manteniéndose unidas mediante interacciones no-covalentes. Estan formadas por un polipéptido
acido (polipéptido A, de 30 kDa), y un polipéptido basico (polipéptido B, de 30 kDa) enlazados por
un enlace disulfuro (Nielsen, 1985; Staswick y col., 1984; Utsumi y Matsumura, 1997).

Las proteinas de soja se encuentran disponibles comercialmente en tres formas que
difieren en el contenido proteico, la harina de soja (= 50-59% de proteina), los concentrados (65-
72% de proteina) y los aislados proteicos (SPI, = 90%) (Pérez-Gago, 2012). Es posible obtener estos

productos proteicos a partir de la torta residual de la industria aceitera (empleada
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mayoritariamente para alimentacion animal), lo que implicaria un mejor aprovechamiento de este
subproducto (Remondetto y col., 2002). Esto convierte a las proteinas de soja en una materia
prima interesante para la formulacion de materiales biodegradables de gran disponibilidad y
menor costo en comparacion a otras fuentes de proteinas (Rouilly y Rigal, 2002; Zhang y Mittal,
2010; Song y col., 2011).

Los concentrados de proteina son generalmente obtenidos por técnicas que procuran
eliminar los componentes no proteicos, principalmente los hidratos de carbono. Para aumentar los
contenidos de proteina se emplean soluciones alcohdlicas 60-80% v/v, o agua a un pH cercano al
punto isoeléctrico de las proteinas (pl 4,5 para las de soja) con el fin de minimizar la pérdida de
proteina por solubilizacion (Vioque y col., 2001).

Por su parte, los aislados proteicos se obtienen a través de la solubilizacion de las
proteinas en soluciones salinas y/o a pH alejado de su punto isoeléctrico, realizandose su posterior
concentracién por ultrafiltracion o por precipitacion isoeléctrica. Posteriormente se realizan
procesos de secado hasta obtener polvos ricos en proteina (Vioque y col., 2001). Estos
tratamientos pueden afectar el valor nutricional del producto final, asi como sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales (Pérez-Gago, 2012). El mayor contenido proteico de los aislados hace

que presenten una mejor capacidad para formar peliculas biodegradables (Netrevali y col., 2007).

14. Peliculas proteicas

La formacion de peliculas de matriz proteica requiere de una serie de etapas que implican:
i) la ruptura, por procesos fisicos o quimicos, de los enlaces intermoleculares (no covalentes
y/o covalentes) que estabilizan a las proteinas en su estado nativo lo que permite una mayor
movilidad de las cadenas polipeptidicas;
ii) la disposicion y orientacion de las cadenas proteicas moviles a la forma deseada;
iii) la formacion de una nueva red tridimensional estabilizada por interacciones inter e
intramoleculares del tipo covalentes (como enlaces disulfuros u otras formas de
entrecruzamiento) y/o no covalentes (hidrofébicas, electroestaticas e idnicas, de van der Waals y
puentes de hidrogeno) (Mauri y ARdn, 2012).

En la actualidad, las peliculas en base a proteinas, al igual que las de los otros

biopolimeros, pueden formarse por dos procesos tecnoldgicos: uno himedo basado en la
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dispersion o solubilizacion de las proteinas, y otro seco basado en las propiedades termoplasticas

de las proteinas a bajas concentraciones de agua (Cuq y col., 1997; Guilbert y Cug, 2005).

1.5. Propiedades de las peliculas proteicas

Las propiedades de las peliculas proteicas estan determinadas por su microestructura, la
cual varia dependiendo de la composicidn proteica inicial y de la metodologia utilizada para su
obtencion (Denavi y col., 2009). La estructura de la proteina determina la capacidad de los
polipéptidos de interaccionar entre si y con otros componentes presentes en la formulacion. Esto
afecta el grado de entrecruzamiento y el caracter hidrofilico-hidrofdbico de las peliculas y con ello
sus propiedades fisicoquimicas, mecanicas y de barrera (Mauri y col., 2006 y 2008; Salgado y col.,
2010). Cuando se obtiene una pelicula en base a proteina, a partir de un método humedo o seco,
la eliminacion de agua durante el secado genera que las proteinas interaccionen entre si para
formar una matriz generalmente quebradiza; en este sentido, es necesario considerar el uso de
plastificantes que se afaden comuUnmente para disminuir la fragilidad (Hernandez-lzquierdo y
Krochta, 2008; Song y col., 2011; Vieira y col., 2011; Oz y Ulukanli, 2012). Los plastificantes mas
comunes utilizados en peliculas en base a biopolimeros incluyen agua, glicerol, propilenglicol,
sorbitol, sacarosa, polietilenglicol, acidos grasos y monoglicéridos (Sothornvit y Krochta, 2005). El
agregado de estos compuestos provoca una disminucién de la interaccion entre las cadenas
peptidicas, y como consecuencia de ello se produce una disminucion de la Temperatura de
transicion vitrea (Tg) de las peliculas, un aumento en la elongacion acompanado de una
disminucion en la resistencia mecanica y en general una disminucion de sus propiedades barrera a
la humedad, al oxigeno y a los aromas (Gennadios, 2002; Orliac y col., 2003; Audic y Chaufer, 2005,
Turhan y col., 2007; Cao y col., 2009; Andreuccetti y col., 2009). Los plastificantes hidréfobos, tales
como ésteres de citrato también estan siendo estudiados (Andreuccetti y col., 2009).

Por otro lado, existe la posibilidad de emplear agentes entrecruzantes en las
formulaciones de los materiales proteicos. Los entrecruzantes quimicos (por lo general aldehidos
de bajo peso molecular como formaldehido, glioxal, y glutaraldehido) reaccionan con los grupos
amino y sulfidrilo de las proteinas formando interacciones covalentes intra e intermoleculares. Si
bien los aldehidos son entrecruzantes efectivos, la posible toxicidad de los mismos los deja

limitados para aplicaciones no alimentarias (Galietta y col., 1998) siendo la via enzimatica (con
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transglutaminasa, lipoxidasa, lisiloxidasa, polifenoloxidasa y peroxidasa) la de mayor
potencialidad. En ambos casos, el aumento en el grado de entrecruzamiento conduce
principalmente a matrices mas resistentes y menos solubles, pero a veces también logra mejorar
la permeabilidad al vapor de agua (Galietta y col., 1998; Vaz y col. 2003; Audic y Chaufer, 2005;
Tang y col., 2005).

Es posible modificar la funcionalidad de las peliculas proteicas sometiendo a las proteinas
a distintos tratamientos (quimicos, fisicos y/o enzimaticos) previamente, durante o luego que se
formaron las peliculas, los que inducen cambios estructurales de la matriz, y en consecuencia en

sus principales propiedades:

i) Modificaciones de las formulaciones iniciales por tratamientos fisicos y/o quimicos: a modo
de ejemplo podemos mencionar tratamientos térmicos, con alta presion, irradiacién, hidrodlisis,
tratamiento con acidos o alcalis, adicion de iones metalicos, sales, agentes esterificantes, etc.
(Rangavajhyala y col., 1997; Krochta, 1997; Rhim y col., 2000; Foulk y Bunn, 2001; Tang y col.,
2005; Mauri y Afdn 2006 y 2008; Ghorpade y col., 1995; Koehler y col., 2010). Se sabe que el
tratamiento térmico induce reacciones de desnaturalizacion de las proteinas de soja, siendo mas
sensible a la accion de la temperatura la fraccion B-conglicinina que la glicinina. También han sido
detectadas reacciones de disociacion y, dependiendo de la concentracion de proteinas presentes
durante el tratamiento térmico, reacciones de agregacion (Hermansson, 1978; Yamauchi y col.,
1991; Sorgentini y col., 1995). Por su parte el tratamiento de estas proteinas en medio acido
conduce a la desnaturalizacién y disociacién selectiva de glicinina, sufriendo un menor efecto la B-
conglicinina (Koshiyama, 1972; Wagner y col. 1996; Puppo y Afodn, 1999). El tratamiento
combinado temperatura-medio acido induce modificaciones adicionales tales como hidrdlisis y
desamidacion (Matsudomi y col., 1985; Wagner y Guéguen, 1995). Todos estos cambios afectan
de manera pronunciada las propiedades funcionales que pueden exhibir las proteinas. Ha sido
demostrado que los cambios estructurales sufridos por las proteinas de soja, indicados
anteriormente, afectan su solubilidad, capacidad de absorcion de agua, viscosidad, capacidad de
emulsificacion y de formacion de espumas (Wagner y col., 1996, Kato y Nakai, 1980). En general
los cambios producidos en la estructura proteica inducen modificaciones en mayor o menor
medida en la funcionalidad de las peliculas resultantes, siendo mas significativos los efectos sobre

las propiedades mecanicas y solubilidad que sobre la permeabilidad al vapor de agua.
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ii) Modificacion de las condiciones de procesamiento: cambios en las condiciones de proceso
pueden conducir a la obtencion de materiales con distintas propiedades. Por ejemplo, durante el
secado de las peliculas, la humedad relativa (HR) del ambiente afecta el flujo de vapor de agua
desde la dispersion filmogénica pudiendo influenciar el tipo y la proporcidon de interacciones entre
cadenas de proteinas (Denavi y col., 2009). Foulk y Bunn (2001) observaron que el aumento en la
temperatura de termocompresion empleada incrementd la resistencia a la traccion y redujo la

permeabilidad al vapor de agua de peliculas de soja acetiladas.

i) Aplicacion de tratamientos fisicos y quimicos posteriores a la formacion de las peliculas: el
curado (tratamiento térmico) afecta sensiblemente las propiedades de las peliculas proteicas, en
general aumenta la resistencia a la traccion y la coloracion, a la vez que disminuye la elongacion, el
contenido de humedad y la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas resultantes (Gennadios
y col., 1996 y Rhim y col., 2000). Por otra parte, la irradiacion con rayos UV y gamma también
puede afectar a las proteinas provocando cambios conformacionales, oxidacidon de los
aminoacidos, ruptura de enlaces covalentes, formacion de radicales libres y reacciones de
recombinacion y polimerizacién (Urbain, 1977; Pateau y col., 1994). Ghorpade y col. (1995) y
Gennadios y col. (1998) lograron incrementar la resistencia a la traccion de peliculas proteicas
tratadas con radiacion gamma y UV, respectivamente. Tratamientos combinados de alta
temperatura y alta presion aumentan la resistencia mecanica de peliculas de soja (Kim y col,,

2002).

Comparados con los materiales plasticos sintéticos, los materiales proteicos presentan
excelentes propiedades barrera a gases (en particular al 0,), a los lipidos y a los aromas; pero
comunmente no muestran propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua satisfactorias
para aplicaciones practicas debido a su inherente hidrofilicidad, empobreciéndose estas
propiedades en condiciones de alta humedad (Krochta 1997; Cuq y col., 1998; Weber, 2000;
Gennadios, 2002; Bourtoom, 2008 y 2009; Dangaran y col. 2009; Zhang y Mittal, 2010). En
particular, las propiedades mecanicas de los materiales proteicos son generalmente objeto de
estudio ya que la importancia de esta propiedad radica en que una pelicula biodegradable debe
soportar la tensidon normal encontrada durante su aplicacion (en envasado de alimentos o usos
agricolas, por ejemplo) y posterior manipulacion para mantener su integridad y propiedades

barrera (Bourtoom, 2008). En lo que respecta a la susceptibilidad al agua que presentan las
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peliculas proteicas, debido a la naturaleza hidrofilica de estas macromoléculas, puede
considerarse como una de las caracteristicas mas desventajosas frente a ciertas aplicaciones y la
que mas las diferencia de los materiales derivados de los polimeros sintéticos mayormente
utilizados. El aumento de la resistencia al agua de estos materiales constituye uno de los objetivos
mas buscados en esta area de investigacion.

Respecto a las potenciales aplicaciones en packaging de alimentos, la caracteristica mas
beneficiosa de los materiales proteicos reside en su comestibilidad y su biodegradabilidad. Para
poder mantener la primera de dichas caracteristicas, todos los componentes (proteinas,
plastificantes y otros aditivos) empleados en |la formulacion de las peliculas deben ser ingredientes
de grado alimentario. Asimismo los procesos de fabricacion deben ser apropiados para la
elaboracion de alimentos (Krochta, 2002). Para que un material sea biodegradable, sus
componentes deben ser biodegradables. Es importante ademas que los productos de degradacion
sean ambientalmente seguros (de Vlieger, 2003). La cinética de biodegradacion del material
dependera del tipo de proteina (peso molecular, estructura) y de los aditivos usados (por ejemplo,
plastificantes, refuerzos, etc). De todas maneras, las proteinas se situan entre los polimeros de
mas rapida degradacion, no habiéndose observado efectos toxicos de las mismas, ni de sus

metabolitos al emplear ensayos de inhibicion microbiana.

1.6. Estrategias actuales en investigacion para ampliar la funcionalidad y aplicabilidad de las

peliculas proteicas

La aplicacion gradual de leyes que propendan al uso de materiales biodegradables y el
incremento en el interés de los consumidores de emplear productos que sean amigables con el
ambiente pueden traccionar en sentido de incrementar la difusion de peliculas proteicas (Petersen
y col., 1999). Si bien los materiales de base proteica presentan potencial, existen diversos aspectos
que aun deben ser resueltos para aumentar su difusion y que son foco de investigaciones en la
actualidad:

- avanzar en el procesamiento de estos materiales a mayor escala;
- obtener materiales con mejoras en sus propiedades (ej. compuestos, nanocompuestos,
activos);

- explorar nuevas aplicaciones especificas para este tipo de materiales.
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1.6.1. Procesamiento de los materiales proteicos

Como se menciond anteriormente, los materiales proteicos pueden obtenerse a partir de

procesos humedos y secos.

- Procesos humedos: estos procesos son utilizados principalmente a escala laboratorio e involucran
comunmente la disposicion de una solucion o dispersion proteica sobre un molde o soporte
seguida de la evaporacion del solvente (Guilbert y Cug, 2005; Hettiarachchy y Eswaranandam,
2005). Estos procesos tienen varias limitaciones que incluyen el pequefio tamano y la baja
capacidad de produccidn, los tiempos largos de proceso, y la eliminacidon de grandes cantidades de
solventes (dado que la relacion materia seca a solvente es baja y los sdlidos no superan el 10-12%
de la dispersion inicial) (Kozempel y Tomazula, 2004; Larotonda, 2007; Mauri y Afidn, 2012). Aun
asi, la obtencion de materiales por medio de esta tecnologia sigue siendo extensamente
estudiada, ya que existen antecedentes de escalado de este tipo de procesos en modo
semicontinuo, como el caso del tape casting o spread coating (Kozempel y Tomazula, 2004;
Larotonda, 2007; de Moraes y col., 2013). Ademas esta técnica es empleada generalmente para
recubrir otras superficies, como por ejemplo revestimientos de papel, o sobre semillas o

productos alimenticios (Guilbert, 1986; Krochta y col., 1994; Gennadios, 2002).

- Procesos secos: las propiedades termoplasticas de los biopolimeros se definen en relacion con la
teoria de la transicion vitrea. En estos procesos se combinan altas temperaturas, presiones, y
esfuerzos de corte, y bajos contenidos de humedad (o plastificantes) en intervalos cortos de
tiempo. Bajo estas condiciones, las proteinas pasan a través de la transicion vitrea formando una
masa gomosa a la que se le puede dar forma y estabilizar por enfriamiento y/o eliminando
plastificantes volatiles (Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008; Mauri y ARon, 2012). La
temperatura y el esfuerzo de corte provocan una gran reestructuracion del material proteico. Las
proteinas pueden procesarse desde el estado fundido por las técnicas convencionales de los
polimeros sintéticos, tales como moldeo por compresion, inyeccion y extrusién (Cunningham vy
col., 2000; Orliac y col., 2002 y 2003; Micard y col., 2001; Cuq y col., 1998; Foulk y Bunn 2001;
Zhang y col., 2001; Rouilly y col., 2006a y 2006b; Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008; Luecha y
col., 2010; Guerrero y col., 2011).
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Resulta importante conocer el comportamiento reoldgico de las proteinas en las
condiciones requeridas por los procesos secos. Las propiedades viscoeldsticas y de flujo de algunas
proteinas han sido extensamente estudiadas, pero existen pocos trabajos determinando la
viscosidad de las proteinas fundidas. En general la dependencia de la viscosidad de la proteina con
la temperatura, el esfuerzo de corte y el contenido de plastificante parece ser similar a la del
almiddn termoplastico (Redl y col., 1999b; Morgan y col., 1983; Della Valle y col.,, 1998). La
principal diferencia surge de la potencialidad de la proteina de entrecruzarse o reticularse de
manera termoestable por lo que se observa una dependencia compleja de la viscosidad de la
proteina con la historia tiempo-temperatura y el esfuerzo de corte. La historia térmica estaria
relacionada con la polimerizacién de proteinas, mientras que la historia del esfuerzo de corte seria
relevante para el proceso de depolimerizacién (Mauri y Afién, 2006). Asi por ejemplo, cuando se
plastifica gluten de trigo con glicerol se forma una fase maleable que se asemeja a una estructura
de sdlido viscoeldstico con un comportamiento pseudopldstico (Pommet y col.,, 2005). Las
propiedades reolégicas de gluten plastificado muestran que los principios de superposicién
tiempo-temperatura se pueden aplicar a este tipo de sistemas (Redl y col., 1999a). Sin embargo, el
rango de temperatura en el que es valido este principio es restringido, debido a que el polimero se
vuelve reactivo a temperaturas superiores a 60 °C induciéndose reacciones de entrecruzamiento
(Lefebvre y col., 2000; Domenek y col., 2002).

Si bien el moldeo por compresidn es valioso por su simplicidad y capacidad de producir
productos de gran tamanio, los procesos de extrusion e inyeccidn son los métodos preferidos para
la produccion envases. Estas tecnologias permiten obtener, por ejemplo, materiales compuestos,
peliculas para usos agricolas, u objetos moldeados tales como contenedores desechables de
alimentos, aislantes térmicos, bolsas de residuos, macetas y bandejas, entre otros. Si bien el uso
de estas tecnologias para la formacién de materiales a partir de proteinas de girasol, soja, gluten,
del suero de leche y miofibrilares ha sido estudiado (Orliac y col., 2002 y 2003; Micard y col., 2001;
Cuqg vy col., 1998; Foulk y Bunn 2001; Mungara y col., 2002), su aplicacidon todavia no ha sido
explotada comercialmente.

Las condiciones y técnicas de procesamiento determinan las propiedades de las matrices
proteicas resultantes y con ello de su comportamiento (Debeaufort y col., 1998; Denavi y col.,
2009). En este sentido, resulta fundamental seguir avanzando en investigacion en el andlisis de
estas técnicas de procesamiento. En este trabajo de Tesis se intentara avanzar en las técnicas de

procesamiento mediante técnicas hiumedas.
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1.6.2. Materiales compuestos de matriz proteica

La formacion de materiales compuestos propende a combinar a la proteina con otro
material a fin de obtener uno nuevo que comparta las ventajas de cada componente y minimice
las desventajas que presentan cada uno de ellos por separado. Se han estudiado distintos tipos de

materiales compuestos a partir de:

-mezcla de proteinas de distinto origen (Cao y col., 2007; Denavi y col., 2009; Ghanbarzadeh y

Oromiehi, 2009; Monedero y col. 2010);

-mezclas de proteinas con otros polimeros (blends): varios autores han estudiado la formacion de
peliculas mediante mezclas de proteinas con otros polimeros, ya sea naturales o sintéticos con el
interés de mejorar las propiedades mecanicas y/o de barrera, asi como facilitar el procesamiento
de las peliculas proteicas. Asi se ha estudiado la formacion de materiales a partir de proteinas con
otros biopolimeros tales como quitosano (Ferreira y col., 2009), alginato, pectinas y carragenatos
(Coughlan y col., 2004), almiddén (Gonzalez-Gutierrez y col., 2010; Arvanitoyannis y col., 1998),

metilcelulosa (Zuo y col., 2009);

—mezclas de proteinas con polimeros biodegradables sintéticos: como acido polilactico (Rhim y
col., 2007), policaprolactona (Choi y col., 2006; Hong y col., 2009), polivinilalcohol (Maria y col.,
2008; Limpan y col., 2010; Su y col., 2010) e incluso a partir de proteinas y polimeros sintéticos

como polietileno y polipropileno (Hong y Krochta, 2006);

-mezclas de proteinas con lipidos: que intenta reducir la susceptibilidad al vapor de agua. Esto da
origen a dos tipos de materiales compuestos. El primer grupo son los materiales laminados, en los
cuales el lipido constituye una capa separada de la proteica. Estos materiales en general se forman
depositandolos sobre la pelicula proteica a partir del fundido o a partir de una solucién que lo
contenga (también llamados bicapa). El tipo restante de materiales compuestos de proteinas y
lipidos son los denominados emulsionados, en los que la fase lipidica se encuentra dispersa en la
matriz proteica. Las ceras han sido las que han contribuido en mejor manera a mejorar las

propiedades de los materiales proteicos (Debeaufort y col., 2000; Quezada Gallo, 2000). Denavi y
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col. (2005) estudiaron la formacion de peliculas compuestas en base a proteinas de soja y cera de
abeja, bicapa y emulsionadas. Los autores observaron que si bien las peliculas emulsionadas se
formaban en una sola etapa, las bicapa presentaron mejores propiedades mecanicas y de barrera
al vapor de agua. También se ha estudiado la formacidon de peliculas proteicas con otros tipos de
lipidos tales como acidos grasos, aceites esenciales y sus mezclas (Atares y col., 2010; Monedero y

col., 2009; Zahedi y col., 2010; Salgado y col., 2013);

—adicion de refuerzos: las fibras celuldsicas naturales, como las de lino, yute, ramio, canamo, sisal,
y anana, han atraido la atencidon como refuerzos para materiales compuestos, debido a que
poseen un modulo especifico relativamente alto, son renovables, livianas, biodegradables y tienen
bajo costo (Bledzki y Gassan, 1999; Mohanty y col, 2000; Wambua y col., 2003). Se lograron
mejorar las propiedades mecanicas y de barrera al combinar proteinas con fibras celuldsicas
largas, cortas y microcristalinas, orientadas o no (Liu y col., 2004 y 2005; Salgado y col. 2008;
Pateau y col., 1994; Kumar y Zhang, 2009), con lignosulfonatos y lignina (Huang y col., 2003), e
incluso con fibra de vidrio (Beg y col., 2005).

El area de materiales proteicos compuestos en investigacion, si bien ha sido explorada tal
como los antecedentes anteriormente mencionados lo indican, requiere ain de avances en
investigacion, priorizando a aquellos de naturaleza biodegradable obtenidos de recursos
renovables, y aplicables en tecnologias de envasado de alimentos. Bajo estas premisas, algunos de

ellos seran estudiados en este trabajo de Tesis.

1.6.3. Materiales nanocompuestos

Los materiales nanocompuestos son una nueva generacion de materiales compuestos en
los que el material de refuerzo tiene al menos una de las dimensiones en escala nanométrica (1-
100 nm), por lo que se los denomina nanorefuerzos. Es de esperar que los materiales
nanocompuestos resultantes exhiban mejores propiedades mecanicas y de barrera, estabilidad
térmica, resistencia quimica y apariencia superficial (Giannelis, 1996), aun con niveles de carga
bajos (~ 5-10%), inferiores a los usados en la formacion de materiales compuestos tradicionales.
Este comportamiento es posible debido al gran area superficial que presentan las nanoparticulas

(Rhim y Ng, 2007; Zhao y col., 2008), que le permiten interaccionar fuertemente con la matriz
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polimérica. Esto resulta en reducciones de pesos para igual comportamiento (importante para
varias aplicaciones como la militar o la espacial), mayor resistencia para dimensiones estructurales
similares, y en mejoras en el comportamiento barrera para iguales dimensiones.

Una de las clasificaciones mas empleadas de los nanorefuerzos es la que tiene en cuenta el
numero de dimensiones en el rango nanométrico de los materiales de relleno dispersados (Condés

y col., 2015). Bajo este criterio, se pueden clasificar en:

i) nanoparticulas isodimensionales: cuando tres dimensiones son del orden de los
nanémetros, como las nanoparticulas esféricas de silice, nanoclusters semiconductores y las
nanoparticulas metalicas (Vladimirov y col., 2006; Herron y Thorn, 1998). Estas nanoparticulas
muestran generalmente un efecto refuerzo moderado debido a su baja relacion de aspecto, pero
son usadas para mejorar la resistencia a la inflamabilidad y para disminuir la permeabilidad y/o los

costos del material nanocompuesto resultante;

ii) particulas alargadas: cuando estan presentes dos dimensiones en la escala nanométrica y
una tercera dimension es mas grande, como los nanotubos de carbono o las nanofibras de
celulosa, que se han estudiado ampliamente como rellenos de materiales nanocompuestos

otorgando propiedades excepcionales (Calvert, 1997; Siqueira y col., 2010);

iii) particulas en capas: cuando sélo poseen una dimensién en el intervalo nanométrico. En
este caso, la carga esta presente en forma de laminas de uno a unos pocos nanémetros de espesor
y cientos de miles de nanémetros de largo, como los cristales o arcillas en capas (Ojijo y Sinha Ray,

2013).

Como las dimensiones alcanzan el nivel nanométrico, las interacciones entre las interfaces
son en gran medida mas intimas lo que puede provocar una importante mejora en las propiedades
de los materiales. En este contexto, la relacion area de superficie-volumen de los refuerzos
empleados en la preparacion de materiales nanocompuestos es crucial para entender sus
relaciones estructura-propiedad (McCrum vy col., 1996). En general, la relacion area de superficie-
volumen es mayor para los nanorefuerzos laminados y las nanofibras, lo que explica que pueden
producir un efecto refuerzo superior al de las nanoparticulas isodimensionales. A su vez, entre

estos dos nanorefuerzos, los laminados poseen mayor area, lo que sugiere que las nanofibras son
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mas facilmente incorporadas en un material nanocompuesto al tener menos superficie de
contacto que los laminados (Gusev, 2001).

La diversidad de nanorefuerzos existentes es muy elevada. Se han incluido en matrices
biopoliméricas el uso de nanoparticulas metalicas, nanoarcillas, nanotubos de carbono,
nanoparticulas derivadas de polisacaridos (como las nanoparticulas de almiddn y las nanofibras de
celulosa), nanocristales de distinto origen, el grafeno, y nanorellenos organicos, entre otros (Ojijo
y Sinha Ray, 2013; Fama y col., 2011; Pan y col., 2011; Hong y col., 2005; Mihindukulasuriya y col.,
2014). Al igual que en los materiales compuestos, el area de materiales nanocompuestos esta en
intensa investigacion y los trabajos se focalizan principalmente en formular materiales eco-
compatibles. Algunos de los refuerzos de interés siguiendo esa linea son las nanoarcillas y los
derivados de polisacaridos. A continuacion se describen con mayor detalle las nanoarcillas

(particularmente la montmorillonita, MMT), y los nanorefuerzos derivados de la celulosa.

i) Montmorillonita: la montmorillonita (MMT) es una nanoarcilla abundante, econdmica y
amigable con el medio ambiente. Ha sido empleada en varios estudios en los que su agregado ha
logrado mejorar la performance de materiales de matriz proteica de soja (Kumar y col., 2010;
Echeverria y col., 2014), gluten (Tunc y col., 2007; Cho y col., 2010; Guilherme y col., 2010),
proteinas de suero de leche (Hedengvist y col., 2006) y gelatina (Rao, 2007). La principal razon por
la cual estas nanoarcillas mejoran las propiedades de los polimeros son las interacciones
superficiales fuertes entre la matriz polimérica y la carga (Chen y col., 2002). Estan compuestas por
capas de silicatos que generalmente tienen grosores del orden de 1 nm y grandes superficies (10-
1000 nm), por lo que auin usando bajas proporciones de cargas al dispersarlos bien en la matriz se

generan mayores superficies de contacto que otros compuestos convencionales.

ii) Nanorefuerzos derivados de la celulosa: los nanorefuerzos derivados de polisacaridos, y en
particular de la celulosa, generan una buena alternativa para la formulacion de materiales
nanocompuestos (Lavoine y col., 2012). Dentro de estos nanorefuerzos, las nanofibras de celulosa
(MFC), también conocidas como celulosa microfibrilada, han logrado mejorar las propiedades
mecanicas y de barrera de distintas matrices biopoliméricas (Pereda y col, 2010; Siqueira y col.,
2010; Sird y col., 2010; Klemm vy col., 2011; Lavoine y col., 2012; Abdul Khalil y col., 2014; Kumar y
col., 2014; Mihindukulasuriya y col., 2014).
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Varios autores han reportado para casi todo tipo de biopolimeros con la adicion de
diferentes nanoparticulas, mejoras en las propiedades mecanicas, incrementando el madulo
elastico y la resistencia a la rotura y disminuyendo la elongacion a la rotura en ensayos de traccion.
Por ejemplo, nanocompuestos de MMT y almidén o proteinas de soja, nanocilindros celulosa y
PLA, nanotubos de carbono y PCL, o nanoparticulas de almiddn y caucho natural (Huang y Yu,
2006; Echeverria y col., 2014; Petersson y col., 2007; Chrissafis y col., 2007; Angellier y col., 2005a,
2005b y 2006). En cuanto a las propiedades de barrera de los nanocompuestos se ha encontrado
reducir, en algunos casos en gran medida, las permeabilidades a los gases y al vapor de agua. La
incorporacion de nanorellenos, especialmente nanoarcillas y nanoalmidones en la matriz
polimérica puede conducir a una mejora en esas propiedades de barrera (Sinha Ray y Okamoto,
2003 a y b; LeCorre y col., 2010). La misma se explica por un incremento en la trayectoria que
deben recorrer las moléculas de gas para difundir a través de la matriz nanorellena. El esquema
que se muestra en la Figura 1.2 ilustra este efecto. A partir de esto se comprende que las
propiedades de barrera de los materiales biopoliméricos nanocompuestos dependeran tanto de la
relacion de aspecto de los nanorellenos como de su orientacion y dispersion en la matriz

polimérica (Bharadwaj, 2001).

Figura 1.2. Representacion del efecto barrera como un camino tortuoso que una molécula debe atravesar
en un material nanocompuesto (Mihindukulasuriya y col., 2014).

Las cargas también tienen un efecto sobre la movilidad-cristalinidad de la cadena de la
matriz de polimero que conduce a la reduccion de la permeacion. Por lo tanto, tanto los cambios
de cristalinidad y la presencia de un camino tortuoso tienen que ser tomadas en cuenta al analizar
el efecto de nanocargas en la permeabilidad de los nanocompuestos (Reddy y col., 2013). La

mejora de la permeabilidad a los gases de nanocompuestos con arcillas depende en gran medida
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del tipo de arcilla, de las dimensiones de las sus laminas y de la estructura de los nanocompuestos
(Reddy y col.,, 2013). Las mejoras mas significativas se asocian a arcillas exfoliadas en
nanocompuestos. Estas mejoras en las propiedades de barrera al agua han sido reportados por
ejemplo para nanocompuestos preparados a partir de almidén termoplastico y arcilla, acetato de
celulosa vy arcilla, o almiddn y las nanofibras de celulosa (Park y col., 2003 y 2004; Dufresne y col.,
2000). Mejoras para las propiedades de barrera al oxigeno debido la adicién de nanocargas se han
reportado para los diferentes sistemas nanocompuestos de bioplasticos, por ejemplo para PLA o
PHB se han afiadido nanoarcillas (Rhim y Ng, 2007; Thellen y col., 2005; Sdnchez-Garcia y Lagaron,
2010).

Las propiedades épticas son también una caracteristica importante de los polimeros. En
general, los polimeros amorfos son transparentes en el rango visible (Trotignon y col., 1989). La
incorporacién de refuerzos en nano-niveles puede tener efecto significativo en las caracteristicas
de transparencia y opacidad de las peliculas. La adicién de pequeias cantidades de nanocargas
podria mantener la transparencia del polimero a pesar de ser suficiente para generar una mejora
significativa en otras propiedades (Bharadwaj y col., 2002).

Respecto a la biodegradabilidad de los materiales biopoliméricos nanocompuestos, el
aumento o la conservacién de la biodegradabilidad por la adicién de nanocargas podria deberse a
diferentes causas dependiendo de la naturaleza del material y de la nanocarga. Por ejemplo, Tetto
y col. (1999) probaron la biodegradabilidad de los nanocompuestos de PCL y arcilla y observaron
una biodegradabilidad mejorada que podria atribuirse a la funcién catalizadora de la arcilla
organica durante el proceso de biodegradacién. Sin embargo, Sinha Ray y col. (2003a y b)
concluyeron que la biodegradabilidad de nanocompuestos de PLA vy arcillas mejord
significativamente en comparacién con el PLA puro, debido a la presencia de grupos terminales
hidroxilados de borde en las capas de arcilla. En otros casos se ha descripto una disminucién de la
biodegradabilidad como consecuencia de la adicién de nanocargas. Nanocompuestos preparados
con poli-(succinato de butileno) o PBS y arcilla orgdnica mostraron una disminucion de la
biodegradabilidad que se asocié con la mayor dificultad de los microorganismos de atacar estos
materiales (Lee y col.,, 2002). Rhim y col. (2007) concluyeron que la disminucion de la
biodegradabilidad de los materiales nanocompuestos de arcilla orgdnica-PBS se asocié a la
actividad antimicrobiana del grupo amonio cuaternario presente en la arcilla modificada. Las
nanoparticulas pueden ademds tener efectos opuestos (degradacion o la estabilizacién)

dependiendo de las condiciones ambientales y de procesamiento.
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La incorporacidén de nanoparticulas en matrices de polimeros debe estar dirigida a lograr
una buena distribucion de las nanoparticulas en la matriz polimérica superando asi la tendencia de
la aglomeracion de estas particulas con gran area superficial. La dispersion de las nanoparticulas
dentro de la matriz polimérica durante el procesamiento depende de: (i) la afinidad quimica del
polimero y las nanoparticulas; y (ii) las condiciones de procesamiento. Para el caso de
nanorefuerzos laminares, en particular montmorillonita las posibilidades de interaccion del
polimero con el nanorefuerzo pueden dar lugar a la formacion de tres posibles tipos de

nanocompuestos que se esquematizan para la misma en la Figura 1.3.

Capas de arcilla gj q df %?J

A. Tactoide B. Intercalado C. Exfoliado

Figura 1.3. Diagrama de los tres posibles tipos de nanocompuestos formados por polimero-montmorillonita:
tactoide, microcompuesto de fases separadas (A); nanocompuesto intercalado (B); nanocompuesto
exfoliado (C) (Condés y col., 2015).

En general las mejoras en las propiedades se encuentran asociadas con un alto grado de
intercalacion-exfoliacion del nanorefuerzo en la matriz biopolimérica. Aunque otras técnicas de
preparacion, como electrospinning y procesamiento en condiciones supercriticas han ganado
recientemente su interés, hay tres técnicas principales para la preparacion de nanocompuestos

que permitirian obtener nanoestructuras intercaladas y/o exfoliadas (Ojijo y Sinha Ray, 2013):

i) Intercalacion en solucion: basado en un sistema disolvente en el que se dispersan el
polimero y las nanoparticulas. Tipicamente, ambos componentes son hidratados por separado y se
dispersan en el mismo o diferente disolvente antes de ser mezclados. A veces se incorporan
técnicas de dispersion tales como el sonicado para favorecer la dispersion de nanoparticulas.
Finalmente, cuando se evapora el disolvente, las interacciones entre el nanorelleno y el polimero

resultan en un nanocompuesto. La principal ventaja de este método es que los nanocompuestos
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intercalados pueden ser sintetizados en base a polimeros con baja o incluso nula polaridad. Sin
embargo, este método es dificil de aplicar en la industria debido los problemas asociados al uso de

grandes voliumenes de solventes (Alexandre y Dubois, 2000; Beyer, 2002);

ii) Intercalacion in-situ: en el que las nanoparticulas se incorporan dentro de la solucion
conteniendo al mondmero, seguido por la etapa de polimerizacién que se inicia ya sea mediante

calor, radiacion u otro iniciador;

iii) Intercalacion en fundido: las nanoparticulas se mezclan con la matriz de polimero en el
estado fundido. El proceso consiste en calentar la mezcla por encima del punto de ablandamiento
del polimero, de forma estatica o bajo cizallamiento. Este método es seguro para el medio
ambiente, ya que no requiere el uso de disolventes y es compatible con los procesos industriales
actuales, tales como moldeo por extrusién e inyeccion. También permite el uso de biopolimeros
inadecuados para la polimerizacion in situ, o que no pueden disolverse en las condiciones
requeridas para dispersar las nanoparticulas. Sin embargo, en el caso de los bionanocompuestos,
la fuerza de cizallamiento mecanico o la temperatura aplicada durante el procesamiento pueden
degradar ciertos biopolimeros y nanocargas organicos. Por ejemplo, se ha informado que si las
condiciones no estan bien controladas, el acido polilactico (PLA) puede sufrir degradacion térmica,
oxidativa e hidrolitica durante el procesamiento, lo que disminuye su peso molecular (Ojijo y Sinha

Ray, 2013).
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Figura 1.4. Técnicas principales para la preparacion de nanocompuestos, en particular montmorillonita
(Condés y col., 2015): polimerizacion in situ; intercalacion en solucion; intercalacion en fundido.

La seleccion de cualquiera de las técnicas depende del tipo de biopolimero involucrado y
en gran medida, de la nanoparticula en cuestidn, Es esencial la optimizacion de las condiciones de
procesamiento para tener nanoparticulas bien dispersadas garantizando al mismo tiempo la

integridad estructural y efectos adversos minimos sobre de las mismas.

1.6.4. Peliculas activas

Las peliculas proteicas pueden actuar como vehiculos de distintos aditivos que pueden
otorgar una propiedad adicional. En packaging de alimentos, una pelicula activa es aquella que
ademas de poder contener a un alimento envasado, aporta a mejorar o mantener la calidad,
estabilidad y seguridad del mismo mediante la interaccién deliberada entre la pelicula usada de
envase o componentes de la misma con el alimento o su entorno. Para ello, se debe tener en
cuenta ademas de las caracteristicas fisicas del alimento (si son sdlidos, liquidos, secos, humedos,

grasos, magros, etc.), cuales son los principales mecanismos involucrados en su deterioro (Brody y
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col., 2001). Variables como la actividad acuosa (a,,), pH, temperatura, composicion de la atmdsfera
del entorno, y vida atil podrian permitir disefiar peliculas activas para cada tipo de alimento.

Dependiendo de la naturaleza del aditivo incorporado, las peliculas activas resultantes
pueden tener diferentes funciones. La accidn de la pelicula puede darse por contacto directo con
el alimento, o bien por la liberacién de compuestos en forma gaseosa. Dentro de los aditivos
empleados, existen los que otorgan a las peliculas propiedades antimicrobianas (benzoatos,
sorbatos, nisina, natamicina, timol, entre otros), o propiedades antioxidantes (como el
butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA)) (Dawson y col., 2003; Franssen y col., 2004;
Seacheol y Krochta, 2007; Jongjareonrak y col., 2008; Sivarooban y col., 2008; Ozdemir y Floros,
2008; Gomez-Estaca y col., 2009 a; Pintado y col., 2009; Rossi-Marquez y col., 2009; Zhang y col.,
2010; Leerahawong y col., 2011, Gonzalez y col., 2013). Se ha reportado también la incorporacion
de vitaminas, microorganismos probiéticos, flavors y colorantes (Han y col., 2007; Gémez-Estaca y
col., 2009 a; Giménez y col., 2012). Resulta interesante en este contexto, la potencial formulacidn
de peliculas activas en las que estén presentes captores de etileno y oxigeno, absorbedores y
emisores de didxido de carbono, removedores de humedad y de olores, emisores de olores, entre
otros, aunque ésta es un area mas reciente. En la actualidad se observa un renovado interés en la
utilizacion de aditivos provenientes de fuentes naturales, como por ejemplo algunos compuestos
fendlicos con actividad antioxidante, extractos vegetales como disolventes en la formacion de las
peliculas, hidrolizados proteicos con propiedades bioactivas, aceites esenciales que poseen
propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Oussalah y col., 2004; Gigbilmez y col., 2007;
Goémez-Estaca y col., 2009 a y b; Atarés y col., 2010; Gemili y col., 2010; Norajit y col., 2010;
Siripatrawan y Harte, 2010; Zhang y col., 2010; Salgado y col., 2010 y 2011). Estos compuestos,
ademads de ampliar la funcionalidad de las peliculas proteicas, pueden modificar las propiedades
fisicoquimicas de los materiales debido a que también podrian actuar como agentes
entrecruzantes o plastificantes (Orliac y col., 2002; Ou y col., 2005; Giménez y col., 2009; Salgado y
col., 2010y 2011).

Los principales avances en el campo de las peliculas activas han logrado sugerir
aplicaciones como materiales de envasado y/o recubrimientos en alimentos, en donde los aditivos
incorporados podrian al ser retenidos en la superficie de los alimentos mejorando la estabilidad y
la seguridad de los mismos (Freitas y col., 2013; Mehyar y col., 2014). En vegetales se ha estudiado
por ejemplo la incorporacidn de sorbato de potasio en formulaciones de almidén aplicadas sobre

frutillas para reducir el crecimiento microbiano (Garcia y col., 1998). Otras investigaciones han
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evaluado el uso de: recubrimientos de hidroxipropilmetilcelulosa con etanol, para inactivar
Salmonella montevideo en tomates (Zhuang y col., 1996); enzimas antimicrobianas tales como la
lisozima incorporadas en recubrimientos de quitosano para controlar Escherichia coli y
Streptococcus faecalis (Park y Zhao, 2004); aceites esenciales como antimicrobianos naturales
(Novaes Azevedo y col., 2014). Swenson y col. (1953) mostraron que recubrimientos con pectato o
zeina conteniendo butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) y acido citrico redujeron la
rancidez de nueces; antioxidantes como el acido ascérbico se han incorporado en recubrimientos
comestibles para reducir el pardeamiento enzimdtico en champifiones trozados (Nisperos-
Carriedo y col, 1992); recubrimientos de goma xantica conteniendo a-tocoferol mejoraron la
calidad nutricional y redujeron los cambios en el color superficial de zanahorias baby peladas (Mei
y col.,, 2002). También se han incorporado potenciadores de textura. Hernandez-Mufioz y col.
(2008) observaron que la adicion de gluconato de calcio (1%) para la formulacion de
recubrimientos de quitosano aumento la firmeza de frutillas refrigeradas. Si bien también pueden
afadirse saborizantes, colorantes, nutrientes y compuestos bioactivos para mejorar la calidad
sensorial de los productos, las publicaciones sobre estas aplicaciones son menos frecuentes (Park y
Zao, 2004; Han y col., 2005).

Por otro lado, se ha observado que la presencia de los nanorefuerzos modifica las
propiedades de transferencia a través de las matrices proteicas (Tunc y col., 2007). Teniendo en
cuenta esta observacién se podria pensar que los sistemas nanocompuestos podrian modular la
liberacion de moléculas activas (incorporadas a la formulacién) debido a diferencias en la
estructuracion de la red de proteinas provocada por la presencia de esos refuerzos y al incremento
de la tortuosidad del camino a recorrer, reduciendo la velocidad de difusidon. Asi, resulta
interesante el estudio de sistemas de liberacién controlada, ya que dependiendo del activo se
podria realizar tratamientos prolongados o liberaciones iniciales, como sea necesario en cada
caso. Por ejemplo, empleando materiales proteicos nanoreforzados y aditivados con diferentes
principios activos, varios autores evidenciaron efectos modulatorios en la liberacién de los mismos
a partir del agregado de nanoarcillas o fibras en las formulaciones (Mascheroni y col., 2010;
Quilaqueo Gutiérrez y col., 2012; Giménez y col., 2012; Echeverria 2012). Otros estudios mas
recientes han resultado novedosos, como el de Gonzélez y col. (2015) en donde se evalud la
liberacion de timolol maleato (una droga de uso oftalmoldgico) a partir de materiales formados
por proteinas de soja y distintas cantidades de un agente entrecruzante natural y no citotéxico

(genipina), recubiertos y sin recubrir por acido polilactico. Estos autores realizaron evaluaciones in
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vitro e in vivo (empleando conejos) de la liberacion de la droga, y pudieron demostrar efectos de
liberacion en tiempos prolongados de 24 h en algunos tratamientos. Este tipo de estudios
aplicados en sistemas de envase activo requieren que se sigan investigando para seguir avanzando
en esta area, involucrando diferentes estrategias para lograr disenar peliculas proteicas activas
exitosas. Es importante destacar que la presencia de un activo determinado en una pelicula
empleada en un envase o como un recubrimiento, no necesariamente conducira al éxito de la
aplicacion. Por lo tanto resulta necesario evaluar a los materiales en sistemas reales de produccién

y almacenamiento.

1.6.5. Materiales proteicos en packaging o envasado de alimentos

Las proteinas, especialmente aquellas de menor costo por ser extraidas de recursos
agropecuarios renovables o de subproductos industriales, se muestran como una alternativa con
potencial para suplantar a los materiales sintéticos no degradables especialmente en aplicaciones
de vida corta en la que la tasa de utilizacion es elevada, como es el caso de los envases y/o
recubrimientos de alimentos (Gennadios, 2002), o en aplicaciones no comestibles en donde la
biodegradabilidad es un valor preciado, como son los plasticos para la agricultura.

Las propiedades diferenciales que presentan los materiales formulados a partir de
proteinas, aun sus aparentes desventajas, pueden ser utilizadas con diferentes fines. Asi por
ejemplo, la solubilidad en agua o la sensibilidad al agua de este tipo de materiales es una ventaja
en la formulacion de sachets solubles (menos perceptibles en la boca) o en la formulacion de
materiales activos donde la capacidad de embeber agua es usada para inducir un cambio drastico
en las propiedades del material, o para liberar un compuesto activo (Ortiz y col., 2013). La alta
selectividad a gases de las peliculas proteicas es particularmente interesante para el desarrollo de
envases con atmodsfera modificada destinados a empaques para quesos (para controlar la
proliferacion de la microflora) y para frutas y vegetales frescos (para controlar la velocidad de
respiracion) (Guilbert y col., 1996; Barron y col., 2002). Se ha mostrado que la aplicacion de
recubrimientos proteicos sobre algunos alimentos antes del fritado, permite aumentar la
retencion de jugos vy flavors naturales, mejorar la textura y apariencia, y principalmente reducir la
migracion de agua y la absorcidn de aceite, dandole una respuesta a los consumidores que
demandan por productos fritos con bajo contenido de aceite y buenas caracteristicas

organolépticas (Rayner y col., 2000; Albert y Mittal, 2002).
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Por otro lado, existen también numerosas aplicaciones potenciales en el campo no
alimentario. En agricultura por ejemplo, las peliculas pueden ser empleadas como mulching (para
evitar crecimiento de malezas en algunos cultivos) o para tuneles bajos (por ejemplo para cultivos
de frutillas), pero también como recubrimientos de semillas, o para la liberacién de productos
agroquimicos (Guilbert y Gontard, 1995). La aplicacion de materiales biodegradables en
agricultura intensiva, es de suma importancia debido a la dificultad que implica la gestion de
residuos plasticos en las zonas rurales o donde se encuentran los invernaderos. Las formulaciones
en base a proteinas, también podrian ser usadas en la industria del papel o del plastico, a través de
la modificacién de las propiedades de estos materiales por formacion de recubrimientos proteicos

sobre su superficie (Han y Krochta, 1999 y 2001).
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2. OBIJETIVOS

En este trabajo de Tesis se realizo:

- el estudio del uso de nanorefuerzos en conjunto con aditivos que otorgan alguna otra
propiedad adicional:

i) nanoarcillas (MMT) y colorantes.

ii) nanofibras de celulosa y aceite esencial de clavo de olor con capacidad de activar a las peliculas

con actividad antioxidante y antimicrobiana.

- el desarrollo de materiales proteicos y compuestos por tape casting, como técnica de

escalado de procesos humedos.

- la evaluacion de algunas aplicaciones que surgen de aprovechar las desventajas que
presentan estos sistemas para otros usos, por ejemplo la absorcidon de agua de las peliculas en
base a proteina para facilitar la liberacion de principios activos en tratamientos de alimentos en el

envase.

En este marco se plantearon siguientes objetivos generales y particulares:

2.1 Objetivo general

Estudiar distintas alternativas para mejorar la funcionalidad y aplicabilidad de peliculas en
base a proteinas de soja como envases de alimentos, combinando estrategias de formulacion y
procesamiento y analizando algunas aplicaciones especificas, donde las desventajas de los

materiales para otros usos se aprovechan como aspectos de utilidad.
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2.2 Objetivos especificos

- Determinar la influencia del agregado de montmorillonita (MMT) y colorantes a
formulaciones en base a proteinas de soja sobre las propiedades fisicas y quimicas y el
comportamiento en algunas condiciones particulares de uso (contacto directo con agua y bajo

suelo) de las peliculas proteicas y nanocompuestas resultantes, obtenidas por casting.

- Evaluar la obtencidon de nanofibras de celulosa a partir de fibras de formio por
tratamientos mecanicos (celulosa microfibrilada), determinar el efecto que causa su adicidon a
matrices proteicas de soja y analizar la activacion de los sistemas nanocompuestos con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas a través del agregado de aceite esencial de clavo de

olor a las formulaciones.

- Analizar el procesamiento de peliculas proteicas y compuestas en base a proteinas de
soja por tape casting como estrategia de escalado en la produccion de estos materiales,
evaluando la influencia de las condiciones de secado (temperatura y método de secado), del
agregado de fibras celuldsicas y de ceras emulsionadas sobre las propiedades fisicoquimicas de las

peliculas resultantes.
- Determinar la potencial aplicacion de peliculas proteicas de soja como sistemas
contenedores-liberadores de principios activos para llevar a cabo tratamientos de poscosecha en

vegetales enteros o minimamente procesados durante su transporte o distribucion:

i) pads contenedores-liberadores de 1 metilciclopropeno (1-MCP, inhibidor de la accion de

etileno) para extender la vida util de frutos de tomate, y

ii) matrices liberadoras (generators) de dioxido de azufre (SO,) por activacion de las

peliculas con sulfito de sodio para retrasar el pardeamiento enzimdtico en frutas y hortalizas.
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3. Peliculas proteicas de soja nanoreforzadas con montmorillonita y

adicionadas con colorantes

3.1. Introduccion

La montmorillonita (MMT) es un mineral arcilloso en capas que pertenece a la familia de

los silicatos con capas 2:1 o filosilicatos (Grim y col., 1960). La estructura cristalina general de los

filosilicatos consiste en dos capas donde una lamina octaédrica con un atomo central de aluminio

o magnesio esta unida por los extremos a dos tetraedros externos de silice, de modo que los iones

oxigeno de la lamina octaédrica también pertenecen a las laminas del tetraedro. El espesor de la

capa es de aproximadamente 1 nm y las dimensiones laterales de estas capas varian de 30 nm a

varias micras, dependiendo del tipo particular de silicato. Estas capas se organizan formando

apilamientos con un espaciado de van der Waals entre estas conocidos como interlaminas o

galerias (Figura 3.1). La sustitucion isomorfica dentro de las capas (por ejemplo Mg** o Fe** en

3 ;. , . 3 44 r. . .
lugar de Al™ en la lamina octaédrica, o Al en lugar de Si** en la |ldmina tetraédrica) genera cargas

negativas que se compensan con cationes alcalinos y alcalino térreos hidratados (por ejemplo Na*,

K* o Ca*?) situados en el interior del espacio interlaminar.
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Figura 3.1. Estructura general de los 2:1 filosilicatos (Echeverria, 2012).
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Superficialmente los filosilicatos poseen una moderada carga negativa conocida como
capacidad de intercambio catidnico (CIC), que se expresa generalmente en meqg/100 g. En los
filosilicatos naturales, los cationes del espacio interlaminar son generalmente Na* o K hidratados,
mostrando propiedades hidrofilicas de superficie. En este estado natural, estos silicatos son mas
compatibles con polimeros de naturaleza hidrofilica, como las proteinas. En los casos en que se
requiere la compatibilidad de este tipo de silicatos hidrofilicos con polimeros hidrofébicos, existe
la posibilidad de modificarlos a través de reacciones de intercambio idnico con cationes de
alquilamonio, cationes surfactantes, etc. Estos cationes orgdnicos disminuyen la energia superficial
del silicato, logrando asi un espaciado mayor entre las capas. Asimismo pueden contener grupos
funcionales que reaccionan con el polimero mejorando la interaccidon polimero-silicato (Ray y
Okamoto, 2003).

Como se describié en la introduccion general, es posible obtener tres tipos de compuestos
cuando el polimero y la arcilla se asocian: tactoides o aglomerados cuando el polimero es incapaz
de intercalarse entre las capas de arcilla, obteniéndose un compuesto de dos fases con
propiedades similares a las de un microcompuesto; intercalados, cuando la insercién de las
cadenas poliméricas en la estructura de los silicatos ocurre en fases cristalograficas regulares
independientemente de la proporcién de cargas y con una distancia repetitiva de unos pocos
nandmetros, y exfoliados cuando las capas de los silicatos son separadas en la matriz polimérica y
la distancia promedio entre ellos depende del nivel de carga. Para el desarrollo exitoso de los
nanocompuestos en base a polimero-arcilla hay que lograr un alto grado de intercalacién-
exfoliacién del silicato en capas en la matriz polimérica (Alexandre y Dubois, 2000). La posibilidad
de dispersar la MMT en la matriz proteica depende del proceso utilizado para la preparacién del
nanocompuesto, asi como de la afinidad entre las proteinas y la arcilla. La principal razén por la
cual las nanoarcillas mejoran las propiedades de los polimeros son sus interacciones superficiales
fuertes con la matriz (Chen y col., 2002). Entre ellas pueden mencionarse una mayor resistencia a
la ignicidn, estabilidad térmica, resistencia mecdnica y modulo elastico, mayor claridad, mejores
propiedades barrera, menor absorcién de agua y densidad.

En una tesis doctoral realizada previamente en nuestro laboratorio (Echeverria, 2012) se
estudid la formacién de peliculas en base a aislado proteico de soja (SPI) y MMT por distintas
tecnologias de procesamiento: casting, spread coating y termocompresion, analizando el efecto
de algunas variables de la formulacién como la concentracién de arcilla, tipo y concentracién de

plastificante y pH. Los materiales nanocompuestos obtenidos presentaron una funcionalidad
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superior a las peliculas proteicas, que implicaba mejores propiedades mecanicas y menor
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua. Las mejoras alcanzadas pudieron atribuirse al alto
grado de exfoliacidén-intercalacién que presentaron las arcillas en la matriz proteica dada por la
gran afinidad de las proteinas de soja con la MMT. El efecto refuerzo de la arcilla resultd ser mas
significativo para las peliculas preparadas a través de procesos hiumedos (casting y spread coating)
gue para las peliculas obtenidas por un proceso seco (termocompresion), debido al mayor grado
de dispersion de las capas de arcilla en la matriz proteica, especialmente para las peliculas que
contenian el maximo contenido de MMT estudiado (10 g/ 100 g de SPI).

Varios estudios han empleado a las peliculas en base a proteinas como vehiculos de
distintos tipos de aditivos (como antioxidantes, antimicrobianos, flavors, colorantes, etc.), capaces
de aumentar la funcionalidad de los materiales (Han y Gennadios, 2005; Han y Krochta, 2007
Goémez-Estaca y col., 2009 y 2010; Sultanbawa, 2011; Echeverria 2012). También se ha observado
que la presencia adicional de nanorefuerzos en esos sistemas modifica las propiedades de
transferencia a través de las matrices proteicas (Tunc y col., 2007). Teniendo en cuenta esta
observacién se podria pensar que los sistemas nanocompuestos podrian modular la liberacién de
moléculas activas o aditivos (incorporadas a la formulacidon) debido a diferencias en la
estructuracion de la red de proteinas. Esto esta siendo actualmente investigado en relacidn a sus
posibles aplicaciones en el envasado de alimentos (Mascheroni y col., 2010). Echeverria (2012)
describié que la exfoliacidn de la arcilla (MMT) en peliculas proteicas favorecié la liberacidn de los
principios activos de aceite esencial de clavo de olor presente en la formulacién. Esas peliculas
posteriormente fueron evaluadas como material de envase para preservar la calidad de filetes de
musculo de atun rojo (Thunnus thynnus) durante su almacenamiento refrigerado. Con las mismas
fue posible disminuir los valores de nitrdgeno basico volatil total y el recuento final de
microorganismos asi como la auto-oxidacion lipidica durante el almacenamiento sin observar
indicio de la difusién de los metales presentes en la arcilla al alimento.

El agregado de colorantes a las formulaciones formadoras de peliculas proteicas, responde
al interés de obtener materiales que puedan resultar atractivos para diferentes aplicaciones (ej.
packaging), que posean buenas propiedades de barrera a la luz (y prevenir reacciones de auto-
oxidacion) (Salgado y col., 2013). Salgado y col. (2010) estudiaron la formacion de peliculas
proteicas de girasol naturalmente activadas con propiedades antioxidantes, actividad otorgada por
los compuestos fendlicos, especialmente acido clorogénico no extraido con las proteinas durante

la formacion de aislados y concentrados. Los autores observaron que con el incremento de los
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compuestos fendlicos, las peliculas presentaban una mayor opacidad, una coloracion verdosa y
especularon un potencial uso de las mismas en mulching, una cubierta protectora que se extiende
sobre el suelo y que se emplea principalmente para reducir las pérdidas de agua, controlar
malezas y proteger a los frutos del contacto directo con el suelo en algunas especies (Scarascia-
Mugnozza y col.,, 2006). En la practica actual, se emplean para mulching fundamentalmente
plasticos negros aunque se han evaluado de diferentes colores debido a las diferencias de estos
materiales para filtrar y reflejar la luz. En general colores mas oscuros aumentan la temperatura

del suelo, y los mas claros reflejan mas la radiacion (Moreno y Moreno, 2008).

3.2. Objetivos

El objetivo de este capitulo fue estudiar la influencia del agregado de montmorillonita
(MMT) vy colorantes a formulaciones en base a proteinas de soja sobre las propiedades
fisicoquimicas y en algunas condiciones particulares de uso (contacto directo con agua y bajo

suelo) de las peliculas resultantes obtenidas por casting.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Materiales

Se utilizd un aislado proteico de soja comercial (SPI, SUPRO 500-E) suministrado
gentilmente por Dupont N & H (Brasil) como fuente de proteinas, y glicerol (Anedra, p.a) como
plastificante, para la formacién de las peliculas. La montmorillonita de sodio natural (MMT,
Cloisite'Na*) fue gentilmente suministrada por Southern Clay Products (Estados Unidos). Esta
MMT presentaba una capacidad de intercambio catidnico (CIC) de 92,6 meq/100 g, una distancia
tipica entre capas de 11,7 A, una densidad aparente de 2,86 g/cm® y un rango de tamafio de
particula entre 2 y 13 pm.

Las peliculas fueron adicionadas con colorantes comestibles en pasta de los colores
blanco, negro, verde y naranja comerciales (Fleibor®, Argentina), cuyas composiciones se

muestran en la Tabla 3.1.
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El resto de los reactivos utilizados para llevar a cabo las experiencias que se describen a

continuacion fueron todos de calidad p.a.

Tabla 3.1. Componentes presentes en los colorantes comerciales utilizados.

Colorantes alimentarios Fleibor®

Componentes
Blanco Negro Verde Naranja

Azucar X X X X
Glicerina X X X X
Propilenglicol X X X X
Carbon activado X

Dioxido de titanio X X X
Dioxido de silicio X X

Tartrazina X X
Amaranto X
Amarillo ocaso X
Colorante caramelo X

Azul indigotina X X
Azul patente X

3.3.2. Caracterizacion del aislado proteico de soja (SPI)

El aislado proteico de soja fue caracterizado segun su contenido de proteinas, grado de

desnaturalizacidn, y composicion polipeptidica como se detalla a continuacion.

3.3.2.1.Contenido de proteinas

El contenido de proteinas se determind por el método de Kjeldahl (AOAC 920.53)

utilizando 5,71 como factor de conversion de nitrégeno en proteina.

3.3.2.2. Temperatura y grado de desnaturalizacion de las proteinas

Se determind la temperatura y el grado de desnaturalizacion del SPI comercial y de un

aislado proteico nativo como control preparado en el laboratorio segun la técnica utilizada por
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Mauri y Anodn (2006), por calorimetria diferencial de barrido (DSC) empleando un calorimetro
Q100 V9.8 Build 296 (TA Instrument, Estados Unidos) controlado por un médulo de TA 5000 con
un accesorio de enfriamiento. El equipo fue calibrado segin normas ASTM, usando indio, acido
laurico y acido estearico como patrones de calor y temperatura. Se prepararon dispersiones de los
aislados al 20% p/p en agua, y alrededor de 15 mg de dispersién fueron colocados en capsulas de
aluminio que se sellaron herméticamente. Las muestras fueron sometidas al siguiente tratamiento
térmico: 1 min a 20 °C (equilibrado) y un posterior calentamiento a 10 °C/min entre 20 y 120 °C.
Los termogramas resultantes fueron analizados con el software Universal Analysis V4.2E (TA
Instruments, Estados Unidos). De los mismos se determinaron la temperatura de pico y el calor de
la endoterma registrada, que corresponde a la temperatura y la entalpia de desnaturalizacion
térmica de las proteinas, T4 en °C y AH4 en J/g de proteina, teniendo en cuenta el peso seco
(determinado por la perforacion de las capsulas y calentando durante la noche a 105 °C) y el

contenido de proteina de la muestra. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

3.3.2.3. Composicidn polipeptidica de los aislados proteicos

La composicion polipeptidica del aislado proteico de soja comercial se analizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), siguiendo el
método de Laemmli (1970), en condiciones reductoras y no reductoras. Se prepararon geles
separadores de poliacrilamida al 12% p/v con geles apiladores al 4% p/v en un sistema de mini-
placas (Bio-Rad Mini-Protean Il Model, Estados Unidos). Se emplearon los siguientes sistemas
buffer: i) buffer de separacién: tris-HCl 0,375 M, SDS 0,1% p/v a pH 8,8; ii) buffer de corrida: tris-
HCl 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% p/v a pH 8,3; vy iii) buffer de muestra: tris—HCl 0,125 M,
glicerol 20% v/v, SDS 1% p/v, azul de bromofenol 0,05% p/v a pH 6,8. Se prepard la muestra de SPI
disolviéndolo al 1% p/v en el buffer de muestra. Para analizar el patron de bandas en condiciones
reductoras, se agregd 2-mercaptoetanol (2-ME) al 5% v/v al buffer de muestra, y las muestras se
calentaron a 100 °C durante 5 min y se centrifugaron 15 min a 9.200 x g y temperatura ambiente
antes de ser sembradas (centrifuga Labnet, Digital Spectrafuge 24D, Estados Unidos). En cada calle
se sembro un volumen de sobrenadante correspondiente a 20-30 pug de proteina total. La
electroforesis se realizo a voltaje constante (200 V).

Para estimar la masa molecular de las proteinas, se utilizd una mezcla de patrones de bajo

peso molecular (Pharmacia, Inglaterra) que se separaron también en el gel, conteniendo
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fosforilasa b (94,0 kDa), seroalbimina bovina (67,0 kDa), ovoalbumina (43,0 kDa), anhidrasa
carbdnica (30,0 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa), y a-lactoalbumina (14,4 kDa). Los geles
obtenidos se fijaron y colorearon simultaneamente (12 h) con una solucidon de agua, metanol y
acido acético (5:5:2) conteniendo 0,2% p/v de Coomasie Brilliant Blue R-250 (Anedra, Argentina).
Los geles se decoloraron con una mezcla de agua, etanol y acido acético (65:25:10) y se

adquirieron imagenes con un scanner HP Scanjet G2710 (Hewlett-Packard, Estados Unidos).

3.3.3. Obtencion de las peliculas proteicas y nanocompuestas coloreadas por casting

Las peliculas se prepararon por casting a partir de dispersiones acuosas formadas
mezclando tres dispersiones preparadas previamente: i) 60 mL de una dispersion acuosa que
contenia 5 g de SPI y 1,25 g de glicerol a pH 10,5 agitada magnéticamente a 20 °C por
aproximadamente 30 min, ii) 20 mL de otra dispersion acuosa que contenia 0 0 0,5 g de colorantes
blanco, negro, naranja y verde vy iii) una dispersion acuosa que contenia 0 o 0,5 g de MMT
sometida a agitacion magnética durante 1 h y posterior tratamiento de ultrasonido durante 1 min
en un equipo Sonics Vibra-cell modelo VCX 750 (Sonics & Materials, Estados Unidos). Estas
dispersiones se mezclaron con agitacion magnética durante 1 h a 20 °C, se corrigio su pH a pH 10,5
con NaOH 2 N y se sometio a vacio para eliminar las burbujas. Finalmente, 10 mL de las mismas se
colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm?) y se secaron en estufa con conveccion forzada
(Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las peliculas resultantes se acondicionaron
a 20 °C y 58% HR (en desecador con solucion saturada de NaBr) durante 48 h previo a su
caracterizacion. De esta manera se obtuvieron peliculas proteicas y nanocompuestas conteniendo
10 g de MMT/100 g de SPI, coloreadas o no con 10 g de colorante blanco, negro, verde y
naranja/100 g de SPI. La concentracion de arcilla seleccionada se basd en estudios previos

realizados en el laboratorio (Echeverria, 2012).
3.3.4. Caracterizacion de las peliculas proteicas y nanocompuestas
Las peliculas se caracterizaron segun su espesor, color, opacidad y espectros de absorcion

en el visible, contenido de humedad, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua (WVP),

absorcion de agua, temperatura de transicion vitrea (Tg), propiedades mecanicas en traccion,
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difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electronica de transmision (TEM), liberacion del

colorante en agua y pérdida de peso en suelo segun los procedimientos descriptos a continuacion.

3.3.4.1.Espesor

Para medir el espesor de las peliculas se utilizé un medidor digital (Check Line DCN-900,
Estados Unidos) para materiales no conductores ni ferrosos. Las medidas se realizaron en cinco
posiciones a lo largo de las probetas rectangulares utilizadas para medir las propiedades
mecanicas en traccion, y en el centro y en ocho posiciones alrededor del perimetro de las
muestras utilizadas para determinar la permeabilidad al vapor de agua (WVP). Posteriormente las
propiedades mencionadas se calcularon utilizando el espesor promedio para cada réplica de

pelicula.

3.3.4.2. Determinacion del color

El color de las peliculas fue determinado utilizando un colorimetro Minolta Chroma meter
(CR 300, Minolta Chroma Co., Japdn). Se empled la escala CIE-L*a*b* para medir luminosidad (L*:
O=negro, 100=blanco) y cromaticidad (a*: +a=rojo, -a=verde; b*: +b=amarillo, -b=azul). El equipo
fue calibrado usando tres placas provistas por el fabricante. Las mediciones se realizaron
colocando las peliculas sobre la superficie de la placa blanca del equipo con coordenadas
Lotaca=97,3; @p1aca=0,14; bya,.=1,71. La variacion de color (AE) fue calculada mediante la Ecuacién

3.1

AE = \/(Lﬁlm - Lst&mdard)2 + (aﬁlm - astandard)2 + (bﬁlm - bstandard)2 Ecuacién 3.1
Donde: AE es la variacion total de color entre la muestra y la placa blanca del equipo, L es la

luminosidad, y a y b son los parametros de cromaticidad. Se realizaron diez determinaciones para

cada muestra.
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3.3.4.3.Espectros de absorcidn en el visible y opacidad

Cada pelicula se corté en una pieza rectangular y se colocé dentro de una cubeta de un
espectrofotometro Beckman DU650 (Beckman, Alemania). Se registro el espectro de absorcion de
cada pelicula en funcién de la longitud de onda, entre 400 y 800 nm, utilizando una cubeta vacia
como referencia. La opacidad de la pelicula (UA/mm) se calculé dividiendo la absorbancia a 500
nm por el espesor de la pelicula (mm) (Cao y col., 2007). Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.3.4.4. Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind luego de secar la pelicula en una estufa a 105 °C
durante 24 h. Las peliculas fueron cortadas en pequenos trozos y se colocaron en recipientes
pequefos de papel de aluminio, se pesaron antes y después del secado en la estufa. El contenido
de humedad se calculd como el porcentaje de pérdida de peso, respecto del peso original (ASTM

D644-94; 1994). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3.4.5.5olubilidad en agua

La solubilidad en agua de las peliculas se determind de acuerdo con el método propuesto
por Gontard y col. (1992). Tres probetas circulares de pelicula (2 cm de diametro) se sumergieron
en 50 mL de agua destilada, el sistema se agito a 90 rpm y 20 °C durante 24 h. Luego, las muestras
se filtraron (Whatman N°1). La fraccion insoluble se secé en una estufa de aire forzado (Yamato,

DKN600, Estados Unidos) a 105 °C durante 24 h. La solubilidad se calculé segtin la Ecuacion 3.2,

_ (mg— mf) x 100

S (%) Ecuacién 3.2

Mgy

Donde: S es la solubilidad de la pelicula (en %), mg y m; son los pesos de la muestra de pelicula
antes y después de la solubilizacion y secado en estufa 24 h a 105 °C, respectivamente. Las

determinaciones se realizaron al menos por triplicado.
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3.3.4.6.Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

Las determinaciones se realizaron siguiendo el método ASTM E96-80 (1989) con las
modificaciones propuestas por Gennadios y col. (1994). Las peliculas se colocaron en una celda de
permeacion con una abertura circular de 0,00185 m?. La determinacion se efectudé a 20 °C,
colocando las celdas en un desecador (Figura 3.2). La fuerza impulsora a través de la pelicula,
expresada como el gradiente de presion parcial de vapor, fue de 1753,35 Pa. Para mantener dicha
fuerza impulsora se utilizo silica anhidra (HR.=0) en la celda de permeacion, y solucién saturada de
NaCl (HR4=0,75) en el desecador. La humedad relativa dentro de la celda fue siempre menor que la
del desecador, por lo que la permeacién de vapor de agua a través de la pelicula fue determinada

por la ganancia de peso en la celda de permeacion.

Figura 3.2. Dispositivo de medida, en donde se puede observar la pelicula proteica colocada en la celda de
permeacion (con silica en su interior, HR.=0) (A); y la celda de permeacién colocada dentro de la cdmara con
humedad relativa controlada (con solucién saturada de NaCl, HR;=0,75) (B).

Luego de alcanzar el estado estacionario (aproximadamente 1 h), se realizaron 8
determinaciones de peso de la celda de permeacién durante 8 h. Los cambios en el peso de la
celda en funcion del tiempo fueron registrados y graficados. Se determiné la pendiente del grafico
obtenido por medio de regresion lineal. La permeabilidad al vapor de agua se calculd segun la

Ecuacion 3.3.

WVP = (Am/At).( 8/ P,"*° .(HRs — HR.).A) Ecuacién 3.3

Donde: WVP es la permeabilidad al vapor de agua (g H,O/m Pa s); Am/At es la velocidad de

permeacion del vapor de agua (g de H,0/s); & es el espesor de la pelicula; P,"*° es la presion de
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vapor de agua (1753,35 Pa) a la temperatura del ensayo (20 °C); HR. es la humedad relativa en la
celda de permeacion; HRy es la humedad relativa en el desecador; y A es el area de permeacion

(m?). Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

3.3.4.7.Absorcion de agua

La absorcion de agua (AA) se determiné utilizando trozos de pelicula de 1 cm?, que se
pesaron inicialmente (m,) y luego se acondicionaron en un desecador conteniendo una solucion
acuosa saturada de CuSO, (98 % HR) a temperatura ambiente. A distintos intervalos de tiempo, las
muestras fueron pesadas, hasta alcanzar el valor de equilibrio (m.). El valor de AA (en %) fue

calculado segun la Ecuacion 3.4.

AA (%) = (m.. -m,) x 100/m, Ecuacién 3.4

Donde: AA es la absorcion de agua (en %); mgy y m. son la masa inicial y de equilibrio de la pelicula

estudiada en cada caso. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3.4.8. Temperatura de transicion vitrea (Tg)

La temperatura de transicion vitrea (Tg) se determind por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) empleando el mismo calorimetro y la calibracion que se describio en la seccién
3.3.2.2. Se colocaron pequenos trozos de las peliculas (=10 mg) en capsulas de aluminio que se
sellaron herméticamente. Las muestras fueron sometidas al siguiente tratamiento térmico: 1
minuto a 20 °C (para equilibrar las muestras), enfriamiento hasta -100 °C a 10°C/min, isoterma a -
100 °C durante un minuto y por ultimo calentamiento entre -100 y 220 °C a una velocidad de 10
°C/min. La temperatura de transicion vitrea (Tg, en °C) fue definida como el punto de inflexion en
la linea de base causado por la discontinuidad en el calor especifico de la muestra (Gontard y col.,
1996). Para su determinacion se empled el software Universal Analysis V4.2E (TA Instruments,

Estados Unidos). Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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3.3.4.9.Propiedades mecanicas

Se determinaron las propiedades mecanicas en ensayos de traccion, de acuerdo a la
norma ASTM D882-91 (1991), empleando un texturometro (TA.XT2i, Stable Micro Systems,
Inglaterra), equipado con un sistema de mordazas para tensién A/TG y acoplado a un software
especifico (Textur Expert V.1.22, Stable Micro Systems, Inglaterra). Se ensayaron probetas
rectangulares de 80 mm de largo por 6 mm de ancho, utilizando una separacion inicial de
mordazas de 50 mm y una velocidad de separacion de las mismas de 0,5 mm/s. Se registro la curva
fuerza vs distancia, que se transformoé en tension (o= fuerza/area transversal de la pelicula) vs
deformacion (e= porcentaje de elongacidn respecto de la separaciéon de mordazas inicial). En la
Figura 3.3 se muestra una curva a modo de ejemplo. De las mismas se obtuvo la resistencia a la
traccion al momento de ruptura (o,), la elongacion a la ruptura (g,) y el mddulo elastico (E) como la
pendiente de la recta tangente a la curva tension-deformacion en su seccion lineal inicial (a bajas
deformaciones). Se realizaron seis determinaciones por cada pelicula evaluada, empleando al

menos dos peliculas por formulacién.
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Figura 3.3. Equipo empleado en el ensayo de traccion (A). Curva tension vs deformacion para una pelicula
proteica de soja, en donde se pueden observar los pardmetros evaluados: médulo elastico (E), resistencia
mdxima a la traccion al momento de ruptura (o), y el porcentaje de elongacion a la ruptura (g,) (B).

3.3.4.10. Difraccion de rayos X (XRD)

Se llevd a cabo en un difractémetro X'Pert Pro (PANalytical, Estados Unidos) equipado con
una fuente de radiacion Cu Ka (A = 0,154 nm). La tensidn y la corriente utilizada fueron de 40 kV y

40 mA, respectivamente. Los datos de difraccion se obtuvieron de 26 = 1,5~ 10 ° en un modo de
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tiempo fijo con un intervalo de paso de 0,01 °. Los valores del espacio interlaminar de la arcilla
(dgo1) fueron calculados a partir del pico de difraccion de la MMT segun la ley de Bragg (Ecuacién

3.5).

A =2dsin® Ecuacion 3.5

Donde: A es la longitud de onda de los rayos en el experimento; d es la separacion entre las

laminas de arcilla; y 20 es la posicion del pico de difraccion.

3.3.4.11. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Muestras de pelicula cortadas en piezas menores a 0,5 mm? se sumergieron en una
solucion de glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato de Sorensen (pH 7,2) durante 12 h para
realizar una primera fijacion. Posteriormente se lavd en el mismo buffer durante 30 min por tres
veces y se llevd a cabo una segunda fijacion con tetroxido de osmio al 2% durante 1 h, A
continuacion se lavo con agua destilada por tres veces (30 min cada lavado), y se procedié a la
deshidratacion en serie en concentraciones crecientes de acetona (25%, 50%, 75% y 3x100%) y se
embebid en resina Spurr (Spurr, 1996) (1:2, 2:2, 2:1) y resina pura. Finalmente se polimerizo en
estufa a 70 °C toda la noche. Las secciones ultrafinas se consiguieron con ultramicrétomo (LKB,
1983) con cuchilla de diamante. Se realizé una tincién con acetato de uranilo (1 min) y citrato de
plomo (40 seg). La observacion se realizd en un microscopio de transmision (JEOL 100 CXII, Japdn)

a 80 kV.

3.3.4.12. Liberacion del colorante

Se analizo la capacidad de retencion del colorante en la matriz proteica o nanocompuesta.
Inicialmente se prepararon soluciones acuosas con 10 g de los colorantes blanco, negro, verde y
naranja/100 mL de agua destilada, y se caracterizaron segun sus espectros de absorcién UV-visible
(entre 280 y 800 nm) en un espectrofotometro (Beckman DU650, Alemania). A partir de los
espectros de absorcion, se selecciond la longitud de onda (L) que permitiera caracterizar a cada
colorante, escogida como la A con el maximo valor de absorbancia en el espectro. Posteriormente,

discos de peliculas de 2,5 cm de diametro fueron cortados, pesados, y colocados en un Erlenmeyer
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con 20 mL de agua destilada, que se mantuvieron con agitacion constante a 90 rpm durante 24 h.
Se midio la absorbancia del soluble a 1 minuto (t;) y a 24 h (t;) a la A caracteristica del colorante
incluido en la formulacion de la pelicula. El calculo de liberacion de colorante se realizé empleando
una curva de calibracion para cada colorante realizada a partir de una solucion acuosa de 10 g de

los mismos/100 mL, observando la variacion entre t;y t; del colorante liberado.

3.3.4.13. Pérdida de peso en suelo

La pérdida de peso en suelo se determind como una medida indirecta de la capacidad de
biodesintegracion de las peliculas y se analizé segun un ensayo de pérdida de peso en suelo
descripto por Dalev y col. (2000). Se coloco tierra (Terrafertil, Argentina) compuesta de compost
organico y tierra negra (humedad: 35-40%, cenizas: 40-45%, materia organica: 15-20%, relacion
C/N: 7,7, pH: 6,2, conductividad eléctrica: 1,1 mmhos/seg) en recipientes plasticos,
aproximadamente 400 g por bandeja. Muestras de peliculas de 1 cm” fueron secadas previamente
a 50 °C durante 24 h, pesadas y colocadas sobre mallas de plastico (también previamente secadas
y pesadas) para permitir el acceso de los microorganismos y humedad, y la facil remocion de las
muestras durante el ensayo. Las mallas de plastico con las muestras de pelicula se taparon con 1
cm de la tierra. Las muestras se incubaron durante 4 semanas en camaras a temperatura
controlada de 23 °C, y ciclos de 8 h de oscuridad y 16 h de luz, de modo de simular condiciones
ambientales, regando la tierra en toda su superficie con agua por aspersion una vez por dia. Una
vez por semana se tomaron muestras de pelicula de la tierra, las cuales fueron lavadas
cuidadosamente con agua destilada, secadas a 50 °C durante 24 h y pesadas nuevamente. La
pérdida de peso relativa fue calculada como la diferencia de peso entre la muestra inicial y final,
respecto del peso inicial. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado. En la Figura

3.4 se ilustra la realizacion del ensayo.

46



Figura 3.4. Disposicion de las peliculas en bandejas con tierra para ensayo de pérdida de peso en suelo.

3.3.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y expresados
como la media + desviacion estandar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un
nivel de significacion a = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (version 12, Systat Software, Inc.,

Chicago, Estados Unidos).

3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Caracterizacion del aislado proteico de soja

El aislado proteico de soja utilizado en esta Tesis presenté un 85 + 2% p/p de proteinas (en
base seca). La Figura 3.5 muestra los termogramas obtenidos por DSC del SPI comercial y de un SPI
nativo obtenido a partir de harina de soja comercial desgrasada procesada sin calentamiento. En
el termograma del SPI comercial se observa la ausencia de las dos endotermas tipicas, presentes
en el aislado nativo, a 78,95 + 1,72 °Cy 93,68 + 1,21 °C correspondientes a la desnaturalizacion de
B-conglicinina (7S) y glicinina (11S) respectivamente (Mauri y Afidn, 2006), que estarian indicando
que el proceso industrial de la obtencidon del SPI afecté la conformacion de las globulinas de soja,
encontrandose totalmente desnaturalizadas. Los aislados proteicos preparados a escala industrial
generalmente sufren diferentes procesos con el fin de obtener propiedades funcionales distintivas
en el producto. El tratamiento térmico es el proceso mas habitual utilizado en la industria para
modificar el comportamiento de las proteinas provocando el despliegue de las macromoléculas y
la posible agregacidon de las subunidades AB de la fraccion glicinina (Afdn y col., 2001). Por el

contrario, el proceso seguido en el laboratorio para la obtencion del aislado, que consta de una
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solubilizacion de la harina a pH 8, y posterior precipitacidn isoeléctrica de las proteinas a pH 4,5,

redisolucion y liofilizacion, permite obtener las proteinas practicamente en su estado nativo,

caracterizado por una entalpia de desnaturalizacion de 15,46 + 1,34 )/g (Mauri y Anon, 2006).
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Figure 3.5. Termogramas obtenidos por DSC del aislado proteico comercial de soja empleado en este trabajo

de Tesis (e); y de un aislado proteico de soja obtenido en el laboratorio sin tratamiento térmico (e).

La composicion polipeptidica del SPI utilizado fue analizada por SDS-PAGE en condiciones

no reductoras y reductoras (con B-mercaptoetanol) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Patrones electroforéticos del aislado proteico de soja utilizado en este trabajo de Tesis: calle (1)
patrones de bajo peso molecular; calle (2) SDS-PAGE en condiciones no reductoras; calle (3) SDS-PAGE en
condiciones reductoras (con adicion de 2-B-mercaptoetanol).
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El perfil obtenido bajo condiciones no reductoras (calle 2) mostréo las bandas
correspondientes a agregados solubles de alto peso molecular (superior a 94 kDa), algunos de los
cuales no pudieron entrar en el gel, junto a los polipéptidos caracteristicos de B-conglicinina (a =
68 kDa, o’ = 72 kDa y B =~ 52 kDa), y una baja proporcion de los polipéptidos acidos y basicos de
glicinina (A = 35 kDa, y B = 20 kDa (Nielsen, 1985a,b). No se aprecia la banda correspondiente a las
subunidades AB (=~ 58-69 kDa) de glicinina, lo que sugiere que estos polipéptidos estarian algo
disociados y principalmente formando parte de los agregados de alto peso molecular, en
concordancia a lo reportado por AfAdn y col., (2001). En condiciones reductoras (calle 3), también
se observan las bandas de las subunidades a, o', B (de B-conglicinina), y A y B (de glicinina)
incrementadas a expensas de la desaparicion de una proporcién importante de los agregados de
alto peso molecular, estabilizados por puentes disulfuro, y una cantidad menor de agregados
remanentes que no pudieron entrar en el gel estabilizados por interacciones no covalentes que no

pudieron ser desestabilizadas por las condiciones experimentales utilizadas.

3.4.2. Apariencia y propiedades dpticas de las peliculas

En general las peliculas proteicas de soja son trasltcidas y con una coloracién amarillenta
tenue. Dicha coloracion puede atribuirse a otros compuestos que se co-extraen junto a las
proteinas. En este trabajo, fue posible obtener peliculas proteicas y nanocompuestas homogéneas
coloreadas en blanco, negro, verde y naranja, y sin colorear por casting. En la Figura 3.7 se
muestran a modo de ejemplo las peliculas nanocompuestas conteniendo 10 g de MMT/100 g de

SPI con el agregado de los distintos colorantes analizados.

e —"

Figura 3.7. Peliculas nanocompuestas en base a proteinas de soja y MMT control o adicionadas con
diferentes colorantes.

En la Tabla 3.2 se presentan los espesores de las peliculas proteicas y nanocompuestas

control y coloreadas. El agregado de MMT aumento en todos los casos el espesor de las peliculas
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proteicas. Por su parte la incorporacion de los colorantes a las formulaciones no afecté de manera

significativa el espesor de las peliculas proteicas y nanocompuestas resultantes.

Tabla 3.2. Espesor de las peliculas proteicas y nanocompuestas control o coloreadas (blanco, negro, verde y
naranja).

Espesor (um)
Muestra
SIN MMT CON MMT

Control 58,46 + 8,98 b,A 65,95+9,90a,A
Blanco 55,50+ 7,98 b,A 73,60 £ 6,56 a,A

Negro 58,91+6,23 b,A 73,80+ 5,26 a,A

Verde 58,63+6,12 b,A 74,32 +9,45a,A
Naranja 61,02 +5,30b,A 75,05 + 8,40 a,A

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual
coloracién (a = 0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de
los diferentes colorantes (a = 0,05).

En la Figura 3.8 se presentan los parametros de color L*, a* y b* de las peliculas
estudiadas. Al incorporar MMT a la formulacion, sélo se observaron diferencias en la luminosidad
(L*) de las peliculas negras (Figura 3.8 A). Por otra parte, el agregado de los colorantes a las
peliculas proteicas y nanocompuestas disminuyd los valores de luminosidad respecto a las
peliculas control, siendo estas disminuciones mds importantes para las peliculas negras y verdes.

El pardmetro a*, que describe la cromaticidad verde a rojo, de las peliculas proteicas y
nanocompuestas control y coloreadas se presenta en la Figura 3.8 B. El agregado de MMT solo
modificé el pardmetro a* de las peliculas coloreadas. En particular generé un aumento
significativo del pardmetro a* en las peliculas naranjas, y una disminucion en las peliculas de color
blanco y verde. Las peliculas naranjas fueron las que mayor valor a* presentaron, debido a su
componente amaranto que otorga caracteristico color rojo oscuro; en contraposicion las peliculas
verdes fueron las de menores valores de a*, caracteristica del color verde que forman la mezcla de
componentes azules (azul indigotina y azul patente) y amarillo-anaranjado (tartrazina).

El parametro b*, que describe la cromaticidad azul a amarillo, de las peliculas proteicas y
nanocompuestas control y coloreadas se esquematiza en la Figura 3.8 C. La incorporacidon de MMT

a las peliculas (sin colorantes) generd un pequefio aumento de b*, intensificando la coloracion
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amarillenta a las peliculas nanocompuestas resultantes; mientras que en el caso de las peliculas

verdes, el agregado de MMT disminuyd el valor b*, y no se vio efecto en las peliculas coloreadas

de blanco, negro y naranja.
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Figura 3.8. Luminosidad (A), pardametros de cromaticidad a* (B) y b* (C) de las peliculas proteicas (m) y
nanocompuestas (m) control o con colorantes blanco, negro, verde y naranja. Letras distintas indican

diferencias con un nivel de significancias de a =0,05.
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Todas estas observaciones pueden resumirse analizando la variacién de color (AE) (Tabla
3.3). El agregado de MMT a las formulaciones generd un aumento significativo en la variacién de
color de todas las peliculas, excepto para las blancas. Los cambios mas marcados se presentaron
en las peliculas sin colorear y negras. De todos modos es importante destacar que las diferencias
estadisticas para la deteccién instrumental de color debidas al agregado de la MMT fueron

practicamente imperceptibles a simple vista.

Tabla 3.3. Variacién de color (AE) y opacidad de las peliculas proteicas y nanocompuestas control o
coloreadas (blanco, negro, verde, naranja).

AE Opacidad (UA/mm)
Muestra
SIN MMT CON MMT SIN MMT CON MMT
Control 12,91 +2,98 b,D 18,12+ 1,50 a,E 1,86+0,31a,D 2,02+0,14a,D
Blanco 21,11 +£0,77 a,C 21,49+0,37a,D 41,28+ 1,12a,A 35,45+0,14 b,A
Negro 61,87 £2,71b,A 71,39+1,37a,A 14,58 £ 0,56 a,C 13,19+0,92 a,C
Verde 57,45+1,03 b,B 59,27 £0,374a,C 26,04 £5,35a,B 23,62 +£2,533,B
Naranja 62,98+ 0,73 b,A 64,42 £0,14 a,B 39,35+1,6343,A 36,49 £0,74 a,A

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual
coloracién (a = 0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de
los diferentes colorantes (a = 0,05).

La opacidad de las peliculas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas también se
presenta en la Tabla 3.3. Petersson y Oksman (2006) sugieren que el grado de exfoliacion y la
fraccion volumétrica de nanorefuerzo tienen una gran influencia en la transmitancia de luz UV y
visible, y que el hecho que no haya reduccidn en la cantidad de luz que se transmite a través de las
peliculas nanocompuestas es una indicacién de que los nano-refuerzos estan totalmente
exfoliados, dado que una matriz transparente que contiene un bajo porcentaje de nanorefuerzo
totalmente exfoliado presenta buena claridad éptica. Finalmente concluyen como resultado de
esto que no deberia haber una gran diferencia en la cantidad de luz que se transmite a través de
las peliculas nanocompuestas respecto de las formadas por la matriz pura. El agregado de MMT
redujo la opacidad en las peliculas blancas. Echeverria y col. (2014) también observaron una
disminucién en la opacidad de peliculas nanocompuestas basadas en proteinas de soja y MMT

respecto de las respectivas peliculas control. Los autores propusieron que esos cambios podrian
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deberse a diferentes arreglos moleculares de agregacion por presencia de la arcilla en la matriz
proteica que otorgaria mayor transparencia a las peliculas nanocompuestas y finalmente al buen
grado de intercalacién-exfoliacion de la MMT alcanzado. De todos modos esto requiere ser
determinado en forma directa. El hecho de que el efecto de disminucion en la opacidad logrado
por la MMT se observe solo en las peliculas blancas, sugiere que la presencia de la nanoarcilla
podria estar modificando la distribucion del colorante en la matriz proteica.

En todos los casos la presencia de los colorantes en las peliculas proteicas y
nanocompuestas provocd un aumento en la opacidad de los respectivos materiales, siendo las de
color blanco y naranja las mds opacas. Pero cabe repetir que en el caso de las blancas, el efecto
antes descripto del agregado de la arcilla fue el mas significativo. La mayor opacidad de las
peliculas blancas probablemente se encuentre asociada con la presencia de una mayor proporcion
en la formulacidon de este colorante de didxido de titanio (TiO,) insoluble, que se encontrara
disperso en la matriz.

Con el fin de evaluar la capacidad barrera a la luz de las peliculas proteicas vy
nanocompuestas coloreadas o no, se analizaron los espectros de absorcién en la zona del visible

(400 a 800 nm) (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Espectros de absorcidn en la zona del visible para peliculas proteicas de soja (sin MMT) (A) y
peliculas nanocompuestas (con MMT) (B): (e) control, (¢) blancas, (®) negras, (®) verdes y (¢) naranjas.

Las peliculas sin colorear (con y sin MMT), que eran traslucidas practicamente no
mostraron absorcion en el rango analizado. El agregado de los distintos colorantes permitid
obtener propiedades barrera a la luz diferenciales. La presencia de MMT (Figura 3.9 B) no
modificd los espectros, sélo generd un aumento en los valores de absorcidn para los colorantes
blanco y naranja y una leve disminucién en el verde al menos para algunas longitudes de onda.

Esto podria deberse a interacciones distintas de los compuestos presentes en los colorantes con
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las proteinas en presencia de la arcilla. Las peliculas proteicas y nanocompuestas blancas y negras
presentaron una absorcidn pareja en todo el rango del espectro analizado, sin picos de absorcion,
y con una leve disminucion de absorcion a mayores valores de longitud de onda, siendo esta
barrera maxima para las peliculas nanocompuestas blancas. Los niveles de absorbancia similares
en el caso de las peliculas blancas y negras podrian deberse a que en este caso predomina la
dispersion de la luz en todo el espectro por la presencia de componentes insolubles en los
colorantes como el didxido de titanio (TiO,) vy el carbdn activado. Por su parte, las peliculas verdes
que también presentaron una absorbancia base, algo mayor que la de las negras, también
presentaron dos picos con maximos a 440 nm y 640 nm respectivamente. Por ultimo las peliculas
coloreadas de naranja mostraron un efecto barrera a la luz importante a A< 580 nm (con un
maximo en 480 nm), y una absorcidon muy baja en el resto del espectro (Figura 3.9 B).

La seleccion de los colorantes apropiados permitiria generar peliculas con espectros de
absorcion mas apropiados para cada uso en particular. Las peliculas con menor transmision de
radiacion podrian ser por ejemplo de utilidad para envasar alimentos que sean sensibles a la foto-
oxidacién o para emplear en cultivos en los que se desee utilizar mulching, en los que la baja
transmision de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) al suelo es de interés para el control de
las malezas. La manipulacion de los colores de las peliculas empleadas en mulching puede afectar
la reflexion de la radiacion y tener implicancias productivas. Asi por ejemplo el empleo de
coberturas claras aumentd la radiacion PAR recibida por plantas de frutilla incrementado el
rendimiento y la calidad de frutos (Shiukhy y col., 2014). El uso de recubrimientos que modifican la
proporcion de radiacidon roja y roja lejana modificd las respuestas fotomorfogénicas en cultivos
(Casierra-Posada y col., 2011). Ademas, los distintos espectros demostrados permitirian usar estas
peliculas proteicas y nanocompuestas coloreadas en agricultura permitiendo que cierta radiacion
pase hacia el suelo en cultivos en que se necesitan mantener la temperatura del mismo, o evitar el

crecimiento de malezas.

3.4.3. Susceptibilidad al agua

La susceptibilidad al agua de las peliculas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas

se estudid a través de las determinaciones de contenido de agua, solubilidad en agua,

permeabilidad al vapor de agua (WVP) y absorcion de agua (AA).
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El contenido de agua y la solubilidad de las peliculas estudiadas se presentan en la Tabla

3.4.

Tabla 3.4. Contenido de agua y solubilidad de peliculas proteicas y nanocompuestas control o coloreadas
(blanco, negro, verde y naranja).

Contenido de agua (%)

Solubilidad (%)

Muestra
SIN MMT CON MMT SIN MMT CON MMT
Control 19,5+0,4a,B 15,3+0,8 b,AB 39,6+2,5a,B 36,8+2,5a,B
Blanco 21,8+1,5a,AB 15,1+0,3b,B 40,4+0,3a,B 38,9t2,4a,AB
Negro 21,2+0,8a,AB 15,2+0,2 b,AB 40,9+2,84a,B 39,6 +2,7 a,AB
Verde 20,6+0,44a,B 15,5+0,7 b,AB 40,7+1,6a,B 39,1+2,5a,AB
Naranja 23,4+0,3a,A 16,5+0,2 b,A 46,7+0,2a,A 44,2+1,5a,A

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual
coloracién (a = 0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de
los diferentes colorantes (a = 0,05).

Al incorporar MMT a las formulaciones, las peliculas nanocompuestas resultantes
presentaron un contenido de agua menor que las peliculas proteicas control con o sin colorantes.
Teniendo en cuenta que la MMT tiene cierto cardcter hidrofilico y capacidad de interactuar con el
agua a través de puentes de hidrogeno (Sharif y col., 2005; Rhim y Perry, 2007; Huang y col.,
2004), la disminucién en el contenido de agua observada sugeriria que las interacciones entre la
proteina y la arcilla estarian favorecidas, dejando menos sitios disponibles para retener agua. Por
su parte los colorantes incorporados a las formulaciones no modificaron el contenido de agua de
las peliculas proteicas y nanocompuestas resultantes, con excepcién del naranja que sélo provocd
un aumento en el contenido de agua respecto de la pelicula proteica control.

Respecto a la solubilidad en agua, todas las peliculas estudiadas, proteicas y
nanocompuestas control y coloreadas mantuvieron su integridad luego de permanecer en
contacto con agua durante 24 h en agitacion, tal como se observa en la Figura 3.10 para las
peliculas nanocompuestas a modo de ejemplo. En la imagen también se observa la liberacién de
los colorantes de las peliculas naranjas y verdes, lo que no ocurrié con las peliculas blancas y
negras. Los valores de solubilidad (Tabla 3.4) de las peliculas proteicas de soja son relativamente

bajos comparados con los de otras fuentes proteicas, y en el rango de los reportados previamente
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para peliculas obtenidas con aislados de soja similares (Denavi y col, 2009). El agregado de MMT
no modifico la solubilidad de las peliculas proteicas independientemente de la presencia o no de
colorantes, evidenciando que el tipo de interacciones establecidas entre la MMT y la soja
(posiblemente responsables de las disminuciones en el contenido de agua), serian desestabilizadas
con las condiciones del ensayo de solubilidad (contacto prolongado con agua en agitacion). Por su
parte, la presencia de colorantes tampoco modificé el valor de solubilidad de las peliculas
proteicas y nanocompuestas resultantes, a excepcion de las peliculas naranjas, que si presentaron

una mayor solubilidad.

Figura 3.10. Fotos del ensayo de solubilidad de las peliculas nanocompuestas sin colorante (A), y con
colorantes blanco (B), negro (C), verde (D) y naranja (E), luego de estar en contacto con agua y agitacion
durante 24 h.

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la absorcién de agua (AA) de las peliculas se
presentan en la Tabla 3.5. El agregado de MMT a las formulaciones no modifico la permeabilidad
de las peliculas proteicas control, ni adicionadas con colorantes blanco, negro y verde. Solo
disminuyé significativamente la WVP de las peliculas proteicas naranjas (= 50%). Por su lado,
ningun colorante modificé la permeabilidad de las peliculas proteicas y nanocompuestas. Solo el
efecto diferencial del colorante naranja en presencia de MMT provocd una disminucion de la WVP
de esta pelicula respecto de la pelicula nanocompuesta control (soja + MMT sin colorante).

Por ultimo, la arcilla sdlo disminuyd la absorcion de agua en las peliculas proteicas control
y naranja, no produciendo modificaciones en el resto de las formulaciones. En cuanto a los
colorantes, las peliculas blancas, negras y verdes bajaron la absorcion de agua de las peliculas
proteicas, pero no la de las respectivas peliculas nanocompuestas. Por su parte, la presencia del
colorante naranja no modificé la AA de las peliculas proteicas pero si logro disminuirla en su
respectivo nanocompuesto. Para esta propiedad, pareciera que el efecto de los colorantes negro,
naranja y verde podria estar enmascarando el de la MMT. Cyras y col. (2008) reportaron una
disminucion de la absorcion de agua en peliculas en base a almidén nanoreforzadas con MMT, que

atribuyeron a la formacion de una matriz estabilizada principalmente por puentes de hidrogeno
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entre el almidén y los grupos hidroxilo de la MMT que dificulte la difusion de agua hacia el interior
de la matriz. Los resultados encontrados en este trabajo de Tesis sugieren que los componentes de
los colorantes (en especial los del blanco, negro y verde) estarian mas expuestos en la superficie
de la matriz limitando la cantidad de agua absorbida.

En bibliografia existen humerosos ejemplos en los que el agregado de arcilla disminuye la
susceptibilidad al agua de peliculas en base a biopolimeros, pero no en todos los casos el efecto se
observa en todas las propiedades que se utilizan para caracterizar este comportamiento y los
resultados son muy dependientes de las condiciones experimentales utilizadas asi como de las
caracteristicas propias de cada sistema. A diferencia de los resultados aqui reportados, Echeverria
y col. (2014), observaron que al incrementar el contenido de MMT en peliculas proteicas de soja
disminuia progresivamente el contenido de agua, junto con la solubilidad y la permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas nanocompuestas resultantes. Incluso llegaron a demostrar que la
disminucion en la permeabilidad al vapor de agua se debia principalmente a la disminucion de la
velocidad de difusion de estas moléculas, posiblemente por el aumento en la tortuosidad del
camino a recorrer ocasionado por la exfoliacion de la arcilla en la pelicula. La diferencia en los
resultados en este trabajo posiblemente se asocie a un menor grado de intercalacion-exfoliacion
de la arcilla dentro de la matriz proteica. Mas alla de esto es importante sefalar que el agregado
de los colorantes no afectd demasiado la susceptibilidad al agua de las peliculas, teniendo en
cuenta que en muchas ocasiones el agregado de compuestos activos a matrices proteicas ademas
de otorgarle una propiedad adicional, genera un efecto plastificante influyendo en las propiedades
de barrera, solubilidad y también en las propiedades mecanicas (Salgado y col., 2011; Quilaqueo
Gutiérrez y col., 2012; Salgado y col., 2013). De los colorantes evaluados en este trabajo, el naranja
presentd un comportamiento distinto al resto, caracteristico a compuestos mas hidrofilicos, pero
posiblemente con mayor capacidad de interaccionar con la arcilla, dado que este sistema fue el

mas modificado por la presencia del nanorefuerzo.
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Tabla 3.5. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) y absorcion de agua (AA) de peliculas proteicas y
nanocompuestas control o coloreadas (blanco, negro, verde y naranja).

WVP x 10 **(g H,0/m Pa s)

Muestra
SIN MMT CON MMT SIN MMT CON MMT
Control 8,2+0,8a,AB 55x15aA 118,5+2,0a,A 91,9+ 3,1 b,AB
Blanco 6,7+0,1a,AB 56x15aA 939+1,4a,B 89,7+3,4a,B
Negro 6,8+ 0,6 a,AB 51+0,6aA 93,3+3,3a,B 91,3+1,7a,AB
Verde 6,1+0,14a,B 50x1,1aA 95,2+3,0a,B 95,5+ 2,8 a,AB
Naranja 8§9+1,1aA 41+09b,A 119,7+3,1a,A 98,1+2,5b,A

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual
coloracion (a = 0,05). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de los
diferentes colorantes (o = 0,05).

3.4.4. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas proteicas y nanocompuestas control y
coloreadas fueron estudiadas a partir de ensayos en traccion y se presentan los valores de tension
a la ruptura, elongacion a la ruptura y modulo de Young (Figura 3.11).

El agregado de MMT a las formulaciones produjo un efecto refuerzo importante en las
peliculas proteicas control y coloreadas, evidenciado en un aumento significativo en la resistencia
a la ruptura y el mddulo de Young, en detrimento de la elongacidon en todos los casos. Por
ejemplo, para las peliculas control, el agregado de MMT generé un aumento del 150% y 283% en
la tension a la ruptura y el mddulo de Young respectivamente. En las peliculas coloreadas de verde
y naranja, las mejoras fueron aun mas importantes, llegando a aumentar en un 163% la tension a
la ruptura y en un 353% el modulo de Young para las de color naranja; y en las blancas y negras
estas mejoras fueron inferiores a las alcanzadas para las peliculas control. El mayor efecto refuerzo
en presencia del colorante naranja, también fue verificado al analizar la susceptibilidad al agua de

estas peliculas nanocompuestas.

58



10 - A

8
S 6
2
o 4
2
0
Control Blanco Negro Verde Naranja
6 - B

Control Blanco Negro Verde Naranja
160 -+ C
120
— b
&\o— 80 4 &
w c
40 -
d d d
d d
0 i T
Control  Blanco Negro Verde Naranja

Figura 3.11. Propiedades mecanicas medidas en traccion de las peliculas proteicas (sin MMT, @)y
nanocompuestas (con MMT, e) control o coloreadas de blanco, negro, verde y naranja: tension a la ruptura
(o;) (A); médulo de Young (E) (B); elongacidn a la ruptura (g,) (C). Letras distintas indican diferencias con un

nivel de significancia de a = 0,05.

La adicidn de los colorantes a las peliculas proteicas no afectd la tensiéon a la ruptura y el
moddulo de Young de las mismas evidenciando que los mismos no tienen efecto plastificante, tal

como se menciond anteriormente. Pero en el caso de los colorantes verde y naranja aumentaron
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significativamente la elongacion a la ruptura de estas peliculas proteicas, efecto que no se
visualizd en las peliculas nanocompuestas

Es evidente que existe una importante afinidad entre la matriz proteica y la MMT que
provoca interacciones fuertes que logran mejorar las propiedades mecanicas, aunque no se
observan mejoras estadisticamente significativas en la permeabilidad al vapor de agua y la
solubilidad. Ademads el grado de interaccion resultante es diferente dependiendo del tipo de
colorante empleado. Ensminger y Gieseking (1939 y 1941) reportaron que la formacién de
complejos entre la proteina y la MMT principalmente involucra un intercambio entre los grupos
catiénicos (-NH;") en las cadenas laterales de aminoéacidos de la proteina y el ion Na* ocupando los
sitios de intercambio en la superficie de la MMT. Por su parte, Zhang y col. (2001), y Chen y Zhang
(2006) atribuyeron el efecto refuerzo a las fuertes interacciones electrostaticas y puentes de
hidrégeno entre las proteinas de soja y las capas de MMT desordenadas en la matriz proteica, que
restringen el movimiento de las cadenas peptidicas y provocan el aumento de la resistencia a la
traccion y modulo de las peliculas nanocompuestas, y la disminucién de su elongacidn. Echeverria
y col. (2014) analizaron el tipo y la proporcidon de interacciones que estabilizaban las peliculas
proteicas de soja reforzadas con cantidades variables de MMT. Ellos realizaron ensayos de
solubilidad diferencial de las peliculas proteicas y nanocompuestas en diferentes sistemas buffers
capaces de interferir con tipos especificos de interacciones: agua, para disolver polipéptidos libres
en la matriz proteica; buffer fosfato, para interferir en interacciones electroestaticas; buffer
fosfato con SDS, para interrumpir interacciones hidrofébicas; buffer fosfato con urea, para
interrumpir los puentes hidrégeno asi como interacciones hidrofdbicas; buffer fosfato con SDS y
urea para interrumpir todas las interacciones antes mencionadas; y buffer fosfato con SDS, urea y
ME (B-mercaptoetanol) para interrumpir puentes disulfuro. De este estudio, Echeverria y col.
(2014) pudieron evidenciar que cuando se incorpora MMT a las peliculas proteicas, la solubilidad
decrece marcadamente (independientemente de la cantidad de MMT incorporada) en todos los
buffers estudiados, y que son los puentes disulfuro las interacciones que juegan un papel
fundamental en la matriz estructural tanto en peliculas proteicas como nanocompuestas. La MMT
estaria interfiriendo en las uniones estabilizadas por puentes de hidrégeno, quizds porque las
fracciones involucradas en ese tipo de uniones estén interaccionando con la MMT. El hecho que
en este trabajo no se haya modificado la solubilidad de las peliculas nanocompuestas, hace
suponer que posiblemente en este caso el agregado de la arcilla no haya influenciado en demasia

en la formacién de puentes disulfuro.
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3.4.5. Temperatura de transicion vitrea

Las peliculas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas fueron analizadas segun su
temperatura de transicion vitrea, calculadas a partir del analisis de los termogramas obtenidos por

calorimetria diferencial de barrido (DSC), y los resultados se presentan en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas proteicas y nanocompuestas control o
coloreadas (blanco, negro, verde y naranja).

Tg(°c)
Muestra
SIN MMT CON MMT
Control -39,2+0,1a,A -39,5+2,1a,A
Blanco -36,8t4,1a,A -38,5+3,8a,A
Negro -35,5t2,4a,A -37,1+3,7a,A
Verde -36,7+3,9a,A -42,2+39a,A
Naranja -36,9t3,5a3,A -37,81+4,7aA

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual
coloracion (a = 0,05). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de los
diferentes colorantes (a = 0,05).

Inesperadamente no se observaron diferencias en los valores de Tg con el agregado de
arcilla, incluso a pesar del menor contenido de agua que presentaron las peliculas
nanocompuestas, en concordancia con los resultados de Echeverria y col. (2014) quienes también
reportaron Tg cercanas a los -40 °C para peliculas proteicas y nanocompuestas de soja-MMT. Estos
resultados sugeririan que los cambios en el entrecruzamiento de la matriz proteica en presencia
de la MMT, responsables del refuerzo, posiblemente estarian dejando un volumen libre que
compensaria a la movilidad de las moléculas, y que en parte podria relacionarse con el aumento
en el espesor observado. A diferencia de estos resultados Hedengqvist y col. (2006) informaron que
la Tg de peliculas proteicas en base a proteina de suero aumenté de 5 a 10 °C con la adicién de
MMT; y Rimdusit y col. (2008) vieron un aumento en la Tg de 176 a 182 °C para peliculas en base a
carboximetilcelulosa-MMT que atribuyeron a la restriccion en los movimientos térmicos del
polimero debido a la presencia de la MMT. Por su parte, el agregado de los distintos colorantes
tampoco modifico los valores de las Tg de las peliculas proteicas y nanocompuestas, lo que resulto

esperado a partir de lo observado en otras propiedades fisicoquimicas.
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3.4.6. Morfologia de las peliculas proteicas y nanocompuestas

La morfologia de las peliculas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas fue
analizada por difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electrénica de transmision (TEM).
Mediante estas técnicas, es posible determinar el grado de exfoliacion y/o intercalacion alcanzado,
y la dispersién de la MMT en la matriz proteica, asi como el efecto de la adicion de los colorantes
en las distintas matrices (proteicas y nanocompuestas).

En la Figura 3.12 se muestra el espectro de rayos X de la MMT-Na empleada con su pico
caracteristico en 26= 7,21 °. Este pico de difraccion se corresponde segun la Ley de Bragg a un
espacio interlaminar dyg;= 1,2 nm. Al separarse las capas que forman la estructura cristalina de la
arcilla, los picos de difraccién caracteristicos de la arcilla pura tienden a moverse hacia angulos
menores e incluso pueden llegar a desaparecer si hay desordenamiento total de la estructura
cristalina de la MMT. Cuando las cadenas del polimero se intercalan entre las capas de arcilla, el
espacio interlaminar aumenta y es evidenciado por el desplazamiento del pico de difraccion de la
MMT pura a menores angulos de difraccion. Si las cadenas de polimero logran una estructura
exfoliada con las capas de arcilla, no se observan picos de difraccion debido a que el espacio
interlaminar es mayor que el intercalado (> a 8 nm en una estructura exfoliada) o porque los

nanocompuestos no presentan una estructura ordenada (Quilaqueo Gutiérrez y col., 2012).
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Figura 3.12. Patron de difraccion de rayos X (DRX) caracteristico de la MMT-Na natural.

El difractograma obtenido de la MMT pura, con su pico caracteristico a 26 = 7,21 °, se
repite en la Figura 3.13 junto a los de las peliculas proteicas control, y al de las peliculas

nanocompuestas control y coloreadas de blanco, negro, verde y naranja.
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Figura 3.13. Difraccion de rayos X (DRX) de la MMT pura (e) y de peliculas proteicas de soja sin colorear y sin
MMT (e) control; y peliculas proteicas nanocompuestas sin colorear (®) y coloreadas de blanco (®), negro
(@), verde (@) y naranja (#) con MMT.

Como era de esperar, el difractograma de la pelicula proteica control (sin MMT) no
presentd ninguna transicidn en el rango analizado (sin pico ni levantamiento de la linea de base)
debido a su naturaleza amorfa. Por su parte, en el correspondiente a las peliculas proteicas de soja
reforzadas con MMT (control sin colorante), no se observa ningun pico definido, ni el
correspondiente a la MMT pura, ni otro que pudiera identificar un aumento definido en el
espaciamiento de las capas de arcilla, pero si un levantamiento de la linea de base en la medida
que el dngulo tiende a cero. Ese levantamiento podria estar relacionado con un cierto grado de
intercalacion de las cadenas de proteinas en las galerias de las capas de arcilla, causando un
ensanchamiento de la separacion de las capas de la MMT en el nanocompuesto en relacién con la
MMT pura, en conjunto con capas de MMT exfoliadas, separadas del resto (Quillaqueo Gutierrezy
col.,, 2012). En sintesis estas peliculas nanocompuestas presentarian un alto grado de
intercalacion-exfoliacion de la MMT en la matriz proteica. Los difractogramas de las peliculas
nanocompuestas coloreadas mostraron modificaciones respecto del de la pelicula nanocompuesta
control, lo que indicaria que los componentes presentes en los colorantes influenciarian en el
grado de intercalacion-exfoiacidn, pero en todos desaparece el pico caracteristico de la MMT

confirmando la formacion de los nanocompuestos. En el caso de las peliculas blancas y naranjas no
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se observaron picos desplazados a angulos menores, ni practicamente el levantamiento de la linea
de base, lo que permite suponer que los compuestos que integran estos colorantes estarian
favoreciendo la exfoliacidn de la arcilla en la matriz proteica. Esto puede correlacionarse con las
mejores propiedades de las peliculas nanocompuestas naranjas, y con el efecto refuerzo y la
importante disminucién en la opacidad de las peliculas nanocompuestas blancas. En el
difractograma de la pelicula verde tampoco se aprecia un pico definido, pero si un levantamiento
de la linea de base que resulta ser menor que el de la pelicula nanocompuesta control que hace
suponer un alto grado de intercalacidon-exfoliacidon. Por ultimo, el agregado del colorante negro
afectd la organizacién del nanocompuesto formado, que si evidencid un corrimiento de pico de
difraccidn a 26= 3,2 °, correspondiente a un espacio interlaminar dgp;= 2,75 nm (mayor que el de la
MMT pura), denotando una mayor importancia al fendmeno de intercalacién de la proteina en las
galerias de la MMT, pero que podria estar coexistiendo con capas de arcilla exfoliadas. En este
caso alglin componente del colorante negro estaria disminuyendo en parte la capacidad de la
proteina de intercalarse entre las capas de arcilla y seguir separandolas hasta lograr la exfoliacion

completa de la misma.

Las peliculas nanocompuestas control y coloreadas fueron analizadas por microscopia

electrénica de transmisidon (TEM) y las micrografias resultantes se muestran en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. Microfotografias TEM de las peliculas nanocompuestas coloreadas.

Esta técnica complementa a la difraccion de rayos X y permite visualizar como esa
morfologia vista por DRX se distribuye en la matriz proteica. En las mismas se puede observar la

gran cantidad de MMT presente en la matriz (propia de la concentracion seleccionada para
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trabajar) y que la misma se encuentra homogéneamente dispersa en la matriz proteica. En todos
los sistemas se observan laminas de arcilla totalmente exfoliadas, en conjunto con otras con
distinto grado de separacion de las capas pero alineadas, caracteristicas de sistemas intercalados,
evidenciando que el ordenamiento tactoide de las arcillas ha sido desplazado por las proteinas de
soja lo que confirma el alto grado de exfoliacion-intercalacion alcanzado observado por rayos X.
Asi por ejemplo, las de las peliculas blancas reflejan una mejor distribucion y mayor proporcion de
exfoliacion tal como se observd en su correspondiente difractograma. También se observan
regiones ricas en proteinas, sin presencia de arcilla, especialmente en las peliculas control. Esto
evidenciaria que la presencia de los colorantes facilitd la distribucion de la arcilla en la matriz
proteica y tal vez podria ser responsable de no haber podido mejorar la permeabilidad al vapor de
agua. Aun asi esta organizacion de la estructura, definida por la afinidad de los componentes de
cada formulacion, y determinada por el uso de técnicas apropiadas para dispersar la MMT en agua
y posteriormente en las dispersiones conteniendo a la proteina de soja y los colorantes, logré
mejorar el comportamiento mecanico de las peliculas, asi como sus propiedades opticas y de
barrera. Segun Majdzadeh-Ardakani y col. (2010) la combinacion de mezclado mecanico vy

ultrasonido favorece la dispersion eficiente de la arcilla, tal como se realizd en este trabajo.

3.4.7. Liberacion del colorante en solucién acuosa

Cuando se realizd la medida de solubilidad en agua de las peliculas proteicas y
nanocompuestas coloreadas, se visualizo la liberacion de al menos parte de los colorantes verde y
naranja luego de 24 h, tal como se mostro en la Figura 3.10. A partir de esa observacion se intentd
cuantificar la liberacion de los colorantes y evaluar si la presencia de MMT modificaba la retencion
de los mismos en las matrices nanocompuestas.

Esa liberacion fue medida a partir de discos de pelicula que se colocaron en contacto con
agua, y de la misma se calculd espectrofotométricamente la cantidad de colorante liberado en el

soluble a 1 min (t;) y a las 24 h (t;). Los resultados se resumen en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Liberacion del colorante en contacto directo con agua medido a t;= 1 minuto y t; = 24 h. Barras
con colores intensos corresponden a las peliculas proteicas coloreadas, y con textura a las correspondientes
nanocompuestas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El agregado de MMT a las peliculas proteicas coloreadas Unicamente tuvo efecto en la
retenciéon del colorante a corto lapso de tiempo para la pelicula coloreada de naranja. Luego de 1
min en contacto con agua se liberé el 43,6 + 5,7% del colorante naranja contenido en la pelicula
nanocompuesta, y pasadas las 24 h de ensayo no se observd retencidén alguna, liberandose el
100% del colorante presente tanto en las peliculas proteicas como nanocompuestas de este color.
Cuando se describidé la absorcién de agua de las peliculas, la MMT fue capaz de disminuir la
cantidad de agua absorbida por las peliculas nanocompuestas naranjas, y quizas este
comportamiento explicaria el retardo en la liberacidon del colorante naranja en las peliculas
nanocompuestas. Los colorantes blanco y negro permanecieron mas retenidos en las peliculas
proteicas y nanocompuestas respecto a los colorantes verde y naranja. Luego de 1 min de tiempo

de ensayo, las peliculas proteicas y nanocompuestas blancas y negras no mostraron diferencias en
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el porcentaje de colorante liberado, alcanzado valores de liberacion de colorante entre 2 y 6%;
pasadas las 24 h, la liberacion de colorante de estas peliculas alcanzo valores de 17 y 22%. El
colorante verde de las peliculas proteicas y nanocompuestas fue liberado totalmente en los dos
lapsos de tiempo evaluados en este ensayo. Estos resultados sugieren que los colorantes naranjay
verde no se encuentran ligados fuertemente a las proteinas, y su naturaleza hidrofilica hace que se
liberen facilmente en contacto con el agua. La MMT solamente retardd inicialmente la liberacion
del colorante naranja, probablemente debido a la tortuosidad generada en la matriz para que
difundan las moléculas que unicamente estan presentes en la composicion del colorante naranja
(amaranto y amarillo ocaso) pero principalmente por las interacciones que este pueda estar
manteniendo con la arcilla, que hace que el comportamiento de la pelicula proteica y
nanocompuesta de ese color presenten comportamientos bien distintos. En cambio, los colorantes
blanco y negro parecerian estar mas involucrados en la formaciéon de la matriz, interaccionando
mas con la proteina de soja, sin influirle la presencia de la arcilla.

La importancia de conocer la retencion de los colorantes en las peliculas, tanto proteicas

como nanocompuestas, es fundamental para poder plantear potenciales aplicaciones.

3.4.8. Pérdida de peso en suelo

Se analizo la pérdida de peso en suelo de las peliculas proteicas y nhanocompuestas control

y coloreadas de blanco y negro, y los resultados se presentan en la Figura 3.16, en donde se

muestra la pérdida de peso relativa de las peliculas evaluadas en funcion del tiempo del ensayo.
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Figura 3.16. Pérdida de peso en suelo de peliculas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas de
blanco y negro durante cuatro semanas.

El agregado de MMT a las peliculas proteicas logré reducir significativamente la pérdida de
peso de las peliculas control y blanco durante las dos primeras semanas de ensayo, y solo para la
primera semana en el caso de las peliculas coloreadas de negro. El agregado de los colorantes no
tuvo efecto en la pérdida de peso ni en las peliculas proteicas ni en las nanocompuestas.

Las peliculas proteicas fueron los materiales que perdieron peso mas rapidamente en las
condiciones de ensayo. Al cabo de una semana se observé una pérdida de peso del 46,1 + 6,4% en
las peliculas proteicas control, de 44,8 + 5,1% para las peliculas proteicas blancas, y de 47,8 + 2,5
para las peliculas proteicas negras. En cambio, en esa primer semana de ensayo, las peliculas
nanocompuestas control perdieron peso en un 24,2 + 2,1%, las blancas 28,9 + 7,1% vy las negras
29,1 £ 5,5%. En la segunda semana, las pérdidas de peso rondaron el 80% para las peliculas
proteicas y el 69% para las peliculas nanocompuestas, siendo significativa la diferencia sélo para
las peliculas control y blanca. A partir de la tercer semana, no se observaron diferencias entre la
pérdida de peso de las peliculas proteicas y nanocompuestas y los valores de pérdida de peso
rondaron entre el 90 y el 95%, siendo muy dificil la manipulacién de todas las peliculas por el alto
grado de desintegracién; ya para la cuarta semana, tanto las peliculas proteicas como

nanocompuestas control y coloreadas de blanco y negro se encontraron completamente
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desintegradas. Mediante ensayos de pérdida de peso similares, Dalev y col. (2000) evidenciaron
que peliculas proteicas en base a gelatina, control y con diferentes agregados de agentes
entrecruzantes, no duraron mas de 6 dias en contacto con suelo, ya que fueron completamente
degradadas. Condés (2012) estudio la pérdida de peso en suelo para peliculas en base a proteinas
de amaranto, control y nanoreforzadas con nanocristales de almidén y pudo evidenciar una
diferencia en la pérdida de peso de las peliculas al cabo de una semana, siendo del 80% para las
peliculas proteicas y en el orden del 20% para las nanoreforzadas; para la segunda semana de
ensayo, este autor informé que tanto las peliculas proteicas de amaranto como las nanoreforzadas
fueron casi completamente degradadas. Las peliculas proteicas de soja evaluadas en el ensayo de
pérdida de peso de este capitulo presentan mayor durabilidad si se las compara con las peliculas
proteicas en base a gelatina y a amaranto. Sin embargo, el retraso inicial en la pérdida de peso de
las peliculas nanocompuestas en base a proteinas de soja y MMT, se asemeja al retraso inicial que
Condés (2012) informd para peliculas proteicas de amaranto nanoreforzadas con nanocristales de
almidon, por lo que el empleo de nanorefuerzos en peliculas proteicas trae aparejado un
aumento, aunque sea a intervalos de una a dos semanas, de la durabilidad de la pelicula en
contacto con suelo.

El retraso en la pérdida de peso inicial de las peliculas nanocompuestas, indicaria que la
MMT estaria protegiendo a la matriz proteica. Chevillard y col. (2011) estudiaron la
biodegradacion de materiales (pellets) proteicos y nanocompuestos en base a gluten de trigo y 2
tipos diferentes de MMT, una natural y otra organicamente modificada, obtenidos por extrusion.
El método que emplearon para medir la biodegradacion se basé en la norma ASTM D5988-96, que
utiliza la medicion del CO, generado durante la biodegradacién como producto proporcional del
sustrato biodegradado. Pudieron evidenciar un retraso en la biodegradacion de las muestras que
contenian las arcillas respecto a las que solo se componian de proteina, y a partir de sus
resultados, estos autores proponen tres hipotesis posibles para explicarlo:
i) la menor capacidad de adsorcidn de agua de los materiales con MMT;
ii) la presencia de tortuosidad en el camino a penetrar dada la nanodispersion de estos
silicatos, resultando en una difusion lenta de agua, microorganismos y sus enzimas;
iii) el establecimiento de interacciones especificas entre los silicatos en capas y la matriz que

lleva a una menor disponibilidad a que esta se biodegrade.
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El aspecto macroscopico de las peliculas durante el avance del ensayo en las 4 semanas
evaluadas se muestra en la Figura 3.17. Mas alla de la pérdida de masa que puede apreciarse con
el transcurso de las semanas (y que se discutio anteriormente), puede observarse que las peliculas
control sufren un cambio de color ya luego de permanecer la primera semana bajo tierra, su
tonalidad amarillenta caracteristica paso a una tonalidad mas opaca y amarronada, similar a lo

obtenido por Gonzalez y col. (2011) también para peliculas proteicas de soja.
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Figura 3.17. Apariencia de las peliculas durante el ensayo de pérdida de peso en suelo.
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3.5. Conclusiones

Fue posible obtener materiales nanocompuestosa partir de proteinas de soja, MMT y
colorantes comestibles, que podrian ser evaluados para distintas aplicaciones. El agregado de la
MMT le otorgé a las peliculas una mayor trasparencia (menor opacidad), mejores propiedades
mecanicas (generando aumentos en la tensidn a la ruptura y madulo de Young, y disminuyendo su
elongacion) y prolongd su periodo de biodegradacion (medido a través de la pérdida de peso en
suelo), pero no logré modificar la permeabilidad al vapor de agua a todas las peliculas estudiadas.
El agregado de colorantes a las peliculas proteicas y nanocompuestas permitic obtener una
variedad de materiales con distintas propiedades dpticas, con mayor capacidad barrera a la luz en
todos los casos respecto a las peliculas control. La arcilla solo logré mejorar la retencion del
colorante naranja en la matriz proteica frente al contacto con agua a tiempos cortos. Por su parte
los colorantes le dieron interesantes propiedades barrera a la luz, especialmente en el caso del
blanco sin modificar en general las propiedades fisicoquimicas de las peliculas. Estos colorantes
parecieran mejorar la distribucion de la MMT en la formulacion, y variar su grado de exfoliacion-
intercalacion, responsable del efecto refuerzo otorgado. Los colorantes blanco y negro parecieran
ser los mas adecuados debido que interaccionaron mas fuertemente con las proteinas, y
presentaron una menor liberacion frente a agua.

La adicion de MMT retardd la desintegracion de las peliculas nanocompuestas control y
coloreadas de blanco y negro en hasta 2 semanas. Esto resulta importante en el caso de
aplicaciones en las que se requiera una mayor duracion de los materiales como por ejemplo el
empleo de mulching en agricultura. De todos modos, resulta necesario evaluar otras estrategias

para que la duracion de los materiales sea compatible con el ciclo fenolégico de los cultivos.
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4. Peliculas proteicas de soja reforzadas con nanofibras de celulosa y

activadas con aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum L.)

4.1. Introduccién

En los ultimos afos, ha crecido en forma marcada el interés en los micro y nanorefuerzos
obtenidos a partir de polisacaridos, principalmente celulosa, almiddon y quitosano. La celulosa es
uno de los polimeros naturales mas importantes y el mas abundante sobre la tierra,
encontrandose ampliamente distribuida bajo la forma de variadas fuentes vegetales, tales como
fibras de plantas (algoddn, canamo, lino), algas, hongos; asi como de algunas especies de
invertebrados y bacterias (Anglés y Dufresne, 2001). También se ha estudiado en forma detallada
la celulosa bacteriana secretada extracelularmente por bacterias especificas, entre ellas las del
género Gluconoacetobacter sp. (Klemm y col., 2009; Sird y Plackett, 2010). En lo que respecta a las
fuentes de plantas, la celulosa puede encontrarse en forma abundante en algunas plantas fibrosas
(como las fibras de sisal y formio), en semillas (algoddn), y en los tallos primarios (lino) o
secundarios (madera) (Lavoine y col., 2012). Anglés y Dufresne (2001) obtuvieron celulosa a partir
de la tunicina, compuesto presente en la superficie de organismos marinos llamados urocordados
o tunicados. Varios trabajos han caracterizado y evaluado potenciales aplicaciones de fuentes de
celulosa provenientes de deshechos o subproductos agroindustriales de bajo valor, como el
bagazo de cafia de azucar y mandioca (Bras y col., 2010; Pasquini y col., 2010); la pulpa de
remolacha azucarera (Azizi y col., 2004); la cascara de higo (Habibi y col., 2009); |a fibra de formio
(Fortunati y col., 2013); algunas fuentes derivadas de la industria del papel (Boluk y col., 2011), etc.

Desde el punto de vista fisicoquimico, la celulosa es un homopolisacarido lineal de
unidades B-1,4-D-glucosa. La estructura quimica basica de la celulosa se presenta en la Figura 4.1,
y consta de segmentos repetitivos de un dimero denominado celobiosa, en los que cada
monomero de anhidro glucosa presenta tres grupos hidroxilo. Estos grupos y su capacidad de
generar fuertes uniones mediante puentes de hidrégeno, le confieren a la celulosa naturaleza
altamente cohesiva, y capacidad de organizarse en estructuras microfibriladas (Pasquini y col.,

2010).
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Figura 4.1. Estructura quimica de la celulosa mostrando las unidades repetitivas de celobiosa.

La celulosa es el componente mayoritario de las paredes celulares de vegetales (30% y en
algunos casos 40% dependiendo la especie, del drgano y estado de desarrollo considerado), a las
gue les otorga resistencia. Se organiza en microfibrillas (de 2 a 20 nm de didametro) que se forman
durante la biosintesis y son empaquetadas por las hemicelulosas, ligninas y sustancias pécticas
(Siqueira y col., 2010; Habibi y col., 2010). Estas microfibrillas se van agregando y forman una
fibrilla como se muestra en la Figura 4.2, estabilizadas por puentes de hidrégeno. Cada
microfibrilla puede considerarse como una cadena lineal de cristales de celulosa interrumpidas por
dominios amorfos desordenados a lo largo del eje (Azizi Samir y col., 2005).

La celulosa, al igual que la hemicelulosa y sustancias pécticas, es de naturaleza hidrofilica
mientras que las ligninas son hidrofébicas. Las hemicelulosas son heteropolisacaridos con
estructura diversa. La mas abundante en la pared de plantas Dicotiledéneas no comelinoides es el
xiloglucano formado por una cadena principal de glucosa con uniones -1,4 y cadenas laterales de
xilosa, galactosa y fucosa. Otros grupos de hemicelulosas incluyen a los xilanos y mananos. Las
hemicelulosas son moléculas mas cortas que la celulosa comunmente ramificadas lo que hace que
sean mas solubles (son solubles en alcali 1 0 4 M dependiendo del tipo). Las ligninas son polimeros
amorfos de unidades de fenilpropano y se encuentra en niveles apreciables sélo en paredes
secundarias. Por su parte, las pectinas son también un grupo diverso de polisacaridos de
naturaleza acida caracterizados por ser ricos en unidades de acido galacturdnico con variable

grado de metil esterificacion.
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Figura 4.2. Esquema de la pared celular vegetal y de su organizacion microfibrilar (Siqueira y col., 2010).

Entendiendo esta organizacion de la celulosa en las paredes celulares de las plantas, es
posible a partir de ella obtener distintos tipos de nanorefuerzos, capaces de mejorar las
propiedades barrera y mecanicas de biopolimeros, debido a su alta resistencia especifica, (Lavoine

y col., 2012):

i) Nanocristales de celulosa (NCC): también conocidos como celulosa nanocristalina, whiskers
de celulosa, microcristales de celulosa, entre otros (Abdul Khalil y col., 2014). Se trata de
estructuras obtenidas por el procesado de la celulosa bajo condiciones controladas, que conducen
a la formacion de cristales individuales de alta pureza. El proceso principal en la preparacion de
NCC se basa en una hidrdlisis acida fuerte bajo condiciones (temperatura, agitacion y tiempo)
estrictamente controladas. Las regiones amorfas de la celulosa, que se consideran defectos
estructurales, son atacados bajo estos procesos de hidrdlisis acida, dejando las zonas cristalinas
(dominios mas resistentes) intactas (Azizi y col., 2005; Habibi y col., 2010). En general, después del
proceso de hidrdlisis, se realiza una centrifugacion, dialisis en agua, y/o lavados sucesivos con agua

para eliminar remanentes de acido. Los NCC en general rondan los 5-70 nm de diametro y el largo
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puede ser de 100 a 250 nm. Si el material de partida es de origen vegetal, antes de los pasos de
hidrélisis, es necesario realizar tratamientos alcalinos y de blanqueo para eliminar hemicelulosas y
ligninas que podrian afectar las propiedades de los nanocompuestos (Siqueira y col., 2010).
Diversos autores han trabajado en el impacto de las condiciones de hidrdlisis sobre el
tamano y estabilidad de los NCC resultantes, ya que son varios los parametros involucrados
(Bondeson y col,, 2006). Ademas de estos procesos, otros autores sugieren que se pueden
emplear procesos de ultrasonido luego de la obtencidon de los NCC para favorecer su
homogenizacion y evitar la agregacion (Bras y col., 2010; Pasquini y col., 2010; Atef y col., 2014).
Otra alternativa para obtener NCC es la que proponen Atef y col. (2014), quienes sumaron a la
hidrélisis acida un tratamiento mecanico. Estos autores emplearon suspensiones acuosas de
celulosa microcristalina comercial al 50:50, y realizaron la hidrdlisis con acido sulfurico al 64% p/p
a 45 °C por 12 min, centrifugaron a 6000 rpm 15 min, y realizaron dialisis contra agua hasta pH
alrededor de 5-7. Posteriormente, generaron un tratamiento mecanico en un homogenizador a
una velocidad de 13000 por 20 min a temperatura de 20 °C, y posterior ultrasonido por 30 min.
Estos nanocristales de celulosa (NCC), presentan caracteristicas mecanicas muy
interesantes. Su modulo de Young se encuentra entre 130 GPa (Sakurada y col., 1962) y 250 GPa
(Zimmermann vy col., 2004), valor cercano al mddulo de un cristal perfecto de celulosa nativa (=
167,5 GPa) (Tashiro y Kobayashi, 1991; Habibi y col., 2010). Ademas, los NCC poseen propiedades
Opticas interesantes ya que dadas sus pequenas dimensiones (menores que las de las nanofibras
de celulosa) dispersan menos la luz, mejorando la transparencia de los materiales

nanocompuestos (Abdul Khalil y col., 2014).

ii) Nanofibras de celulosa o celulosa microfibrilada (MFC): a estas nanofibras también se las
conoce como microfibrillas de celulosa, nanofibrillas de celulosa, celulosa nanofibrilada, o celulosa
microfibrilar, entre otros sindnimos (Siqueira y col., 2010; Klemm vy col., 2011; Dufresne, 2012;
Brinchi y col., 2013; Abdul Khalil y col., 2014). La celulosa microfibrilada (MFC) es preparada por
cizallamiento mecanico de fibras de celulosa con el fin de separar las microfibrillas en sus cadenas
constitutivas (Lavoine y col., 2012; Siré y col., 2010), empleando equipamientos que generan alto
grado de cizalladura como el que se describe en la Figura 4.3. De este modo se generan largos
filamentos de celulosa flexibles en la escala nanométrica (20-60 nm de diametro y varios
micrémetros de longitud). El producto obtenido sdlo contiene un pequefio nimero de defectos,

por lo que su mddulo de Young axial es muy alto (=150 GPa), mayor que el del acero y similar al
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del Kevlar (Dufresne, 2012). Al igual que en la obtencion de los nanocristales, si se parte de
materia prima de origen vegetal es importante realizar antes de los tratamientos mecanicos,
tratamientos alcalinos y de blanqueo para eliminar hemicelulosas y ligninas que podrian afectar las

propiedades de los nanocompuestos (Siqueira y col., 2010).
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Figura 4.3. Esquema del funcionamiento de un molinillo homogeneizador tipo empleado en la produccion
de MFC (A); foto de un molinillo de friccion ultrafina (Super Masscolloider, Masuko Sangyo Co, Japén) (B).

Se ha informado en bibliografia la obtencion de MFC por tratamiento mecanico a partir de
diferentes fuentes, como pulpa de papel blanqueada (Wang y col., 2011), pulpa de papel Kraft
(Matsuda vy col., 2001), pulpa de madera de Eucalyptus (Bilbao-Sainz y col., 2011), fibras de sisal
(Sigueira y col., 2010) y paja de trigo (Zimmermann y col., 2010).

A diferencia de los NCC, la MFC presenta zonas amorfas y cristalinas, formando una
estructura mas parecida a una red (Lu y col., 2008). La relacion de aspecto (L/d) es muy alta en la
MFC, lo que denota un umbral muy bajo de percolacidn, por lo que la capacidad de formar una red
rigida es muy ventajosa (Lavoine y col., 2012).

La desventaja de los procesos para obtener MFC para el éxito comercial ha sido el alto
consumo de energia de los homogeneizadores. Lavoine y col. (2012) han demostrado que es
necesario repetir el procedimiento de homogeneizacién varias veces, con el fin de aumentar el
proceso de desintegracion, lo que requiere aun mas cantidad de energia. Progresos en la
produccion MFC se han logrado mediante la combinacién de procesos mecanicos con
tratamientos enzimaticos (con celobiosa hidrolasas y endoglucanasas), tratamientos acido-alcali,

asi como a través de un nuevo proceso basado en una reaccion de oxidacion con 2,2,6,6-
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tetrametilpiperedina-1-oxil (TEMPO) que facilita la separacion de las nanofibras (Pddkké y col.,
2007; Siqueira y col., 2010).
A modo de resumen, se pueden esquematizar los procesos mediante los cuales se pueden

obtener NCC y MFC a partir de fibras vegetales de la siguiente manera:

Fibras vegetales

Tratamiento alcalino
(80°C)

Tratamiento de blanqueo
Naclo, (80 °C)

HOMOGENIZACION
MECANICA

HIDROLISIS

Eliminacion de acido
(centrifugacion, dialisis,
sonicacion)

I
/NANOCRISTALES DE CELU LOSA\ / CELULOSA MICROFIBRILADA \

Figura 4.4. Esquema en la obtencion de nanocristales de celulosa y celulosa microfibrilada a partir de fibras
vegetales.

La utilizacion de fibras de formio como fuente de celulosa para la obtencidon de celulosa
microfibrilada (MFC) todavia no ha sido reportada en bibliografia. Si existen publicaciones en las
que estas fibras actuan como refuerzo de resinas epoxi, o forman materiales compuestos con
mezclas de residuos plasticos sintéticos, logrando mejoras en las propiedades mecanicas y en la
estabilidad térmica (Newman y col., 2007; Rosa y col., 2010; Guen y Newman, 2007; Jayaraman y
Halliwell, 2009).También se ha estudiado el comportamiento de las fibras de formio en ensayos de

degradacion acelerada, evidenciando que los productos de degradacion de estas fibras son
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totalmente eco-compatibles (Weston y col.,, 2012). Estas fibras vegetales (empleadas
principalmente en la industria textil para la fabricacion de hilo, plantillas de calzados, alfombras,
bolsas, etc.) se obtienen de las hojas de una planta monocotiledénea herbacea perenne llamada
Phormiun tenax, también conocida como lino de Nueva Zelanda (Carr y col., 2005). En la Argentina
el cultivo de esta planta se inicid experimentalmente hace mas de 40 afios con la introduccién de
plantas traidas directamente de Nueva Zelanda, radicdndose fundamentalmente es las islas del
Delta formado por las Provincias de Buenos Aires y Entre Rios, zona en donde se dieron las
mejores condiciones naturales y ventajas econémicas para su cultivo, dada la adecuacién de los
terrenos, la facilidad de riego, el acceso a transporte cercano y la cercania al mercado de
transformacidn, industrializacion y consumo (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Nacion Argentina: http://www.minagri.gob.ar/site/institucional/biblioteca).

El uso potencial de nanocompuestos como portador o vehiculo de compuestos activos en
el campo del envasado de alimentos esta actualmente siendo explorado con mucha atencién
porque, como se menciond en el capitulo anterior, los nanorefuerzos presentes en la formulacién
podrian modular la liberacion de los principios activos. La tendencia actual en materiales activos
aplicables en packaging para alimentos es incorporar aditivos naturales, entre los que se
encuentran algunos aceites esenciales con actividad antioxidante y/o antimicrobiana, que ademas
pueden ser comestibles, como por ejemplo los de ajo, lavanda, salvia, orégano, pimiento, tomillo,
romero y clavo (Yildirim y col., 2000; Seydim y Sarikus, 2006; Kong y col., 2007; Rojas-Grai y col.,
2007; Sanchez-Gonzalez y col., 2011; Kuorwel y col., 2011; Pelissari y col., 2009). La ventaja de
utilizar tales aceites esenciales incorporados en las peliculas, en vez de aplicarlos directamente
sobre los alimentos, es que de esta manera es posible alcanzar el objetivo deseado con menores
concentraciones de aceite, y asi evitar conferirle aromas y sabores indeseados en los alimentos
(Gutierez y col., 2009; Sdnchez-Gonzélez y col., 2011).

El aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum L.) es un inhibidor efectivo de
patdgenos como Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus asi como de numerosos microorganismos deteriorantes (Cressy y col., 2003; Mytle y col.,
2006). El principal activo identificado es el eugenol (Burt, 2004), cuya molécula se grafica en la

Figura 4.5.
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Figura 4.5. Estructura del eugenol, principio activo mayoritario del aceite esencial de clavo.

Algunos grupos de investigacion han evaluado la actividad antimicrobiana in vitro de
peliculas comestibles activadas con aceite esencial de clavo y han obtenido resultados
prometedores (Gémez-Estaca y col., 2010). Salgado y col. (2013) estudiaron la adicion de aceite
esencial de clavo a formulaciones en base a concentrados proteicos de girasol para obtener
peliculas biodegradables y comestibles, con propiedades antioxidantes in vitro y antimicrobianas.
Esas peliculas lograron retardar la auto-oxidacion lipidica y el desarrollo de bacterias mesofilas
totales aplicadas para la preservacion de hamburguesas de sardinas refrigeradas. Echeverria
(2012) estudid sistemas nanocompuestos de matriz proteica en base a proteinas de soja y
montmorillonita (MMT), con la adicidn a estas formulaciones de aceite esencial de clavo de olor.
Al analizar la actividad antioxidante in vitro de estos materiales, este autor evidencid que las
peliculas proteicas de soja presentaban una actividad antioxidante muy débil, otorgada por
compuestos polifendlicos co-extraidos con las proteinas de soja (isoflavonas, acido clorogénico,
cafeico, ferulico) durante la obtencién de los aislados proteicos, y en parte también a las proteinas
mismas o a algunos péptidos que de ellas deriven. Al incorporar 10% de arcilla a las formulaciones
proteicas, Echeverria (2012) observé un aumento en la actividad antioxidante, evidenciando que la
MMT facilitaria la liberacion de los compuestos polifendlicos. Con la incorporacién de aceite
esencial de clavo a las formulaciones nanocompuestas, logré incrementar la actividad antioxidante
asi como otorgar propiedades antimicrobianas a las peliculas resultantes, observando que la
difusion de los distintos agentes activos que componen al aceite esencial podian variar con el
contenido de arcilla, debido a la posible intercalacion de sus moléculas en la estructura de la
arcilla, provocando una liberacion selectiva de los mismos al medio. Por ultimo, estas peliculas
fueron evaluadas como material de envase para preservar la calidad de filetes de musculo de atun
rojo (Thunnus thynnus) durante su almacenamiento refrigerado. Con las mismas fue posible
disminuir los valores de nitrégeno basico volatil total y el recuento final de microorganismos asi

como la auto-oxidacion lipidica durante todo el periodo de almacenamiento estudiado, sin
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observar indicio de la difusién de los metales presentes en la arcilla al musculo de pescado en el
tiempo analizado.

En un sistema diferente formado por gelatina, sepiolita y aceite esencial de clavo, Giménez
y col. (2012) también observaron que la presencia de la arcilla favorecia la liberacion gradual de los
compuestos fendlicos presentes. Mascheroni y col. (2010) desarrollaron un sistema de liberacion
para el carvacrol basado en una matriz de gluten de trigo reforzadas con MMT que fue eficiente en
retener y proteger al agente antimicrobiano activo durante la etapa de procesamiento. Quilaqueo
Gutiérrez y col. (2012), estudiaron la funcionalidad de peliculas nanocompuestas en base a
carboximetilcelulosa y montmorillonita aditivadas con extracto de murta, y observaron que
mientras el agregado de MMT mejoro significativamente las propiedades mecanicas y de barrera
(al vapor de agua, O, y CO,) de las peliculas de CMC, el extracto de murta le otorgd propiedades
antioxidantes, plastificé la matriz y modificd las propiedades de barrera a gases de manera
diferencial segun el contenido de arcilla adicionado.

Similares comportamientos podrian ocurrir en matrices proteicas con agregado de
nanofibras de celulosa, aunque estos sistemas han sido mucho menos explorados en la literatura.
Algunos autores han realizado estudios de liberacion controlada de compuestos activos o enzimas
propuestos para envasado de alimentos, pero se tratan de superficies diferentes a un material
nanocompuesto. Por ejemplo, Cozzolino y col. (2013) estudiaron la capacidad de liberacién de
lisozima a partir de matrices de celulosa microfibrilada (MFC) adsorbidas sobre sustratos plasticos,
en alimentos modelo (agua, y agua/etanol), encontrando que la MFC permite la rapida liberacion

de la enzima estudiada.

4.2. Objetivos

Obtener nanorefuerzos de celulosa microfibrilada a partir de fibras de formio, determinar
el efecto que causa su adicién a matrices proteicas de soja y analizar la activacion de los sistemas
nanocompuestos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas a través del agregado de aceite

esencial de clavo de olor a la formulacion.
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4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Materiales

Se utilizo el mismo aislado proteico de soja descripto en la seccidon 3.3.1, glicerol (Anedra,
Argentina) y aceite esencial de clavo de olor Syzygium aromaticum L. (AEC, Eladiet SA., Espana).

La celulosa microfibrilada (MFC) se prepard a partir de fibras de formio (Phormium tenax)
cultivadas en Tigre (Buenos Aires, Argentina) y adquiridas a la empresa Silkum (Argentina). El resto
de los reactivos utilizados para llevar a cabo las experiencias que se describen a continuacion

fueron todos de calidad p.a.

4.3.2. Obtencion y caracterizacion de los nanorefuerzos de celulosa

4.3.2.1.Pre-tratamiento de las fibras

La fibras de formio fueron cortadas (=5-10 mm) y sometidas a dos tratamientos alcalinos
con NaOH (1 N) a 80 °C durante 2 h, y dos tratamientos de blanqueo con H,0, (3% v/v), también a
80 °C durante 2 h. Luego de cada tratamiento, las fibras fueron separadas por filtracion y lavadas
con agua destilada y finalmente secadas en una estufa de conveccién forzada a 80 °C, obteniendo

asi las fibras blanqueadas.

4.3.2.2.0btencion de celulosa microfibrilada (MFC)

Las fibras de formio pre-tratadas se dispersaron en agua destilada (1% p/v) durante 16 h a
temperatura ambiente. La suspension resultante se sometid a tratamiento mecanico en un
molinillo de friccion ultra-fina, cuyo nombre comercial es “Super Masscolloider” (Masuko Sangyo
Co, Japon) a velocidad fija (3.125 rpm) y se analizé el efecto del numero de ciclos de
homogeneizacion (10-100 ciclos) sobre las propiedades de las nanofibras resultantes. A la
dispersion de MFC resultante se le agregaron 10 gotas de cloroformo por litro para evitar la

contaminacion microbiana. La misma fue conservada a 4 °C hasta su empleo.
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4.3.2.3. Caracterizacion de la celulosa microfibrilada (MFC)

La longitud de las fibras fue determinada en un equipo analizador de fibras MorFi LB-01
(Techpap, Francia) empleando una dispersion de 0,3 g fibra/L, usando el software MorFi v7.13.00.
Las determinaciones se hicieron por triplicado.

La morfologia se observd con un microscopio de fuerza atdmica (AFM). Se colocd 1 gota de
la dispersion de fibras sobre un porta-muestra de mica, que luego se llevo a estufa por 10 min a 40
°C. La muestra se analizé en un equipo NanoScope Il (Veeco Instruments, China), en modo
tapping, utilizando una sonda cantilever de silicona. A partir de las imagenes se calculd el diametro
de la MFC utilizando el software Nanoscope 6.13.

Por ultimo, el indice de cristalinidad (ICr) fue calculado a partir de los espectros de
difraccion de rayos X (DRX), obtenidos segin la metodologia descripta en la seccién 3.3.4, a
diferencia que los datos de difraccion se obtuvieron de 26 =5 ~ 60 ° en un modo de tiempo fijo
con un intervalo de paso de 0,10 °, a una velocidad de paso de 2 °/min sobre pequenas muestras
de las suspensiones de MFC previamente secadas 3 h a 60 °C, formando peliculas delgadas de
nanofibras. El ICr fue calculado segun la Ecuacion 4.1 usando los valores de intensidad
correspondientes a la difraccion de la estructura cristalina y la fraccion amorfa, segun el método

propuesto por Segal y col. (1959).
icr =[fe2—en] ¥ 100 Ecuacién 4.1
1002

Donde: ly, es la intensidad maxima del pico cristalino a 26 entre 22-23 °, y |, es la intensidad

minima del pico ubicado a 20 entre 18 y 19 °.
4.3.3. Obtencion de las peliculas nanocompuestas

Se obtuvieron peliculas con y sin AEC por casting a partir de dispersiones acuosas de SPI,
plastificante y MFC. Dispersiones formadas por 5 g de SPI, 1,25 g de glicerol y 0, 4, 8,y 12 g
MFC/100 g de SPI en 100 mL de agua destilada se mezclaron durante 2,5 h a 150 rpm y 20 °C con
un agitador vertical con hélices planas (Dragon LAB 0S20-PRO, China), ajustando el pH a 10,5 con
NaOH 2 N. En el caso de las peliculas adicionadas con aceite esencial de clavo, se agregaron 0,5 mL

de AEC a las dispersiones antes mencionadas a las 2,25 h de agitacion. Finalmente, 10 mL de las
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dispersiones filmogénicas se colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm?) y se secaron en
una estufa con conveccion forzada (Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las
peliculas resultantes se acondicionaron a 20 °C y 58% HR (en desecador con una solucidn saturada

de NaBr) durante 48 h previo a su caracterizacion.

4.3.4. Caracterizacion de las dispersiones filmogénicas mediante ensayos reolégicos

La viscosidad aparente (n.gp) Y €l comportamiento de flujo de las dispersiones filmogénicas
se evaluaron en un redmetro ReoStress 600 (Termo Haake, Karlsruhe, Alemania) con un sensor de
platos paralelos de superficie rugosa con una diferencia de 1 mm entre platos. Las dispersiones se
mantuvieron a 20 °C con un bafio termostatico (Circulator DC50 Thermo Haake, Alemania)
conectado a la cubierta que rodea al sistema del sensor durante el ensayo. Se realizé un ensayo
rotacional en donde el gradiente de velocidad de deformacion se aumenté de 0 a 500 s’ en 2 min,
se mantuvo constante a 500 s durante 1 min y luego se disminuyé desde 500 hasta 0 s™ en 2 min.
Se registré el esfuerzo de corte (1) en funcion del gradiente de velocidad de deformacion (D) y asi
se obtuvieron las graficas correspondientes al comportamiento de flujo. A partir de las mismas y
en el rango de velocidad de deformacion creciente, se determiné la n,,, a D= 60 y 500 s de cada
dispersion filmogénica. El umbral de fluencia (1) y los indices de flujo (n) y consistencia (K) fueron
determinados ajustando los resultados experimentales mediante un software especifico (HAAKE
RheoWin 3.30.0000, Thermo Scientific, Alemania) con el modelo reoldgico de Herschel-Bulkley

(Ecuacidn 4.2).

T=T,+KD" Ecuacion 4.2
Donde: 1 es el esfuerzo de corte (Pa), 1, es el umbral de fluencia o esfuerzo de corte en el
momento inicial (Pa), K es el indice de consistencia (Pa s"), D es el gradiente de velocidad de
deformacion (1/s) y n es el indice de flujo. Los ensayos se realizaron por triplicado.

4.3.5. Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas fueron caracterizadas mediante la determinaciéon del espesor, color,

opacidad, contenido de agua, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, temperatura
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de transicion vitrea (Tg), propiedades mecanicas en traccidon, y morfologia por microscopia
electronica de transmision (TEM) y difraccion de rayos X (DRX) segun las metodologias descriptas
en la seccién 3.3.4. Ademas se realizaron caracterizaciones de angulo de contacto, permeabilidad
al oxigeno (0O,), morfologia (mediante microscopia electronica de barrido, SEM), actividad

antioxidante, y actividad antimicrobiana de las peliculas segin se describe a continuacién.

4.3.5.1. Angulo de contacto

Mediante la medida del angulo de contacto se evalud la hidrofobicidad superficial de las
peliculas a temperatura ambiente con un goniometro Ramé-Hart Modelo 250 (Ramé-Harts
Instrument, Estados Unidos). Una gota de 5 pL de agua desmineralizada se colocé sobre la
superficie de la pelicula con una jeringa de piston automatico y se fotografid al instante. Se utilizo
un analizador de imagenes para medir el angulo formado entre la base, compuesta por la
superficie de la pelicula (en la cara expuesta al aire durante su formacién) en contacto con la gota
de agua, y la tangente a la gota de agua. Cada valor de angulo de contacto considerado
corresponde al valor medio de los angulos de contacto iniciales medidos en ambos lados de la

gota. Los resultados informados son los valores promedio de diez mediciones.

4.3.5.2.Permeabilidad al O,

Se midio la velocidad de transmision de O, a través de la pelicula con un equipo OX-TRAN
2/21 (MOCON, Estados Unidos) segun la norma ASTM D3985-02. Muestras de cada pelicula se
colocaron en las celdas de medida exponiendo una superficie de 50 cm?® al permeante. Dicha celda
se acondicionod a 23 °Cy 65% de HR, a presion de 760 mm de Hg, y el gas permeante fue 100% O,.
Se realizaron ciclos de medida de 60 min durante el tiempo necesario hasta que la lectura del
equipo coincidiera 3 veces (equilibrio de permeacion alcanzado), siendo esa la lectura final. Los
resultados se expresaron segun la velocidad de transmision de O, a través de la pelicula en mL
0,/m? dia; y segin su permeabilidad al oxigeno (OP) calculada dividiendo la velocidad de
trasmision de O, por la presion de oxigeno y multiplicandola por el espesor de la muestra en mL O,

pum/m? dia kPa. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

85



4.3.5.3. Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

Las muestras de pelicula se cortaron en tiras de 1 x 3 cm, y se fracturaron sumergiéndolas
en nitrogeno liquido. Las probetas asi obtenidas se dispusieron sobre una cinta adhesiva doble faz
y se metalizaron con oro en un Sputter Coater S150B (Edwards, Inglaterra). Posteriormente, las
superficies de las peliculas (cara expuesta al aire) y el area transversal de las fracturas se
observaron en un microscopio electronico de barrido SEM 505 (Philips, Holanda), con un voltaje de
aceleracion de 10 kV, a diferentes aumentos (50X en la superficie, y 300X en el area transversal de

las peliculas).

4.3.5.4. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas proteicas se determiné de acuerdo a la capacidad
de secuestrar radicales catidnicos de ABTS* (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzentiazolino-6-
sulfénico)).

Preparacion del radical ABTS®: el radical ABTS™ fue producido a partir de una solucién
acuosa 7mM de ABTS (Fluka, Sigma-Aldrich, Alemania), a la que se le agregd 2,45 mM de
persulfato de potasio (Anedra, Argentina) y se la almacend durante 12-16 h a temperatura
ambiente y en oscuridad. Previo a su utilizacion, la solucion se diluyé con buffer fosfato de sodio
0,01 M a pH 7,4 hasta obtener una absorbancia a 734 nm de 0,70 £ 0,03 en un espectrofotometro
(Beckman DU650, Alemania).

Realizacion del ensayo: muestras de pelicula previamente pesadas se colocaron en 50 mL
de agua destilada y se mantuvieron 24 h en agitacion a 90 rpm. Posteriormente se determind la
actividad antioxidante de los solubles, los cuales fueron diluidos (1/40) en buffer fosfato de sodio
0,01 M a pH 7,4. A partir de estas muestras diluidas, se tomaron 100 uL y fueron mezclados con
900 L de la solucion del radical ABTS®, agitandolos durante 2 min en vortex, y a los 6 min se midio
su absorbancia a 734 nm. Los resultados fueron expresados en mmol equivalente de acido galico
por g de pelicula soluble, basado en la realizaciéon de una curva de calibracion de acido galico
(acido 3,4,5-trihidroxibenzoico, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Los ensayos se realizaron por

triplicado.
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4.3.5.5. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las peliculas proteicas y nanocompuestas con y sin
agregado de AEC se determind por el método de difusion en agar contra 4 especies microbianas
(Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus) seleccionadas por
su importancia como agentes responsables de ETA’s (enfermedades transmitidas por los
alimentos), segun el método propuesto por Gomez-Estaca y col. (2010). Las cepas fueron
obtenidas de la Coleccion del Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos
(CIDCA).

Estas cepas bacterianas fueron crecidas en caldo nutritivo (Biokar Diagnostics, Francia)
durante 24 h a 37 °C, para llegar a una concentracion de 1x10® UFC/mL (DO=0,6 medida a
A=600nm). Posteriormente, 100 pL de este caldo nutritivo conteniendo a cada cepa bacteriana
fueron sembrados en placas de Petri conteniendo agar nutritivo (Biokar Diagnostics, Francia).
Discos de 1,5 cm de diametro fueron colocados sobre las superficies inoculadas y las placas fueron
incubadas 24 h a 37 °C. Se realizaron placas control de cada cepa colocando 20 uL de antibidtico
como control (cloranfenicol 0,3% p/v, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Después de la incubacion,
las areas claras que rodeaban a los discos fueron consideradas como magnitud de la actividad
antimicrobiana, las cuales se midieron manualmente con un calibre (en mm) y se calculd el
porcentaje de inhibicion comparando el diametro del halo formado con el diametro del disco de
pelicula ensayado. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion del crecimiento de

cada cepa bacteriana evaluada. Los ensayos se realizaron por triplicado.
4.3.6. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y expresados
como la media + desviacion estandar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un

nivel de significacion a = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (version 12, Systat Software, Inc.,

Chicago, Estados Unidos).
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4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Obtencion y caracterizacion de la celulosa microfibrilada obtenida a partir de fibras de

formio

En la Figura 4.6 se muestran fotografias de las fibras de formio sin tratar y las pre-tratadas.
Las fibras sin tratar presentaron una coloracion y aspecto similar al publicado por otros autores
para fibras de formio (Rosa y col., 2010). De las imagenes se puede apreciar que el tratamiento
alcalino y de blanqueo generd un cambio de color en las fibras cortadas, y se aprecia en la Figura
4.6 B que las mismas tienden a aglomerarse después del pre-tratamiento a causa de los lavados y
posterior secado a 80 °C. La diferencia de color se debe justamente a la eliminacidn de

hemicelulosas y ligninas.

Figura 4.6. Fibras de formio (P. tenax) sin tratamiento (A) y pre-tratadas con tratamientos alcalino y
blanqueo (B).

Las fibras pre-tratadas (Figura 4.6 B) se dispersaron en agua y se sometieron a un
tratamiento mecanico en un molinillo de friccion ultra-fina con el fin de obtener la celulosa
microfibrilada. Se analizo el efecto del numero de ciclos de homogeneizacion (entre 10 y 100
ciclos) a velocidad fija (3125 rpm) sobre las dimensiones de las nanofibras resultantes. Se
seleccioné el proceso que utilizaba 50 ciclos de homogeneizacion, ya que bajo estas condiciones se
lograron obtener fibras a escala nanométrica, con diametros de 50-60 nm y 485 + 2 um de largo
aproximadamente. Dimensiones similares fueron descriptas por otros autores para MFC (Lavoine y
col., 2012 y 2014; Siqueira y col., 2010; Siré y Plackett, 2010).

En la Figura 4.7 se muestra el aspecto visual de la suspension acuosa conteniendo la MFC
resultante de la homogeneizacion, asi como también el aspecto de estas nanofibras visualizado

por microscopia de fuerza atomica.
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Figura 4.7. Celulosa microfibrilada (MFC) obtenida a partir de fibras de formio (P. tenax). Aspecto visual de la
suspension (A); y microscopia de fuerza atoémica (AFM) de las nanofibras obtenidas (B).

A partir de la Figura 4.7 A puede observarse que la suspension de MFC conservd un
aspecto similar a un gel débil, que no floculé ni sedimentd. Habibi y col. (2009) obtuvieron
suspensiones de MFC de aspecto similar a partir de cascaras de higos y atribuyeron el hecho que
las suspensiones no floculaban o sedimentaban a la presencia de hemicelulosas (4-O-Me-
glucuroxilano) y pectinas residuales sobre la superficie de las nanofibras que estarian aportando
polisacaridos acidos necesarios para que las suspensiones de MFC sean estables. Por su parte,
Lavoine y col. (2014) trabajaron con MFC obtenida de pulpa de Eucalyptus, pre-tratada
enzimaticamente (2 h con endogluconasa) y luego sometida a un tratamiento mecanico mediante
un homogeneizador y obtuvieron suspensiones de MFC estables y con aspecto a gel, que
atribuyeron a la gran area especifica de las nanofibras y a la homogeneidad lograda en la
dispersion, corroborada por FE-SEM (microscopia electrdnica de barrido con candn de emision de
campo). La microfotografia AFM en la Figura 4.7 B permite observar la forma cilindrica
caracteristica de la MFC y la relacién de aspecto (L/d) elevada (= 8900) caracteristica de estas
nanofibras (Lavoine y col., 2012).

En la Figura 4.8 se muestra el difractograma de rayos X de la MFC. En el mismo se
pudieron observar dos picos definidos a 26= 14,6 y 22,6 °. El segundo pico puede atribuirse al
plano (002) de la forma polimdrfica celulosa |, también informada por otros autores (Bras y col.,
2010; Lu y col., 2010). Mientras que la zona anterior, angulos menores 12-17 °, corresponden a la
intensidad dispersada por la parte amorfa. Cabe senalar que la magnitud relativa de estos picos
depende de la orientacion de las nanofibras, que la determinacion de DRX para MFC se realizo en
una pelicula de MFC seca, y que el secado induce a una fuerte orientacion plana que no ocurre
para las peliculas compuestas (Dufresne, 2012). A partir de estos picos se calculd el indice de

cristalinidad que resulto ser 35,5%.
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Figura 4.8. Difractograma obtenido a partir de una pelicula seca de MFC.

Otros autores han obtenido MFC con 86 a 92% de cristalinidad por homogeneizacion de
pulpa de Eucaliptus y pino (Besbes y col., 2011), y con 10-15% de cristalinidad para MFC a partir de

pulpa de remolacha azucarera (Agoda-Tandjawa y col., 2010).
4.4.2. Caracterizacion reoldgica de las dispersiones filmogénicas

La Tabla 4.1 resume las caracteristicas reoldgicas de las dispersiones filmogénicas. Los
valores experimentales de esfuerzo de corte en funcion del gradiente de velocidad de

deformacion se ajustaron satisfactoriamente al modelo de Herschel-Bulkley, obteniéndose

coeficientes de correlacidon mayores a 0,99 para todos los casos.
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Tabla 4.1. Comportamiento reoldgico de dispersiones filmogénicas en base a proteina de soja y glicerol a pH
10,5 con agregado creciente de MFC (0, 4, 8, y 12 g cada 100 g de SPI), con y sin el agregado de aceite
esencial de clavo. (A) Parametros reoldgicos segin modelo de Herschel-Bulkley: umbral de fluencia (1),
indice de consistencia (K), y de flujo (n). (B) Viscosidad aparente a diferentes gradientes de velocidad de
deformacion (D= 60y 500/s).

MEC A. Parametros reoldgicos segiin modelo de B. Viscosidad aparente (mPa s)

AEC  (g/100g Herschel-Bulkley

SPI) 7 (Pa) K(Pas") n D= 60/s D= 500/s

0 0,09+0,02e 0,03+0,01d 0,87+0,04a 20,2+x12e 15,3+0,3g

4 1,23+0,03 ¢ 0,05+0,01d 0,80+0,01bc 46,9+1,7d 19,4+0,4f
SIN

8 2,71+0,04 b 0,08+0,01d 0,76+0,01c 80,8+1,2c¢c 26,1 +0,3 de

12 4,67 +£0,17 a 0,18+0,01c 0,64+0,01d 124,6+2,5b 31,4+0,6c

0 0,54+0,03d 0,08+0,01d 0,81 £ 0,01 bc 49,1+09d 28,2+0,3 cd

4 1,20+ 0,06 ¢ 0,05+0,01d 0,83+0,02ab 47,6+1,1d 21,2+1,1 ef
CON

8 3,20+0,28 b 0,49+0,07b 0,54+0,01e 130,3+1,5b 36,7+3,7b

12 4,17 +0,39 a 1,04+0,06a 0,44+0,01f 175,3+1,1a 445+ 2,1a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La dispersién proteica de SPI presenté un comportamiento de flujo pseudoplastico (n<1)
con valor bajo de umbral de fluencia (1o) e indice de consistencia (K). Cuando se evalud la
viscosidad aparente (n.p,) tanto a bajas como a altas velocidades de deformacién (D= 60 y 500/s
respectivamente), la dispersién proteica de SPI mostré bajos valores de n,p,, siendo de 20,2+ 1,2y
15,3 + 0,3 mPa s para D= 60 y 500/s respectivamente. Este comportamiento coincide con
resultados publicados para dispersiones acuosas de aislado proteico de soja similares (Echeverria 'y
col., 2014).

Al incorporar MFC a las formulaciones proteicas de SPI, se acentud progresivamente el
comportamiento pseudoplastico de las dispersiones formadoras de peliculas, con una disminucién
en el indice de comportamiento de flujo (n) y éstas se volvieron mas viscosas (aumentd el indice
de consistencia y la viscosidad aparente). Si bien este aumento en las viscosidades aparentes se
dio en todo el rango de velocidades de corte analizadas, el incremento con el contenido de MFC

fue mds importante a velocidades de corte bajas. Estos cambios pueden atribuirse a que el
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agregado de MFC aumenta la cantidad de sdlidos de la formulacién, y a la probable interaccion de
las proteinas de soja (SPI) con las nanofibras (MFC) a través de puentes de hidrogeno (Siqueira y
col., 2010) logrando un mayor grado de empaquetamiento (Lavoine y col., 2012). Las dispersiones
de SPI con la maxima concentracion de MFC agregada (12 g cada 100 g de SPI) exhibieron
viscosidades aparentes altas (124,6 + 2,5 mPa s a D= 60/s). Aun asi, su fluidez fue adecuada para
permitir la eliminacion de las burbujas generadas durante la agitacion de las dispersiones y el
procesamiento de las peliculas por casting. Por encima de esa concentracion de MFC no fue
posible obtener peliculas homogéneas debido a que las viscosidades de esas formulaciones
aumentaban a un punto tal que disminuia marcadamente su fluidez, se complicaba su mezclado y
se dificultaba la remocién de las burbujas incluidas en la dispersion. El secado de estas
dispersiones filmogénicas conduciria a la formacién de peliculas heterogéneas (con defectos).

Al incorporar AEC a las formulaciones, el comportamiento de flujo pseudoplastico se volvio
mas pronunciado, especialmente con el incremento de la concentracion de MFC en la formulacion,
observandose una disminucion en el indice de flujo (n). Asimismo, se observd un incremento en la
consistencia de las dispersiones filmogénicas (mayores valores de K y de viscosidad aparente). El
aumento de la viscosidad aparente de las dispersiones filmogénicas con 8 y 12 g de MFC cada 100
g de SPI con la adicién de AEC puede atribuirse a las posibles interacciones que se generan entre
los distintos componentes (SPI, MFC y AEC) y al aumento en la masa de las formulaciones (Burt,

2004; Echeverria, 2012).

4.4.3. Caracterizacion de las peliculas proteicas y nanoreforzadas control y adicionadas con

AEC

4.4.3.1. Apariencia

Todas las formulaciones empleadas resultaron en peliculas proteicas y nanocompuestas
continuas y homogéneas, sin observarse exudado oleoso lo que indica la eficiencia de la matriz
proteica para retener a la cantidad de AEC adicionada (0,5 mL/g SPI). En este sentido, Ventureira
(2010) ha descripto que las proteinas de soja poseen buenas propiedades emulsificantes, tanto
para formar como para estabilizar emulsiones de aceite en agua (O/W). En la Figura 4.9 se
muestran fotografias de las peliculas obtenidas con concentraciones de nanofibras extremas, 0 y

12 g de MFC/ 100 g de SPI, control y adicionadas con AEC.
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Figura 4.9. Apariencia de peliculas proteicas sin AEC (A), peliculas proteicas con AEC (B), peliculas
nanocompuestas con 12 g MFC/100 g SPI (C) y peliculas proteicas nanocompuestas con 12 g MFC/100 g SPIy
AEC (D).

La Tabla 4.2 presenta el espesor de las peliculas proteicas de soja con concentraciones
crecientes de MFC, con vy sin el agregado de AEC. El agregado de MFC a la formulacién aumentd
progresiva y suavemente el espesor de las peliculas nanocompuestas resultantes, lo que
evidenciaria que a pesar del mayor contenido de sdlidos, existe una buena compactacion de la
matriz proteica, anticipando una buena afinidad entre las proteinas de soja y las nanofibras. Al
aditivar a las formulaciones proteicas y nanocompuestas con AEC, el espesor de las peliculas
también aumento, debido al mayor contenido de masa en la formulacion. Pero el hecho que las
peliculas no presenten un aspecto oleoso a pesar del alto contenido de aceite agregado,

evidenciaria la posibilidad de retener al aceite en la matriz proteica o nanocompuesta.
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Tabla 4.2. Espesor de peliculas proteicas de soja con agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC.

MFC
AEC Espesor (um)
(g/100 g SPI)
0 64,8+5,0e
4 66,9 + 5,2 de
SIN
8 69,1+5,5cd
12 71,9 4,0 bc
0 67,6 £5,0de
4 74,3+5,7b
CON
8 81,9+6,2a
12 846+72a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La Tabla 4.3 presenta los pardmetros de color CIE L*a*b*, la variacidon de color (AE) y la
opacidad de las peliculas proteicas de soja con concentraciones crecientes de MFC, adicionadas o
no con AEC. El agregado de nanofibras a la formulacion modificé levemente la luminosidad y el
parametro a*; solo el parametro b* aumentd en una mayor proporcién, fortaleciendo suavemente
la coloracién amarillenta propia de las peliculas proteicas de soja. En consecuencia, se observé un
aumento en la variacién de color (AE). El agregado del aceite esencial de clavo afecté en mayor
medida la coloracidn de las peliculas proteicas y nanocompuestas, dado que el aceite utilizado
presentaba una coloracién amarillenta per se. Este efecto se manifesté en una disminucién de la
luminosidad (L*), y un aumento de los parametros a*, b* y la variacién de color (AE) viéndose los
efectos mayores para las peliculas que contenian 8 y 12 g de MFC/100 g de aislado. Cabe sefialar
qgue con el agregado del aceite esencial cambia el sentido de la modificacién del parametro a*
(hacia los rojos), lo que se visualizd en la apariencia de las peliculas que tomaron una coloracion
anaranjada, tal como se observa en la Figura 4.9. En este mismo sentido Pereda y col. (2010)
informaron efectos de amarillamiento para peliculas de caseina adicionadas con aceite de tung,

que atribuyeron a la propia coloracion del aceite.
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Tabla 4.3. Parametros de color L*, a*, b* y variacion de color (AE), y opacidad de peliculas proteicas de soja
con agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC.

MEC Parametros de color Hunter-Lab Opacidad
AEC
(g/100 g SPI) L* a* b* AE (UA/mm)
0 90,3+0,8ab -2,5+0,2c 149+1,4e 15,7+1,7d 2,0+0,1e
4 90,6+0,6a -2,9+0,2cd 15,7+0,8e 15,4+1,0d 2,4+0.1d
SIN
8 89,3+0,6bc -3,0+x0,1d 17,7+0,3d 18,1+0,5¢ 3,6+0,1c
12 88,6+0,2¢c -3,1+0,1d 19,2+0,1c 19,8+0,1¢c 3,8+0,1b
0 82,8+1,4d 1,9+05b 27,8+1,3b 30,1+2,0b 3,4+0,2c¢c
4 81,4+0,6e 2,1+0,1b 28,1+0,7b 30,5+1,4b 3,9+0,1b
CON
8 78,2+0,9f 3,5+#0,3a 29,7+0,3a 34,1+0,8a 40+0,1b
12 77,8+0,4f 3,7+t0,1a 29,8%*0,1a 34,3+0,3a 44+0,1a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

En cuanto a la opacidad, hubo un marcado efecto del agregado de la MFC a las peliculas
proteicas, evidenciado en un aumento progresivo con la adicién de cantidades crecientes de MFC.
Para la maxima concentraciéon de nanofibras incorporada, la opacidad practicamente se duplicé
respecto a las peliculas control (2,0 + 0,1y 3,8 £+ 0,1 para Oy 12 g de MFC cada 100 g de SPI
respectivamente). Ademas de aumentar el espesor de las peliculas, la presencia de las nanofibras
estaria aumentando la dispersién de la luz y disminuyendo asi la transmitancia, tal como lo
indicaron diferentes autores para peliculas nanocompuestas en base a otros biopolimeros y MFC
(Lavoine y col., 2012). Cuando el tamafio de particula es menor, este efecto se reduce y resulta en
peliculas mas transparentes, como el caso de los nanocristales de celulosa a partir de fibras de
formio (Phormium tenax) informado por Fortunati y col. (2014), en los que las dimensiones del
refuerzo son mas pequefios que la MFC empleada en este trabajo (d= 5-10 nm / L= 100-200 nm vs.
d=50-60nm / L= 485 um respectivamente).

La adicién de AEC a las peliculas proteicas y nanocompuestas aumentd aun mas la
opacidad en todos los casos. Yang y Paulson (2000) reportaron que las diferencias en la opacidad

de peliculas con agregado de lipidos son determinadas por las propiedades dpticas de los lipidos
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incorporados. La presencia de una fase dispersa no miscible promueve el aumento de la opacidad
debido a la diferencia en el indice de refraccion de las fases, al tamano de particula y a la
concentracion de la fase dispersa (Monedero y col., 2009; Pérez-Mateos y col., 2009; Pereda y col.,
2010). La presencia de gotas de AEC en la matriz de proteina de soja estaria generando una mayor
dispersion de la luz, reduciendo asi la luz transmitida a través de la pelicula y aumentando su

opacidad (Prodpan y col., 2007).

4.4.3.2.Susceptibilidad al agua

En la Tabla 4.4 se presenta el contenido de agua, la solubilidad en agua y el angulo de

contacto de las peliculas proteicas y nanocompuestas con y sin agregado de AEC.

Tabla 4.4. Contenido de agua, solubilidad en agua y angulo de contacto de peliculas proteicas de soja con
agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC.

MEFC
AEC Contenido de agua (%) Solubilidad (%) Angulo de contacto (°)
(/100g SPI)
0 15,72+0,30c 32,12+1,62fF 90,45+2,49a
4 15,47+0,15¢c 33,17 £ 0,50 ef 90,53+2,28a
SIN
8 15,40+ 0,10 c 36,67 + 1,79 de 89,10+1,41a
12 14,67+0,13 c 37,46 + 0,45 cd 88,95+3,30a
0 22,48 + 0,60 ab 38,47 £+ 0,63 abc 89,35+ 2,07a
4 22,45 +0,43 ab 41,21 + 0,28 bed 90,72+1,88a
CON
8 21,86 +0,39b 42,08 + 2,15 ab 90,62+2,01a
12 23,09+0,59a 4346+ 2,11 a 91,05+2,48a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El agregado de MFC a las peliculas proteicas no afecté el contenido de agua ni el angulo de
contacto. Si fue evidenciado un aumento en la solubilidad en agua con 8 y 12 g de MFC cada 100 g
de SPI. A pesar de la cristalinidad presente en las peliculas nanocompuestas debida a la presencia

de MFC (y no asi en las peliculas proteicas), el contenido de agua no se modifico. Por otra parte, el
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hecho que no haya variado el angulo de contacto da un indicio que la MFC esta bien embebida en
la matriz proteica. Es evidente que la presencia de las fibras no cambia la naturaleza hidrofilica de
las peliculas, ni en la superficie ni en el interior de la misma, y que estas estarian interaccionando
con las proteinas, principalmente por puentes de hidrégeno (Sird y col., 2010), interfiriendo o
modificando el entrecruzamiento entre cadenas polipeptidicas propio de las peliculas proteicas.
Este cambio en el patron de enlaces, debe ser el responsable del aumento de la solubilidad,
teniendo en cuenta que tal vez las nuevas interacciones proteina-proteina o proteina-fibra podrian
desestabilizarse durante el ensayo prolongado de solubilidad, impidiendo que si se llego a formar
la red de MFC, esta hubiese podido prevenir la solubilizacién de la matriz proteica. Por su parte, la
adicion de AEC aumenté el contenido de agua vy la solubilidad en agua de las peliculas proteicas y
nanocompuestas, sin evidenciar cambios en el dngulo de contacto en ningln caso. Dada la
naturaleza oleosa del aceite esencial, podriamos considerar como inesperados los resultados
encontrados. Asi, por ejemplo, Pereda y col. (2010) observaron mayores hidrofobicidades
superficiales (dado por un aumento en el angulo de contacto) al adicionar aceite de tung a
peliculas proteicas de caseina obtenidas por casting; Salgado y col. (2013) y Ahmad y col. (2012)
observaron disminuciones en la solubilidad de peliculas proteicas de girasol adicionadas con aceite
de clavo, y de gelatina aditivada con aceite de bergamota y limoncillo. Los resultados obtenidos en
este trabajo estarian evidenciando la posibilidad de que el aceite esencial de clavo se encontrara
disperso en la matriz proteica y nanocompuesta, estabilizado justamente por las buenas
propiedades emulsificantes de las proteinas de soja y el incremento en la viscosidad de las
dispersiones fimogénicas causada por la incorporacién de MFC. La posibilidad que se forme una
pelicula o capa proteica alrededor de la gota de lipido estabilizdndola explicaria por qué no se
observaron diferencias en la hidrofobicidad superficial de las peliculas y por qué las peliculas no
presentaron una apariencia oleosa al tacto. Se podria suponer que MFC y AEC estdn bien
embebidos en la matriz proteica. Por otra parte esas gotas de lipidos dispersas provocarian
cambios en la conformacién proteica, tales que los grupos hidrofébicos de las proteinas estarian
interaccionando con el aceite y los hidrofilicos queden mads disponibles tanto para retener agua
como para interaccionar con la fibra. Estos cambios conformacionales probablemente sean
también los que provocaron el aumento en el espesor, asi como modificaron el patrén de enlaces
proteina-proteina que estabilizan la pelicula, aumentando su solubilidad en agua. En concordancia
con estos resultados Gémez-Estaca y col. (2010) y Pires y col. (2013) reportaron que la adicién de

aceites esenciales de citronela, tomillo, cilantro y clavo de olor a peliculas preparadas con
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proteinas de merluza y con gelatina-quitosano aumentaron su solubilidad en agua, debido a la
formacion de nuevas interacciones entre las proteinas y los aceites esenciales, que debilitaron la
red de proteinas. Echeverria (2012) también observo que al agregar aceite esencial de clavo a
peliculas proteicas y nanocompuestas en base a proteinas de soja y MMT, aumentaba el contenido

de agua de las peliculas pero sin modificar su solubilidad en agua.
4.4.3.3.Propiedades de barrera

Las propiedades de barrera al vapor de agua y al oxigeno de las peliculas proteicas y
nanocompuestas en base a proteinas de soja y celulosa microfibrilada, adicionadas o no con aceite

esencial de clavo se resumen en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) y al oxigeno (OP) de peliculas proteicas de soja con
agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC (n/d= no determinado).

MFC WVP x 10" opP
AEC 5
(g/100 g SPI) (g H,O0/m Pass) (mL O, pm/m" dia kPa)
0 14,95+1,83 a 48,97+1,92b
4 15,70+ 1,92 a 5232+0,61b
SIN
8 08,90+0,65b 47,07+£2,13b
12 09,77+0,36b 47,88+ 1,54 b
0 09,66 £0,56b n/d
4 09,24+0,11b n/d
CON
8 06,89+0,24b 113,30t 3,20 a
12 07,12+0,56 b 106,62 £ 3,25 a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El agregado de MFC a las formulaciones proteicas disminuyd los valores de WVP de las
peliculas conteniendo 8 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI evidenciando que éstas nanofibras
estarian causando una mayor tortuosidad en el camino a recorrer por las moléculas de vapor de

agua al pasar a través de la pelicula, generando un mayor efecto barrera. Ademas, el grado de
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cristalinidad de las nanofibras también podria tener un efecto favorable sobre la capacidad barrera
de las matrices nanocompuestas (Garcia de Rodriguez y col., 2006; Paralikar y col., 2008). Con la
adicién de AEC a las formulaciones, se disminuyd la WVP de las peliculas, siendo esta disminucion
menor al incrementar el contenido de fibras en la formulacion, al punto tal que no se observan
diferencias significativas en la WVP de las peliculas proteicas y nanocompuestas adicionadas con
clavo y la disminucidén no llega a ser estadisticamente diferente para las peliculas nanocompuestas
con 8 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI, con y sin clavo. Probablemente este efecto esté
relacionado con la naturaleza oleosa del AEC, como lo han mencionado diferentes autores para
otras matrices biopolimero-lipido, como almidén de mandioca-quitosano y aceite esencial de
orégano (Pelissari y col., 2009), o caseinas de sodio y aceite de tung (Pereda y col., 2010). Cabe
resaltar que cuando los lipidos se dispersan en la matriz polimérica su efecto sobre WVP
depende de varios factores, tales como el tipo y la concentracion de lipidos,
hidrofobicidad, tamafio de particula y la estabilidad de la emulsiéon (Debeaufort y Voilley, 1995;
Pérez-Gago y Krochta, 2001). Asi existen ejemplos en los que el agregado de aceites esenciales no
modifica la WVP de peliculas proteicas, o incluso la aumentan levemente (Salgado y col., 2013;
Ahmad vy col., 2012; Giménez y col.,, 2012). En este sentido, Echeverria (2012) no observo
modificaciones en el valor de WVP al agregar aceite esencial de clavo a peliculas nanocompuestas
en base a proteinas de soja-MMT. A partir de los resultados encontrados en este trabajo, los
efectos propios de la presencia de la MFC y del aceite esencial en un punto saturarian, por lo que
no se observd un efecto mayor para las peliculas con contenidos mds elevados de MFCy AEC.

En la Tabla 4.5 y en la Figura 4.10 se presentan las permeabilidades al oxigeno y la
velocidad de transmisién de este gas a través de las peliculas estudiadas. Por inconvenientes
técnicos propios del ensayo, no fue posible determinar estas propiedades en las peliculas
proteicas y nanocompuestas con 4 g de MFC cada 100 g de SPI adicionadas con aceite esencial de

clavo.
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Figura 4.10. Velocidad de transmision del oxigeno a través de las peliculas proteicas de soja con distinto
contenido de MFC, sin (®) o con el agregado de aceite esencial de clavo (e).Letras distintas indican
diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Es posible observar que si bien la presencia de las fibras no pareciera modificar la
permeabilidad al oxigeno, si logra disminuir la velocidad de transmisidon del O, progresivamente
con el aumento de la concentracién de nanofibras a la formulacién. Esto probablemente se deba
entonces al mayor espesor de las peliculas con cantidades crecientes de fibra. Nuevamente la
disminucién en la velocidad de trasmision de O, con el agregado de MFC puede deberse a la
mayor tortuosidad del camino a recorrer en presencia de las fibras y a la existencia de zonas
cristalinas dentro de la pelicula (dado que se ha reportado que la elevada cristalinidad de la
celulosa contribuye a conseguir buenas propiedades barrera porque la regién cristalina de la
celulosa es practicamente impermeable a las moléculas de oxigeno) (Syverud y Stenius, 2009;
Dufresne, 2012), mas que a un cambio de hidrofobicidad de la misma, teniendo en cuenta que
presentaban el mismo contenido de agua. Por su parte, Plackett y col. (2010), también observaron
disminuciones en las permeabilidades al oxigeno al agregar MFC a peliculas de amilopectina.

El agregado de aceite esencial de clavo aumentd considerablemente la permeabilidad al
O, de las peliculas que contenian 8 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI y también su velocidad de
trasmisién en un 100 y 183% para cada pelicula nanocompuesta respectivamente. Este efecto
empobrecedor de la capacidad barrera al O, podria tener su fundamento en que estas peliculas
poseen mayor afinidad por este gas hidrofébico debido a la fase oleosa presente en la matriz, la
que favorece la difusion del gas a través de la misma. Y también a un posible efecto plastificante
gue estuviera ejerciendo tanto el aceite esencial como la mayor cantidad de agua presente,

facilitando los procesos difusién del gas dentro la matriz (Plackett y col., 2010; Dufresne, 2012).
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4.4.3.4.Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas proteicas de soja con concentraciones
crecientes de MFC, con vy sin el agregado de AEC, fueron evaluadas en ensayos de traccion y los

resultados se muestran en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. (A) Propiedades mecdnicas medidas en traccion de peliculas proteicas de soja con agregado
creciente de MFC, sin (@) y con el agregado de aceite esencial de clavo (e): tension a la ruptura (o,) (A),
madulo de Young (E) (B) y elongacion a la ruptura (g,) (C). Letras distintas indican diferencias con un nivel de
significancia de a = 0,05.
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Con el agregado de MFC a la formulacion se logré mejorar significativamente el
comportamiento mecdnico de las peliculas. El efecto refuerzo alcanzado se reflejdé en un
importante aumento de la resistencia a la traccién y mdédulo de Young en detrimento de la
elongacion de las peliculas. Los valores de tensién y médulo de Young aumentaron de manera
significativa en un 784 y 1496% respectivamente, mientras que la elongacidon a la ruptura
disminuyé en un 90% para la maxima cantidad de MFC incorporada (12 g/ 100 g de SPI) respecto
de la pelicula proteica. Es importante sefialar que las propiedades de las peliculas con 8 y 12 g de
MFC/ 100 g de SPI no mostraron diferencias en sus propiedades, siendo significativamente
distintas que las de concentraciones menores. En este mismo sentido, Lu y col. (2010) informaron
que al seguir aumentando la cantidad de carga se sobrepasaba el umbral de interacciones entre la
nanofibra y la matriz, de manera de que las mejoras no continuaban aumentando
significativamente, dado que las fibras comenzaban a agregarse reduciendo la tension y el
modulo.

Diversos autores han logrado mejoras en las propiedades mecdnicas de distintas matrices
con la adicién de nanofibras de celulosa. Bras y col. (2010) informaron mejoras en la tension a la
ruptura y modulo eldstico del orden del 374 y 530% cuando incorporaron 10 g de nanofibras de
celulosa cada 100 g de polimero, obtenidas de fibras de bagazo de cafia de azlcar a materiales en
base a caucho natural. Estos autores sugieren que el efecto refuerzo ocurre por un fenémeno de
percolacidn o escurrimiento de las nanofibras en la matriz, que forman una red continua de
nanoparticulas de celulosa unidas a través de puentes de hidrégeno (Samir y col., 2005; Dufresne,
2008 a y b). Similares resultados obtuvieron Lu y col. (2010), al trabajar con nanocompuestos en
base a MFC y poli-vinil alcohol (PVA), que atribuyeron a una fuerte interaccién entre la MFC y el
polimero, basada en la percolacidn de la MFC en la matriz. Por su parte, la adicién de AEC provocd
una disminucion de la resistencia a la rotura y el mdédulo de Young sin llegar a modificar su
elongacion. Estos resultados estarian confirmando el posible efecto plastificante del aceite
esencial en las matrices proteicas y nanocompuestas, ya sugerido al analizar su permeabilidad al
oxigeno y que podria también explicar el aumento del contenido de agua y la solubilidad de las
peliculas adicionadas con el aceite. Similares resultados se obtuvieron en peliculas de almiddn de
mandioca-quitosano con el agregado de aceite esencial de orégano. Varios autores han mostrado
que algunos aceites pueden actuar como plastificantes en peliculas de matriz proteica
(Andreuccetti y col., 2009; Bertan y col., 2005; Monedero y col., 2009 y 2010; Pelissari y col.,

2009), mientras que otros han reportado mejoras en las propiedades mecanicas (Fabra y col.,
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2008; Pereda y col., 2010). Por su parte, Echeverria (2012) también observé similares resultados

con el agregado de aceite esencial de clavo a matrices nanocompuestas en base a proteinas de

soja-MMT, y al igual que en este trabajo observd que en los materiales aditivados, el nanorefuerzo

lograba reforzar en parte la matriz. Para el sistema estudiado en este trabajo de Tesis el agregado

de 8 g de MFC/ 100 g de SPI pareciera ser adecuado para llegar a formar la matriz de celulosa

percolada en la matriz proteica.

4.4.3.5. Temperatura de transicion vitrea

La temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas proteicas de soja con

concentraciones crecientes de MFC adicionadas o no con AEC fue determinada por calorimetria

diferencial de barrido (DSC) (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Valores de temperatura de transicion vitrea (Tg) de peliculas proteicas de soja con agregado

creciente de MFC adicionadas o no con AEC.

MFC
AEC Tg (°C) DCS
(g/100 g SPI)
0 -35,05+ 4,60 a
4 3414+4,37a
SIN
8 -33,20+3,54a
12 31,96 +5,36a
0 -35,59+0,19 a
4 31,62+0,21a
CON
8 -34,40+0,02 a
12 -31,07+9,47a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

No se observaron diferencias en las Tg de las peliculas proteicas ni con el agregado de

MFC, ni cuando las mismas se adicionaron con AEC. En cuanto al agregado de las nanofibras, otros

autores han reportado la ausencia de modificaciones de la Tg con el agregado creciente de
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nanofibras de celulosa independientemente de la matriz polimérica (Chazeau y col., 1999; Anglés y
Dufresne, 2001; Bras y col., 2010). Aunque existen otros trabajos que si obtuvieron aumentos en la
Tg de nanocompuestos reforzados con nanofibras de celulosa, que se han atribuido a una correcta
dispersion de las nanofibras en la matriz polimérica que restringia la movilidad de las cadenas de
polimero (Mukherjee y col., 2014; Fortunati y col., 2014).

El efecto plastificante del aceite esencial de clavo en la matriz proteica y en las peliculas
nanocompuestas estudiadas en este capitulo, no se logro visualizar en la Tg de los materiales.
Salgado y col. (2013) si lograron ver una disminucion de las Tg en peliculas proteicas de girasol
adicionadas con la misma concentracion de aceite esencial de clavo, que no se habia manifestado

en las propiedades barrera y mecanicas de las peliculas.

4.4.3.6. Morfologia

La morfologia de las peliculas proteicas de soja con concentraciones variables de MFC,
adicionadas o no con AEC, fue analizada por microscopia electronica de barrido (SEM),

microscopia electronica de transmision (TEM) y difraccién de rayos X (DRX).

En la Figura 4.12 se muestran las imagenes obtenidas por SEM de la superficie y el area
transversal de las peliculas estudiadas. De las imagenes es posible observar que todas las peliculas
resultaron homogéneas y densas, lo que implica una buena afinidad de todos los componentes de
la formulacién. Dado que no es posible visualizar la MFC por SEM debido a que la resolucion es
baja, las imagenes estarian dando idea al menos de la presencia de agregados de estas nanofibras
(Krishnamachari y col., 2011). Tanto en las imagenes superficiales como en el area trasversal se
observa que estos agregados de celulosa microfibrilada y el aceite esencial de clavo se encuentran

dispersos y adheridos a la matriz proteica.
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Figura 4.12. Microscopia electronica de barrido de peliculas proteicas de soja con agregado creciente de
MPFC, adicionadas o no con AEC. Se sefiala la presencia de agregados de MFC (), junto con los sitios
ocupados por el AEC( ).

En la Figura 4.12 se senala con flechas coloreadas la presencia de los agregados, junto con
las huellas en donde estaban las gotas de AEC. Estas micrografias permiten explicar los efectos
refuerzo y plastificante mencionados anteriormente para la MFC y AEC respectivamente.

La presencia de AEC pareciera suavizar las superficie de las peliculas nanocompuestas (no
observandose tanto las fibras en esas superficies) mientras que las gotas de aceite parecieran
hacerse mas pequenas, y por ende estar mejor dispersas en las matrices proteicas con 8 y 12 g de
MFC/ 100 g de SPI. Fortunati y col. (2014) evidenciaron similares apariencias en peliculas de acido
polilactico reforzadas con nanocristales de celulosa obtenidos de fibras de formio y plastificadas
con limoneno. En la Figura 4.13 se observa con mas detalle la buena adherencia de las fibras y de
las gotas de aceite en la matriz proteica y el menor tamano de estas ultimas para peliculas con 8 g
de MFC/ 100 g de SPI respecto de las proteicas. Existen varios trabajos sobre el efecto

emulsionante de MFC o NCC, o incluso nanocristales de almiddn, en los que se han utilizado estas
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nanoparticulas para estabilizar emulsiones o/w (estabilizacién Pickering, en la que particulas

solidas son empleadas como surfactantes) (Kalashnikova y col., 2012; Capron y Cathala, 2013).

2000 5300 200m ———

Figura 4.13. Detalle la superficie de (A) pelicula proteica con AEC sin MFC, y (B) pelicula proteica con AEC
con 8% p/p de MFC respecto a SPI. Aumento de 300 X. Se sefiala la presencia de agregados de MFC (e),
junto con las huellas en donde estaban las gotas de AEC( ).

La microscopia electrénica de transmisién (TEM) de las peliculas nanocompuestas
conteniendo 12 g de MFC/ 100 g de SPI control y adicionadas con AEC fueron evaluadas a 20000,
50000, 100000 y 200000X, y las microfotografias resultantes se muestran en la Figura 4.14.

En las mismas se puede observar que la MFC se encuentra distribuida en la matriz proteica
pudiendo para esta concentracion ya existir cierta agregacion de las fibras. En las microfotografias
de las formulaciones con AEC esta agregacion no aparece tan claramente, y si pueden apreciarse
las huellas de la presencia de las gotas del AEC que estaria interaccionando con la proteina y/o la

MFC, tal como se observo en la Figura 4.12.
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Figura 4.14. Microscopia electronica de transmision de peliculas proteicas de soja reforzadas con 12,0 g de
MFC cada 100 g de SPI sin y con agregado de AEC. Se sefiala la presencia de huellas en donde estaban las
gotas de AEC( ).

La Figura 4.15 muestra los difractogramas de rayos X de las peliculas nanocompuestas con
y sin el agregado de aceite esencial, comparadas con el correspondiente a la MFC pura. Los
difractogramas de las peliculas nanocompuestas corresponden a la sumatoria de los
correspondientes a la MFC y el de la matriz proteica (no mostrado) que presenta un levantamiento
ancho en esta zona debido a su naturaleza amorfa no ordenada. Al aumentar la concentracion de
MFC en la formulacion, el pico caracteristico de celulosa | (a 22,6°) se hace mas notorio. Estos
difractogramas dan idea que la matriz semicristalina de celulosa estaria impregnada en la matriz
proteica amorfa. Cabe sefalar también, tal como se mencioné anteriormente, que la magnitud
relativa de los picos propios de celulosa depende de la orientacion de las nanofibras y no
necesariamente van a ser iguales al medir la MFC pura que la del nanocompuesto. Por ultimo, el

agregado de AEC no modifico el patrdn de los difractogramas descriptos.
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Figura 4.15. Patrones de difraccién de rayos X (DRX) de peliculas nanocompuestas en base a proteina de soja
y 4 (A), 8 (B) y 12 (C) g MFC cada 100 g SPI (e) y adicionadas con AEC (e), junto con el patron de difraccion
de la MFC (#).

4.4.3.7.Propiedades antioxidantes

Las propiedades antioxidantes de las peliculas proteicas con agregado creciente de MFC,
adicionadas o no con AEC, fueron evaluadas in vitro mediante el ensayo de ABTS™. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 4.16. Es importante senalar que las determinaciones se
realizaron sobre la fraccién de pelicula que se disuelve en agua; cuando las muestras tienen la
misma cantidad de activos afadidos, las diferencias son debidas a que se liberen o no, es decir que

estén mas dispuestos para interactuar con el medio.

108



200 -
o
3
= a
2 160 -
o
2 o b
%'ﬂ
[-1:]
2~ 120 -
383
c = 2
S®3 g
303 c :
L -] m
>3
€ . 40 -
< g
g d d d d
E 0 I T T
= 0 4,0 8,0 12,0
MFC (g/100 g de SPI)

Figura 4.16. Actividad antioxidante de peliculas proteicas de soja con agregados crecientes de MFC, sin (®) y
con aceite esencial de clavo (). Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de
significancia de a = 0,05.

En todos los casos de MFC incorporada, las peliculas de SPI presentaron una baja actividad
antioxidante, probablemente debida a, como ya a sido mencionado, la presencia de compuestos
polifendlicos (isoflavonas principalmente) co-extraidos en la obtencion del SPI. La adicion de AEC
incrementd notoriamente la capacidad antioxidante de las peliculas proteicas y nanocompuestas
debido a la presencia de compuestos fendlicos presentes en el mismo, principalmente eugenol,
acido galico y cafeico (Dudonné y col., 2009). Otros autores también lograron efectos similares
empleando este aceite esencial en matrices proteicas (Echeverria 2012; Salgado y col., 2013). Las
peliculas proteicas nanocompuestas adicionadas con igual concentracion de AEC presentaron
mayor actividad antioxidante al aumentar la concentracion de MFC de la matriz. Este resultado
sugiere que el agregado de MFC estaria favoreciendo la liberacion de los compuestos activos que

poseian actividad antioxidante en el aceite esencial.

4.4.3.8.Propiedades antimicrobianas

Las propiedades antimicrobianas de las peliculas proteicas con agregados crecientes de

MFC, aditivados o no con AEC se estudiaron frente a cuatro cepas de bacterias: Bacillus cereus,

Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus por el método de difusion en agar.
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En la Figura 4.17 se presentan los efectos de aplicar discos de las diferentes peliculas sobre el

crecimiento de las cepas después de 24 h de incubacion a 37 °C.

0% MFC 4% MFC 8% MFC 12% MFC

Salmonella Escherichia Bacillus
enteritidis coli cereus

Staphylococcus
aureus

Figura 4.17. Ensayos de difusion en discos de agar de peliculas proteicas de soja con agregados crecientes de
MFC, sin y con agregado de AEC (disco izquierdo y derecho respectivamente en cada placa), evaluadas
frente a Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus luego de 24 h de
incubacion a 37 °C.

El agregado de AEC le otorgd a las peliculas proteicas y nanocompuestas en base a soja y
MFC una importante actividad antimicrobiana frente a las bacterias ensayadas, seleccionadas por
ser importantes causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA's). Esta actividad
se evidencio por la aparicion de halos sin crecimiento microbiano alrededor de los discos de estas
peliculas. Esos halos (observados unicamente en las peliculas con AEC) fueron medidos y

considerados para calcular el % de inhibicion del desarrollo microbiano (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Actividad antimicrobiana evaluada en B. cereus, E. coli, S. enteritidis y S. aureus representada
como el % de inhibicidn de las peliculas proteicas de soja con agregado creciente de MFC: 0 (e); 4 (®); 8 (¢);
y 12 (®) g de MFC cada 100 g de SPI, adicionadas con AEC. Letras distintas dentro de una columna indican
diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La actividad antimicrobiana fue incrementada progresivamente al aumentar la
concentracién de MFC frente a los cuatro microorganismos analizados, lo que sugiere en
sumatoria a lo demostrado en la medida de la actividad antioxidante, que el agregado de MFC
estaria modulando la liberaciéon de los compuestos activos presentes en el AEC, en este caso
facilitdndolo. La mayor actividad antimicrobiana podria ser atribuida, al menos en parte, a la
mayor dispersion del aceite en la matriz proteica (con gotas mas pequefias), lo que le daria una
mayor disponibilidad.

B. cereus fue la cepa mas vulnerable a la actividad antimicrobiana del AEC, seguida de S.
aureus y E. coli. Por otro lado, S. enteritidis fue la Unica cepa bacteriana inhibida en su crecimiento
en ausencia de MFC en la pelicula empleada, lo que podria deberse exclusivamente a la alta
susceptibilidad de esa bacteria a los compuestos activos del AEC, sin importar el momento en que
se libere.

Pelissari y col. (2009) obtuvieron similares efectos antimicrobianos frente a B. cereus, E.
coli, S. enteritidis y S. aureus cuando fueron expuestos frente a discos de peliculas de almidén de
mandioca-quitosano y aceite esencial de orégano. La tendencia en la actividad antimicrobiana de
esas peliculas fue similar a las obtenidas en este trabajo, siendo los géneros Bacillus sp. (Gram +) y
Salmonella sp. (Gram -) los que mayor y menor halo de inhibicidon presentaron respectivamente.

Muchos autores encontraron que en general los aceites esenciales son mas efectivos frente a
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bacterias Gram + como se encontré en este trabajo (Burt, 2004; Zivanovic y col., 2005). Esto puede
estar relacionado a que las bacterias Gram - presentan una membrana externa de
lipopolisacaridos adicional que rodea a la pared celular de las mismas, la que estaria restringiendo
la difusion de los compuestos hidrofobos (Burt, 2004). Zivanovic y col. (2005) proponen que el
mecanismo de la actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos de los aceites esenciales
radica en la capacidad de atacar a los fosfolipidos de membrana, causando un aumento de
permeabilidad de la misma y generando fuga de componentes celulares que se encontraban en el
interior del citoplasma, o bien los aceites esenciales pueden interaccionar con enzimas localizadas

en la pared celular afectando el correcto metabolismo del microorganismo.

4.5. Conclusiones

Fue posible obtener celulosa microfibrilada (MFC) a partir de fibras de formio por
tratamiento mecanico, constituida por nanofibras de celulosa con diametros de 50-60 nm, largos
promedios de 485 um y una cristalinidad de 35,5%. Estas nanofibras incorporadas en peliculas
proteicas de soja lograron un fuerte efecto refuerzo que se visualizd en mejoras en las
propiedades mecanicas y de barrera sin modificar en gran medida su apariencia y sin afectar la Tg
de los materiales. Tales mejoras pudieron atribuirse a la buena compatibilidad entre las nanofibras
y las proteinas de soja, y a la posible formacion de una red de nanofibras embebida o incrustrada
en la matriz proteica, que podria ya estar formada para formulaciones conteniendo 8% de MFC.

El agregado de aceite esencial de clavo a las peliculas proteicas y nanocompuestas las
activoé con importantes propiedades antioxidantes y antimicrobianas y provoco cierta plastificacion
de las matrices (observada principalmente en las propiedades mecanicas, solubilidad y contenido
de agua) y una modificacién diferencial en las propiedades de barrera, dado que aumentd la
permeabilidad al oxigeno y disminuyd la WVP.

La presencia de nanofibras en la matriz proteica provocé también una modificacion en la
liberacion de los compuestos activos presentes en el aceite esencial. Al aumentar la concentracion
de nanofibras se observd un aumento en las propiedades antioxidantes asi como en la actividad
antimicrobiana de las peliculas frente a distintas bacterias de importancia en enfermedades

transmitidas por alimentos. Esta mayor actividad pudo correlacionarse con una mejor distribucion
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del aceite esencial en presencia de las fibras, con menores tamanos de gota, que podrian

atribuirse al efecto emulsificante propio de estos nanorefuerzos, seglin publicaciones actuales.
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5. Peliculas en base a proteinas de soja procesadas por tape casting

5.1. Introduccién

Las propiedades de las peliculas basadas en proteinas, al igual que las de otros polimeros
en general, son dependientes tanto de la formulacién como de las condiciones en las que se
procesan (Lafargue y col,, 2007). Si bien se han logrado mejorar estas propiedades a través de
distintas estrategias, lo que ha implicado la posibilidad de ampliar la aplicabilidad de estos
materiales, aun hoy dia uno de los desafios mas importantes del area es lograr aumentar la escala
de produccion. Independientemente de la técnica de procesamiento utilizada, el material proteico
resultante es esencialmente una matriz con estructura de gel tridimensional reorganizada con bajo
contenido de agua, en la que las interacciones entre las proteinas y los demas componentes estan
muy favorecidas.

El objetivo esta fijado en alcanzar el escalado de estos materiales a través de técnicas de
procesamiento que sean ambientalmente seguras y que puedan ser facilmente alineadas con los
procesos industriales disponibles, como extrusion, calandrado, moldeo por soplado de extrusién,
inyeccion y procesos de termoformado. Esto implica a los procesos secos, que se basan en las
propiedades termoplasticas de las proteinas. Comparadas con los polimeros termoplasticos
sintéticos mas comunes, las proteinas presentan algunas dificultades para ser procesadas
mediante estas técnicas. La polidispersidad, las interacciones intermoleculares heterogéneas, la
presencia frecuente de nodos fisicos y enredos en las cadenas de proteinas y la formaciéon de
algunos enlaces covalentes intermoleculares se deben considerar cuando las proteinas son
procesadas en condiciones de baja hidratacion y alta temperatura. Los factores mas importantes
de modificacion de la estructura proteica durante el procesamiento son la temperatura y el
esfuerzo de corte. Estos factores conduciran a una gran reestructuracion del material proteico
debido al desplegamiento de las cadenas poliméricas, su ruptura como consecuencia del estrés
mecanico y su reactividad debido al aumento de temperatura. Por otra parte la temperatura
aplicada durante el procesamiento puede degradar tanto los polipéptidos asi como también a
otros componentes de la formulacion. Por estas razones la via humeda sigue siendo muy utilizada

y existe un interés especial en poder escalar estos procesos.
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La técnica de tape casting es una de las alternativas que esta siendo estudiada para escalar
la produccién de peliculas en base a biopolimeros tradicionalmente preparados por casting (de
Oliveira Romera y col., 2012; de Moraes y col., 2013; Scheibe y col., 2014; Vogelsang y col., 2014).
Esta técnica (también llamada spread casting o knife coating) es bien conocida en la industria del
papel, plastico, ceramica y pintura (Richard y Twiname, 2000). En este proceso se coloca una
solucién o dispersion de la formulacién deseada en una tolva, que posee un aplicador, cuya altura
puede ajustarse con tornillos micrométricos (Hotza, 1997) y regularse asi el espesor del material
en formacién. La suspensién se moldea como una capa fina sobre un soporte (cinta), debido al
movimiento de la cinta portadora (en procesos continuos, como se ilustra en la Figura 5.1), o bien
debido al movimiento de un dispositivo aplicador (doctor blade) en procesos discontinuos (Hotza,
1997; de Moraes y col., 2013). Finalmente, las suspensiones se secan sobre el soporte, por
conduccién de calor, circulacién de aire caliente (conveccién) o radiacién infrarroja (IR). Los
espesores de los materiales obtenidos oscilan entre 20 um y 1 mm. Es posible preparar peliculas
multicapa repitiendo los pasos de tape casting con otras formulaciones sobre el material

previamente formado (Tanimoto y col., 2005).

Paleta niveladora
regulable

Salida de

aire . .
Cémara de secado Entrada de aire aliente

Tolva con |

dispersion L] | / | Pelicula seca
formadora I )

de pelicula - i

(\ . i ' ( ) {E: i_}l

Cinta colectora

Figura 5.1. Equipamiento de tape casting de procesamiento continuo (Hotza, 1997).

En la mayoria de los trabajos que se han reportado en la literatura, las peliculas en base a
proteinas de soja son producidas por la metodologia de casting. Esta técnica involucra el secado
de una solucién coloidal compleja, constituida bdsicamente por la proteina, el solvente y
usualmente un plastificante, previamente vertida sobre un soporte adecuado. Las condiciones de
secado pueden influir en las propiedades finales del material dado que el calor desnaturaliza a las

proteinas (Tapia-Blacido y col., 2005). Asimismo durante el secado la eliminacion progresiva de
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agua puede, al modificar la conformacion de las proteinas y su grado de desplegamiento, afectar
las interacciones inter e intramoleculares (enlaces covalentes S-S, interacciones hidrofébicas,
enlaces idnicos y de hidrégeno). Se sabe que las proteinas de soja pueden interactuar con mayor
facilidad por enlaces disulfuro cuando se encuentran desnaturalidas (Mauri y Afidn, 2006). De esta
manera la cohesién de la matriz final que depende de estas interacciones determinard las
propiedades de la pelicula obtenida (Denavi y col., 2009). Por ejemplo, Gennadios y col. (1996)
demostraron que es posible mejorar las propiedades de barrera a la humedad de peliculas en base
a proteinas de soja empleando tratamientos térmicos de curado. Por su parte, Pérez-Gago y col.
(1999) informaron que peliculas formuladas en base a proteinas de suero de leche y
desnaturalizadas previamente por calor, tenian mayor resistencia a la tracciéon que las de las
proteinas nativas. Otros estudios mostraron para diferentes proteinas procesadas por casting,
entre ellas las de soja, que el tratamiento térmico mejora la resistencia mecanica y hace a las
peliculas mas resistentes al agua (Gennadios y col., 1996; Rhim y col., 2000). Mas recientemente,
Denavi y col. (2009) demostraron que las propiedades mecanicas y la solubilidad en agua de
peliculas procesadas por casting pueden ser modificadas por la temperatura y la humedad relativa
empleadas en la etapa de secado y que los efectos de las condiciones de secado en las
propiedades de las peliculas en base a proteinas de soja difirieren segun las proteinas se
encuentren inicialmente en estado nativo o desnaturalizado.

En el campo de los biopolimeros se ha intentado mejorar las propiedades mecdnicas a
través del agregado de fibras de distinto origen, y la susceptibilidad al agua con el agregado de
lipidos, entre otras posibilidades. El tape casting como tecnologia de obtencién de peliculas en
base a biopolimeros presenta también interés por permitir procesar sistemas compuestos. Varios
autores han evaluado el efecto del agregado de fibras de distinto origen en diferentes matrices
poliméricas. Asi Wallerdorfer y col. (1998) y Kumar y Zhang (2009) estudiaron el empleo de fibras
de lino, ramio, yute, y de palma sobre matrices de poliésteres, polisacaridos y mezclas de almiddn,
y en todos los casos evidenciaron mejoras en la resistencia mecdanica de los materiales resultantes.
También se ha evaluado la incorporacion de fibras celulésicas de diferente longitud, micro-
cristalina, orientadas o no, a formulaciones proteicas (Salgado y col., 2008). Miiller y col. (2009), y
Dias y col. (2011), demostraron el efecto refuerzo y la disminucién de la permeabilidad al vapor de
agua de peliculas de almiddn y fibras celuldsicas a partir de papel crudo (fibras de 1,2 mm de largo
x 0,1 mm de didmetro) obtenidas por casting. Empleando el mismo tipo de fibras, de Moraes y col.

(2013), y Scheibe y col. (2014), obtuvieron peliculas de almidén reforzadas por tape casting,
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obteniendo materiales con resistencia a la ruptura mas alta y menor porcentaje de elongacion
respecto a las peliculas sin fibras. A partir de este tipo de materiales se han podido desarrollar
bolsas biodegradables en base a almiddn y fibras con potencial aplicacion para el envasado de
productos con superficies secas, como algunos frutos y ropa (Scheibe y col., 2014).

El agregado de lipidos a formulaciones en base a biopolimeros (proteinas y polisacaridos)
tiene la finalidad de reducir especialmente su permeabilidad al vapor de agua. Dependiendo de la
aplicacion de la pelicula, puede requerirse que ejerza un efecto barrera para favorecer la retencion
de humedad vy evitar la deshidratacion, como es el caso de los alimentos vegetales envasados
(Cisneros-Zeballos y Krochta, 2003). Con lipidos y proteinas es posible obtener dos tipos de
peliculas: i) laminadas (en las que los lipidos se aplican como una capa separada sobre la de
proteina a partir de una dispersion o del fundido), y ii) emulsionadas (en las que los lipidos estan
uniformemente distribuidos en la matriz proteica) (Prodpran y col., 2007; Soazo y col., 2011;
Pérez-Gago y Rhim, 2014). La ventaja de las peliculas compuestas radica en que la formacién de
una cobertura total por parte de la materia lipidica asegura una disminucion en el valor de WVP.
Es también importante que la mejora introducida por la utilizacion de estas técnicas resulte
estable con el paso del tiempo para evitar la separacion de fases. Por su parte, las peliculas
emulsionadas generan mayor interés a nivel industrial ya que necesitan un solo paso de secado en
contraposicion con los dos que precisan las bicapas, y que ademas, usadas como recubrimientos,
pueden aplicarse a temperatura ambiente. Entre los distintos lipidos estudiados, las ceras se
encuentran entre los mas efectivos para incorporar en formulaciones para la produccion de
peliculas compuestas con distintos biopolimeros (Denavi y col., 2005).

La influencia de las condiciones de procesamiento sobre las propiedades de peliculas
proteicas por tape casting no ha sido muy estudiada a la fecha asi como tampoco la eficacia del
agregado de ceras vy fibras a esas formulaciones con el fin de mejorar las propiedades mecanicas y
de barrera. Estos conocimientos permitiran evaluar el potencial de esta técnica como estrategia de

escalado en la produccion de peliculas proteicas.

5.2. Objetivos

Analizar el procesamiento de peliculas proteicas y compuestas: proteina-fibras y proteina-

lipidos por tape casting, como estrategia de escalado en la produccion de estos materiales.
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En particular en este capitulo se estudid:

- la influencia de las condiciones de secado (temperatura y método de secado) sobre las

propiedades de peliculas proteicas de soja obtenidas por tape casting.

- la influencia del agregado de fibras celuldsicas en las propiedades fisicas y quimicas de

peliculas compuestas de matriz proteica de soja obtenidas por tape casting.

- la formacién de peliculas emulsionadas en base a proteinas de soja y ceras (de abeja y

carnauba) por tape casting con mejores propiedades de barrera al vapor de agua.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Materiales

Se utilizo el mismo aislado proteico de soja descripto en la seccién 3.3.1. Las fibras de
celulosa fueron suministradas en forma de papel crudo tipo kraft por Klabin S.A. (Brasil), y se
utilizaron ceras de abeja y carnauba (Quimidrol, Brasil). El resto de los reactivos utilizados fue de

calidad p.a.

5.3.2. Tratamiento y caracterizacion de las fibras de celulosa

5.3.2.1.Tratamiento

Con el fin de facilitar la incorporacion de las fibras en la dispersion filmogénica, el papel

crudo tipo kraft se cortd en pequenos trozos y se preparo una suspension acuosa mezclando 10 g

de papel con 300 mL de agua destilada durante 24 h (Figura 5.2). Posteriormente dicha suspension

fue tratada en un procesador a cuchillas (Minipimer Philips 600W-HR1364, Brasil).
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Figura 5.2. Papel crudo tipo Kraft desmenuzado y en hidratacion.

5.3.2.2. Morfologia de las fibras

Las fibras fueron caracterizadas por microscopia electrdnica de barrido (SEM), para lo cual
se tomo una muestra de la suspension de fibras y se seco a 105 °C hasta peso constante.
Posteriormente, una porcion de esas fibras fueron colocadas sobre una cinta bifaz, y se
recubrieron con una capa de oro de aproximadamente 60 nm en un metalizador (Baltec SCD 0005,
Suiza). Para el analisis fue utilizado un microscopio electronico de barrido (Philips XL-30,
Amsterdam) con fuente de electrones de tungsteno y detector de electrones secundarios y
retropropagados. Las imagenes se observaron utilizando el software Sizemeter, desarrollado en el
Departamento de Ingenieria Quimica y de Alimentos, de la Universidad Federal de Santa Catalina,

(UFSC), Brasil.

5.3.2.3.Contenido de lignina

El contenido de lignina fue determinado por el método denominado lignina Klason (TAPPI
T222 om-98). Se trabajé con el material libre de extractivos (carbohidratos de bajo peso
molecular, acidos grasos, resinas, fitoesteroles, y otros compuestos solubles en agua). Para ello,
primero se preparo una suspension de celulosa en agua que se secé en estufa a 105 °C hasta
alcanzar peso constante, y a la muestra seca se le extrajeron los compuestos solubles en solventes
organicos por la técnica de Soxhlet utilizando una solucidn etanol:tolueno (1:2 en volumen). Del
material libre de extractivos, se tomaron 1,2 g y se maceraron en 12 mL de acido sulfurico al 72%
en bafio de agua caliente con una temperatura de 25-30 °C durante 1 h. Luego, el material fue
diluido en 336 mL de agua destilada y transferido a un baldn de 1000 mL, en donde se hirvio con

reflujo durante 4 h. Se filtro la dispersion en papel de filtro previamente secado y pesado, y se lavo
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el residuo obtenido con 2000 mL de agua caliente. El papel de filtro con la muestra (lignina) fue
colocado en estufa a 105 °C hasta la obtencién de peso constante, y el contenido de lignina se
calculd segun la Ecuacion 5.1, en donde se dividio la masa de lignina obtenida por la masa de la

muestra antes de la extraccion, y se llevé a porcentaje.

masa de lignina (g)

masa de fibras (g) x 100 Ecuacién 5.1.

Lignina (%) =

5.3.2.4.Contenido de celulosa

El contenido de celulosa se determind al tratar 5 g de la muestra libre de extractivos
(obtenida como se menciond anteriormente) con 125 mL de una solucion alcohdlica de acido
nitrico (Browning, 1967) bajo reflujo durante cuatro ciclos de 1 h. Después de cada ciclo, la
solucion alcohdlica de acido nitrico fue removida por filtracion y se adiciond un nuevo volumen de
la solucion. Al final de los cuatro ciclos, la celulosa fue filtrada, lavada y colocada en estufa a 105 °C
hasta |la obtencion de peso constante. El contenido de celulosa se calculé segin la Ecuacidon 5.2, en
donde se dividio la masa de celulosa obtenida por la masa de la muestra antes de la extraccion, y

se llevo a porcentaje.

masa de celulosa (g)

_ x 100 Ecuacion 5.2.
masa de fibras (g)

Celulosa (%) =

5.3.3. Formacion de peliculas por tape casting

El equipo de tape casting empleado para la formacion de las peliculas se muestra en
Figura 5.3. El mismo consta de una plataforma metalica termostatizada de 30 x 84 cm fijada a una
mesada, que constituye la superficie de secado de las peliculas. La misma presenta un circuito de
agua interno que se conecta a un bafo termostatico con circulacién de agua mediante una
manguera de entrada y otra de salida en cada uno de sus laterales, que se emplea cuando se
evalua el secado por conduccion permitiendo seleccionar la temperatura de secado. Sobre la
plataforma metalica y apoyado en dos guias automatizadas para su desplazamiento a lo largo de la
misma, esta instalado un dispositivo aplicador. Este dispositivo presenta una tolva con una paleta

metalica niveladora regulable mediante dos tornillos micrométricos (doctor blade, BYK, China),
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que se utilizan para contener y aplicar a lo largo de la plataforma metalica la dispersion
filmogénica. El espesor de aplicacion se fijé en 2 mm, y la velocidad de desplazamiento en 1,8
cm/s. Entre la plataforma metalica del equipo y el dispositivo aplicador, se colocé una pelicula de
tereftalato de polietileno de 2,5 mm (Mylar®, Dupont, Brasil) para facilitar el desmolde de las
peliculas formadas después del secado. Ademas, a dos metros encima del equipo se colocd un

ventilador para circular el aire y asegurar la eliminacion de vapor de agua durante el secado.

Figura 5.3. Equipo de tape casting utilizado en este trabajo, conectado a un bafio con circulacién de agua
para obtener la temperatura de secado (A). Dispersion proteica de soja formadora de pelicula secandose por
conduccion (B).

5.3.3.1.Seleccion de la concentracion 6ptima de proteinas

Inicialmente se evaluaron dispersiones filmogénicas con distinta concentracién de SPI con
el fin de seleccionar la concentracion optima de proteinas para procesar las peliculas en el equipo
de tape casting. Para esto se prepararon dispersiones formadas con 5,0, 10,0, 10,5, 11,0y 12,5%
p/v de SPI y glicerol al 30% p/p respecto de la concentracion de SPI a pH de 10,5. Las peliculas se
obtuvieron en el equipo de tape casting secando por conduccion (tal como se muestra en la Figura
5.3 B), para lo que se ajusto la temperatura del bafio a 60 °C. La dispersion filmogénica se volco en
la tolva del dispositivo aplicador, se puso en marcha el desplazamiento del mismo, y la dispersion
se aplicd de manera homogénea sobre toda la plataforma metalica cubierta por la pelicula de

Mylar®. Pasado el tiempo de secado se retird la pelicula formada del equipo.

5.3.3.2.Evaluacion del efecto del tipo y temperatura de secado

Con la concentracion de proteina de soja seleccionada como dptima y manteniendo la
cantidad de glicerol y el pH, se evaluaron las condiciones de secado. Se obtuvieron peliculas

proteicas de soja por conduccion de la misma manera que se describié anteriormente ajustando la
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temperatura del bafio de agua a 40, 50 y 60 °C (C40, C50, C60) (Figura 5.3 B). Por otra parte se
evaluo el secado por radiacion infrarroja (IR). Para ello, sobre el mismo equipo antes descripto (sin
utilizar el calentamiento de la plataforma por circulacién de agua) se montaron ocho lamparas IR
con regulador de potencia, dispuestas en dos filas de cuatro a 50 cm de la plataforma tal como se
muestra en la Figura 5.4). Las peliculas se prepararon en el equipo armado de esta manera de la
misma forma que se describié anteriormente, con la salvedad que se retiré el dispositivo aplicador
una vez distribuida la dispersion filmogénica. Se utilizé un termémetro de infrarrojo (TESTO 610,
Alemania) para monitorear la temperatura de la superficie de secado, que se reguld a 60 °C (IR60).

En todos los casos mencionados, las peliculas proteicas de soja se retiraron de la
plataforma del equipo una vez secas y se acondicionaron a 20 °C y 58% de HR en desecadores con

soluciones saturadas de NaBr durante 48 h antes de ser caracterizadas.

Figura 5.4. Imagenes que muestran el equipamiento utilizado durante el procesamiento de peliculas
proteicas de soja secadas por radiacion IR.

5.3.3.3.Evaluacidn del agregado de fibras a la formulacién

Las peliculas compuestas proteina de soja-fibras se obtuvieron y almacenaron de la misma
manera que se describid anteriormente. Dispersiones filmogénicas preparadas con la
concentracion de SPI dptima y glicerol ya descripta, con el agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de
fibras/ 100 g de aislado (C60, 2,5F, 5,0F, y 7,5F respectivamente) se procesaron y almacenaron de
la misma manera que se describié anteriormente, usando secado por conduccion a 60 °C. Cabe
aclarar que la pelicula control sin fibras se trata de la misma formulacion que se evalud en el

secado por conduccion a 60 °C en la seccién anterior (C60).
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5.3.3.4.Evaluacion del agregado de ceras a la formulacién

Se prepararon dispersiones filmogénicas conteniendo la concentracion de proteina de soja
y glicerol optima sin agregado de cera de abeja o carnauba, siendo esta muestra la misma
formulacion analizada en el estudio de las temperaturas de secado por conduccion a 60 °C (C60), y
con agregado de 5,0, 7,5, y 10,0 g de cera de abeja o carnauba (Tabla 5.1). Para lograr la
emulsificacion de las ceras en las dispersiones proteicas, inicialmente las dispersiones se agitaron
magnéticamente con calentamiento (= 80 °C), luego se agregaron las ceras sélidas y por ultimo se
emulsificaron en un Ultraturrax a 12.600 rpm durante 3 min manteniendo la temperatura.
Teniendo en cuenta que las proteinas podrian afectarse por el tratamiento térmico y la
homogeneizacion adicional usada para emulsificar las ceras, se prepard un control proteico
tratado de igual manera que para formar las emulsiones pero sin ceras (0C). Las emulsiones
resultantes se sometieron a vacio (-400 mm de Hg 2 min) con el fin de eliminar las burbujas, y
posteriormente se procesaron en tape casting secando por conduccion a 60 °C como se describiod

anteriormente.
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Tabla 5.1. Nomenclatura experimental.

Componentes adicionales a la Tecnologia Temperatura
Nomenclatura
formulacion base (g/100 g de SPI) de secado de secado (°C)
c40 Conduccion 40
C50 Conduccion 50
Ce0 - Conduccion 60
IR60 Radiacion IR 60
2,5F 2,5 de fibras celulésicas
5,0F 5,0 de fibras celulosicas Conduccion 60
7,5F 7,5 de fibras celulésicas
ocC . Conduccion 60
5,0AB 5,0 de cera de abeja
7,5AB 7,5 de cera de abeja Conduccion 60
10,0AB 10,0 de cera de abeja
5,0Ca 5,0 de cera de carnauba
7,5Ca 7,5 de cera de carnauba Conduccion 60
10,0Ca

10,0 de cera de carnauba

5.3.4. Caracterizacidn de las dispersiones filmogénicas mediante ensayos reolégicos

A partir de las dispersiones filmogénicas con distintas cantidades de proteina de soja, 5,0,
10,0, 10,5, 11,0, y 12,5% p/v de SPI, se realizaron ensayos reoldgicos empleando la misma
metodologia descripta en la secciéon 4.3.4. A diferencia de lo realizado en esa seccion, se
determinaron los indices de flujo (n) y consistencia (K) ajustando los resultados experimentales

con el modelo reoldgico de Ostwald de Waele (Ecuacion 5.3).

T=KD" Ecuacion 5.3
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Donde: T es el esfuerzo de corte (Pa), K es el indice de consistencia (Pa s"), D es la velocidad de
deformacién (s7) y n es el indice de comportamiento de flujo. Los ensayos se realizaron por

triplicado.

5.3.5. Estudio de la cinética de secado durante el procesamiento

Se estudido la cinética de secado de peliculas formadas a partir de una formulacion
seleccionada como éptima, secadas por conveccion a 40, 50 y 60°C y por radiacion infrarroja a
60°C. Se determinaron las curvas de secado midiendo la pérdida de agua de la dispersion
filmogénica en funcién del tiempo de secado de las peliculas procesadas en el sistema
esquematizado en la Figura 5.5. El mismo consta de una placa de aluminio (15 cm x 15 cm)
cubierta con una pelicula de Mylar®, calefaccionada por una resistencia eléctrica y con control de
temperatura o por el sistema de lamparas IR descripto anteriormente (Figura 5.3 B). La parte
inferior de la placa se encuentra aislada térmicamente y dispuesta sobre una balanza semi-
analitica (Marte AS2000C, Brasil) posicionada dentro de una camara cerrada. Se emplearon
moldes de metal para controlar el espesor de la dispersion filmogénica a evaluar, como se muestra
en la Figura 5.5 B antes del secado. El peso de la formulacién se midié cada 5 min durante el
proceso de secado hasta peso constante y se monitored dicho proceso realizando
termofotografias de las dispersiones cada 10 min, empleando una camara termografica (FLIR T-
360, Estados Unidos) fijada a 80 cm de la placa de secado. La temperatura del material se controld
mediante tres termocuplas situadas entre la dispersidon y la placa, conectadas a un sistema de
adquisicion de datos (Agilent 34970A, Estados Unidos) acoplado al software Agilent Benchlink Data
Logger 3 (Agilent, v. 4.00.00, Estados Unidos). La humedad relativa y la temperatura fueron
monitoreadas con un psicrometro digital portatil (TESTO 610, Alemania). Los experimentos se
llevaron a cabo con una humedad relativa de 55-60% y una temperatura ambiente de 20-25 °C.

Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 5.5. Dispositivo utilizado para la determinacion de las cinéticas de secado (A). Esquema de la chapa
de aplicacion de la dispersion filmogénica (B).

De las curvas obtenidas se determind la velocidad inicial de secado, ajustando la primera
parte de la curva de secado (de velocidad constante) con la ecuacion lineal que se detalla en la

Ecuacion 5.4.

AX/At = X(t)-X(ta)/ (t—t4) Ecuacion 5.4

Donde: AX/At es la velocidad de secado (g/g s), X es el contenido de agua de la muestra, t es el

tiempo considerado en el punto de secado medido y t; es el tiempo anterior considerado.

5.3.6. Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas se caracterizaron segun su espesor, color, opacidad, contenido de agua,

solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua (WVP), propiedades mecanicas en traccion, y
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temperatura de transicion vitrea (Tg); y segun su angulo de contacto y morfologia por microscopia
electronica de barrido (SEM), de acuerdo a las técnicas descritas en la seccion 3.3.3 y 4.3.5.
Ademas se determind la densidad, las propiedades mecanicas en puncién y la capacidad de

termosellado como se describe a continuacion.

5.3.6.1.Densidad

La densidad de la pelicula (p) se calculd por la Ecuacién 5.5, segun lo propuesto por

Larotonda y col. (2005).

p=m/A& Ecuacién 5.5

Donde: A es el area de la muestra (2 cm x 2 cm), m es la masa de los sdlidos (determinados a partir
de muestras acondicionadas en un desecador con pentdxido de fésforo durante 20 dias), y & es el
espesor promedio de la pelicula, calculado con un micrometro digital (Mitutoyo Co., Japdn) en
diferentes regiones de las muestras (80 cm x 30 cm). Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

5.3.6.2.Propiedades mecanicas en puncion

Se evalud la resistencia maxima a la puncion segun el método propuesto por Gontard y
col. (1992), con algunas modificaciones. Se empled un texturometro (TA.XT2i, Stable Micro
Systems, Inglaterra) con una sonda de punta plana de 3 mm de diametro y una base circular
adecuada para tal medicion. La puncion se realizo a una velocidad de 0,5 mm/s determinandose la
fuerza maxima a la ruptura (N) y la distancia en ese punto (mm). A partir de las medidas obtenidas
se informd la fuerza maxima (F,,, en N) y la deformacion a la ruptura (D,,, en %), calculada como la

hipotenusa formada entre la distancia a la ruptura y el radio de la base empleada en la medicion.
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5.3.6.3.Capacidad y calidad de termosellado

Se evalud la resistencia de sellado segiin norma ASTM F88-00 (2004). Se cortaron dos tiras
de pelicula de 76 x 25 mm de lado, que se sellaron térmicamente por su lado mas corto utilizando

una termoselladora de cinta, tal como se muestra en la Figura 5.6.

Figura 5.6. Disposicion de las probetas de pelicula termoselladas para medir la resistencia del sellado
empleando un texturéometro.

La resistencia al termosellado, indicador de la calidad de cierre, se evalué en un
texturometro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, Inglaterra) equipado con un sistema de mordazas
para tension A/TG. Se ensayaron las probetas luego que el sellado llegara a temperatura ambiente
aplicando una tensién de 0,5 mm/s. La fuerza minima (N) necesaria para que ocurra la falla del
sellado se obtuvo mediante el software Texture Expert V.1.22 (Stable Micro Systems, Inglaterra).
Ademas se observo visualmente y se informo el modo de falla de los cierres: adhesiva, cohesiva o
por delaminacion del material segtin la norma mencionada (Figura 5.7). Se ensayaron 5 probetas

para cada formulacion.
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Figura 5.7. Representacion esquematica de los modos de falla de sellado segun la norma ASTM F88-00
(2004).
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5.3.7. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y expresados
como la media + desviacion estandar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un
nivel de significacion a = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (version 12, Systat Software, Inc.,

Chicago, Estados Unidos).

5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Seleccion de la concentracion proteica adecuada para el procesamiento por tape casting

Se prepararon dispersiones filmogénicas en agua conteniendo distintas concentraciones
de aislado proteico: 5,0; 10,0; 10,5; 11,0; y 12,5% p/v, con una concentracion de glicerol fijada al
30% p/p respecto de la cantidad de aislado proteico a pH 10,5. Esas dispersiones fueron
caracterizadas segun sus propiedades reoldgicas y utilizadas para preparar peliculas proteicas de
soja por tape casting secando por conduccion a 60 °C, con el fin de seleccionar la formulacion mas
adecuada para procesar a las peliculas por esta tecnologia. Intentando extrapolar los procesos
usados en el laboratorio para obtener las peliculas proteicas de soja por casting y a modo de
comparacion, se evalué también una dispersion conteniendo 5,0% p/v de SPI (Mauri y ARén, 2006
y 2008); Denavi y col., 2009; Salgado y col., 2010 y 2011; Echeverria y col., 2014).

Para procesar por tape casting las dispersiones filmogénicas deben presentar un
comportamiento de flujo pseudoplastico con una viscosidad elevada a bajas velocidades de
deformacion (cuando la dispersion esta en la tolva) de manera de evitar su escurrimiento hacia la
placa (o cinta) y la sedimentacion de las particulas; y una viscosidad intermedia a las velocidades
de deformacion tipicas del proceso para garantizar condiciones apropiadas de flujo debajo del
aplicador y sin que no se escurra de la cinta (Gardini y col., 2010).

La Figura 5.8 y la Tabla 5.2 muestran las caracteristicas reolégicas de las dispersiones
filmégenicas con diferentes concentraciones de SPI. Los valores experimentales pudieron ajustarse
satisfactoriamente al modelo de Ostwald de Waele (Ecuacién 5.1) con coeficientes de correlacion
de R>>0,99 en todos los casos. Todas las dispersiones exhibieron un comportamiento de flujo

pseudoplastico (K> 0, 0 <n < 1), observandose la disminucion de los valores de viscosidad aparente
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al aumentar la velocidad de deformacién (D). En la Tabla 5.2 se presentan las viscosidades
aparentes que presentan las distintas formulaciones a la velocidad de deformacién que se aplica
en el equipo de tape casting en las condiciones de trabajo (D= 9/s), que surge de relacionar la
velocidad de aplicacion de la dispersion (1,8 cm/s) respecto del espesor con que este es regulado

(2 mm), espacio por donde fluira la dispersién filmogénica (Steffe, 1996).
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Figura 5.8. Curvas de esfuerzo de corte (A) y viscosidad aparente (B) en funcion de la velocidad de
deformacion (D) de dispersiones filmogénicas con concentraciones crecientes de SPI: (e) 5,0; (e) 10,0; (*)
10,5; (¢) 11,0y (®) 12,5 g de SPI por cada 100 mL de dispersion.

El comportamiento pseudoplastico de las dispersiones se acentué progresivamente con el
incremento del contenido de proteina en la formulacidn, mostrando una importante disminucién

en el indice de comportamiento de flujo (n), con un incremento en la viscosidad de las
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dispersiones (indicado por altos valores de K y de viscosidad aparente). Este incremento en la
viscosidad fue mas pronunciado a valores de baja velocidad de deformacion (D). Como era de
esperar las dispersiones mas concentradas presentaron viscosidades mads altas, probablemente
porque las proteinas de esas suspensiones proteicas son organizadas mas densamente y con

mayores posibilidades de interaccion (entanglement).

Tabla 5.2. Caracteristicas reoldgicas de las dispersiones filmogénicas con contenidos crecientes de SPI: (A)
indice de consistencia (K) y de comportamiento de flujo (n); (B) valores de viscosidad aparente calculada a
velocidades de deformacion (D) de 9/s.

g SP1/100 A. Parametros de Ostwald de Waele B. Viscosidad aparente (mPa s)
mL K (Pas") n I D=9s"
5,0 0,068 + 0,010 ¢ 0,792+0,012a 0,999 53,7+2,7e
10,0 0,979 + 0,038 bc 0,602 + 0,008 b 0,999 393,4+6,1d
10,5 1,260 £ 0,196 bc 0,588+0,012b 0,999 510,4+57,2¢
11,0 2,062+0,267 b 0,530+ 0,018 ¢ 0,999 740,6 +53,7b
12,5 6,568+ 1,118 a 0,396 £ 0,025d 0,997 2232,2+117,7 a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Para las concentraciones de SPI extremas analizadas los comportamientos reolégicos no
resultaron adecuados para procesar las muestras por tape casting. La dispersidon conteniendo 5,0%
p/v de SPI, si bien resulté adecuada para lograr eliminar las burbujas formadas durante la agitacion
previo al moldeo, presentd una baja viscosidad y una tendencia a derramarse de la superficie de la
plataforma metdlica del equipo. Contrariamente a estos resultados, Echeverria (2012) en el
intento de escalar la produccidn de peliculas proteicas y nanocompuestas en base a proteina de
soja y montmorillonita, logré obtenerlas mediante spread coating (tecnologia similar al tape
casting) utilizando 5% p/v de SPI pero en un equipo semi-continuo con un disefio diferente, no
describiendo inconvenientes como los encontrados en este trabajo. Por el contrario la dispersidn
con 12,5% p/v de SPI, presentd un aumento significativo en su viscosidad acompafiado de un
aumento importante de K y una disminucidon de n. Estas caracteristicas (la alta viscosidad y K)
dificultaron su moldeo en el equipo, siendo sus peliculas heterogéneas debidas a la retencion de

una gran cantidad de burbujas en la matriz proteica. Las dispersiones restantes presentaron
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comportamiento intermedio. La dispersion que contenida 10,5% p/v de SPI fue seleccionada para
continuar procesando por tape casting en este equipo, ya que presentdé una fluidez adecuada
durante la etapa de aplicacion de la dispersion sobre la plataforma y su viscosidad permitid la
eliminacion de las burbujas. Las dispersiones con 10,0% p/v de SPI tendian a seguir fluyendo una
vez aplicadas sobre la superficie metalica del equipo, mientras que las de 11% p/v de SPI

resultaron en peliculas con una cantidad significante de burbujas remanentes en la matriz.

A partir de estos resultados, se selecciono seguir trabajando por tape casting a partir de
dispersiones acuosas que contenian 10,5% p/v de SPly 30% p/p de glicerol (respecto de la cantidad
de SPI), a pH 10,5.

5.4.2. Influencia de las condiciones de secado (temperatura y método de secado) sobre las

propiedades de peliculas proteicas de soja obtenidas por tape casting

En esta parte del trabajo se evalud el efecto de dos metodologias de secado en el
procesamiento por tape casting sobre las dispersiones ya seleccionadas: secado por conduccion a
40, 50 y 60 °C (C40, C50, C60) y secado con radiacion infrarroja a 60°C (IR60), sobre la cinética del
secado y las propiedades fisicas y quimicas de las peliculas proteicas obtenidas.

La temperatura y la humedad relativa del ambiente afectan la formacion de las peliculas, y
en consecuencia su funcionalidad. Denavi y col. (2009) evaluaron el secado de peliculas proteicas
de soja obtenidas por casting a distintas temperaturas (34, 40, 55, 70 y 76 °C) y humedades
relativas (24, 30, 45, 60 y 66% de HR), obtenidas a partir de un aislado proteico de soja nativo
(elaborado a partir de la harina de soja desgrasada) y otro comercial de similares caracteristicas al
empleado en este trabajo. Estos autores encontraron que el efecto del aumento de la
temperatura de secado aumento la resistencia mecanica de los materiales y una disminucion en la
solubilidad, sin afectar los parametros de color y seleccionaron el tratamiento de secado a 60 °Cy
60% de HR como 6ptimo para el aislado nativo, y 70 °C y 30% de HR para el aislado comercial. Por
su parte, nuestro Laboratorio ha venido trabajando principalmente por casting, secando en
general a las formulaciones proteicas con 5% p/v de proteina durante aproximadamente 3 h a 60
°C (Mauri y Anén, 2006 y 2008; Salgado y col., 2008 y 2011; Ortiz y col., 2013; Echeverria y col.,
2014).
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5.4.2.1.Cinética de secado

La cinética de secado durante la preparacion de las peliculas proteicas de soja se analizo
para obtener el tiempo de secado en cada metodologia evaluada (40C, 50C, 60C, IR60). En cada
caso se obtuvieron medidas del peso de la dispersion filmogénica proteica hasta peso constante.
La Figura 5.9 muestra las curvas de pérdida de agua en funcion del tiempo para todas las
condiciones de secado evaluadas. De las mismas se obtuvieron los tiempos de secado que fueron
7,4 h para C40, 2,8 h para C50, 1,4 h para C60 y 1,5 h para IR60. Claramente se observa una
disminucion importante de los tiempos de secado con el aumento de la temperatura, que llega a
ser de 6 h cuando se comparan los procesos a 40 y 60 °C por conduccion, no observandose
diferencias en las curvas correspondientes a distintas técnicas de secado (conduccién y radiacion)
a la misma temperatura (60 °C). La reduccion del tiempo de secado con el aumento de la
temperatura tiene una implicancia practica muy importante al intentar escalar estos procesos, ya
que una de las desventajas siempre atribuidas al procesamiento por casting son los largos tiempos
de secado. En la Figura 5.9 también se muestran las termofotografias sobre la curva de secado
correspondiente al proceso realizado a 40 °C por conduccién (a modo de ejemplo) donde es
posible observar la evolucion homogénea del secado sobre la superficie de aplicacidon de la
dispersion. La diferencia de coloracion indica las zonas de menor temperatura (verdes) basadas en
la escala termografica, que pasa por los colores amarillo, naranja y rojo a medida que la
temperatura aumenta hasta llegar a calentar toda la placa de color rojo (temperatura homogénea

en toda la superficie).
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Figura 5.9. Cinéticas de secado (contenido de humedad vs tiempo de secado) de peliculas de proteina de
soja procesadas por tape casting a 40, 50 y 60 °C por conduccién o a 60 °C por la radiacion (IR).

El proceso de secado de materiales con alto contenido de humedad se suele dividir en dos
periodos definidos por el comportamiento de |a tasa de secado. En la Figura 5.10 se muestran las
curvas de velocidad de secado en funcion del tiempo. Los procesos en los que se secd por
conduccion presentaron dos periodos distintos definidos por el comportamiento de la tasa de
secado, lo que es caracteristico de materiales con alto contenido de humedad (Reis y col., 2013).
En el primero, se observd una tasa de secado constante en el que predomind la evaporacién del
agua libre en la superficie del material, mientras que en el segundo, la tasa fue decreciendo, lo que
segun Geankoplis (1993), es una indicacion de que la migracién interna de la humedad hacia la

superficie no logrd equiparar la tasa de evaporacion en la superficie del material.

134



2,0E-03 -
%
o'
*
1,6E-03 1 %
OOQb
L 2 o O‘
o S
v 1,2E-03 - ®
o
(-T+]
bo A . m40C
) (o]
S 80E-04 | A50C
E My 2 an 060C
AL A
4,0E-04 © AmAA - * IR60
2 - @
r. . - -
| |
%2"""! L L _'"HHMH .
<
0,0E+00 . . . . . . o
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Tiempo de secado (s)

Figura 5.10. Velocidades de secado de las dispersiones proteicas de soja a 40, 50, y 60 °C por conduccién o a
60 °C por radiacion (IR) en funcion del tiempo de procesamiento.

Con el aumento de la temperatura se observdé un aumento significativo del valor de la
velocidad de secado constante y una disminucién de la fraccidon de tiempo que llevd esta etapa en
el procesamiento, en el que hay predominancia de la evaporacién del agua libre de la superficie
del material, tal como describieron otros autores al secar soluciones de biopolimeros (Daud y
Armstrong, 1988; Moreira y col., 2011; Reis y col., 2013; Moraes y col., 2014), pero para todos los
casos el valor de humedad critica (transicién entre el periodo a tasa constante y el periodo a tasa
decreciente) estuvo entre 60 y 75% de contenido de agua (en base himeda). Asi por ejemplo, a 60
°C, los valores de velocidad de secado constante fueron siete veces mayores que los
correspondientes para las peliculas secadas a 40 °Cy el tiempo de esta etapa respecto del total de
secado, representd el 74, 67 y 42% para los materiales procesados por conduccién a 40, 50 y 60 °C,

respectivamente.
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5.4.2.2. Caracterizacion de las peliculas secadas a diferentes temperaturas por conduccién y a 60

°C por radiacion

54221 Apariencia

En la Tabla 5.3 se presentan el espesor, los parametros de color y la opacidad de las
peliculas proteicas de soja obtenidas por tape casting secadas por conduccion a 40, 50 y 60 °C y

por radiacion IR a 60 °C (IR60).

Tabla 5.3. Espesor, parametros de color (L*, a*, b*, AE) y opacidad de peliculas de SPI secadas a 40, 50 y 60
°C por conduccion o a 60 °C por radiacion (IR60).

Parametros de Hunter-lab Opacidad
Muestra Espesor (um)

L* a* b* AE (UA/mm)
c40 105,8+17,3b 845+14a -1,8+0,3a 31,2+3,1a 32,2+3,3a 2,3+0,08a
C50 107,8+12,5b 86,1+0,5a -2,2+x0,1a 29,6t+09a 30,1+1,0a 1,8+0,14 b
C60 104,2+ 14,6 b 86,1+2,0a -2,1t0,4a 280+26a 28,7+3,0a 1,6 +£0,04b
IR60 185,3t31,4a 854+33a -1,9+0,7a 30,7t54a 314+6,1a 1,1+£0,05¢c

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Todas las peliculas secadas por conduccion, independientemente de la temperatura
empleada durante el secado, presentaron espesores similares (= 105 um), que resultaron
significativamente mas delgados que los de las peliculas secadas por IR (= 185 pum). Teniendo en
cuenta que j) todas las peliculas se prepararon a partir de formulaciones idénticas (igual
concentracion de proteina y glicerol, e igual pH); ii) que la dispersion filmogénica se extendid sobre
la plataforma metalica utilizando el mismo espacio en el dispositivo aplicador y control de espesor;
y iii) que todas las peliculas presentaron similar contenido de agua como se demuestra en la Tabla
5.4, las variaciones en el espesor se debieron probablemente a las diferentes conformaciones que
las proteinas adoptan durante el periodo de secado cuando el agua fue eliminada
progresivamente y que podrian estar relacionados con la diferencia en la evolucion de las tasas de
eliminacion de agua durante el secado por conduccion y radiacion infrarroja observada al analizar

las cinéticas de secado.

136



Para todas las condiciones de secado las peliculas presentaron una coloracion amarillenta,
tipica de las peliculas proteicas de soja, no observandose diferencias en los parametros de color
CIE L*, a*, b*, y AE (Tabla 5.3) en concordancia con lo encontrado por Denavi y col. (2009) al
estudiar el efecto de la temperatura y la humedad relativa utilizadas en el secado de peliculas
proteicas de soja obtenidas por casting. Pero si se observo una disminucién de la opacidad de las
peliculas al aumentar |la temperatura de secado por conduccion, que se hace ain mas significativa
al secar mediante radiacion IR.

5.4.2.2.2. Susceptibilidad al agua

La Tabla 5.4 muestra el contenido de humedad, la solubilidad, la permeabilidad al vapor
de agua (WVP) y el angulo de contacto de las peliculas de proteina de soja procesadas por tape

casting y secadas a 40, 50 o 60 °C por conduccion o a 60 °C por radiacion IR.

Tabla 5.4. Contenido de humedad, solubilidad, permeabilidad al vapor de agua (WVP) y dngulo de contacto
de las peliculas preparadas con SPI secadas en diferentes condiciones.

Contenido WVP x10™ Angulo
Muestra Solubilidad (%)

de agua (%) (g/m Pas) de contacto (°)
c40 12,04+ 0,51 a 33,70+ 0,01a 1,32+0,19a 75,13+4,40a
C50 12,79+0,19a 33,62t+2,42a 1,47+0,33 a 67,66 £ 7,41 ab
Ce0 12,15+0,12 a 31,23+1,28a 0,95+0,21a 56,07 +5,33 b
IR60 12,25+0,22 a 32,69+191a 1,61+0,68a 66,03 £5,80 ab

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Todas las peliculas presentaron aproximadamente el mismo contenido de agua (= 12%)
luego de ser almacenadas. También mostraron similares solubilidades en agua y permeabilidades
al vapor de agua. Estos resultados concuerdan con los demostrados por Denavi y col. (2009),
quienes tampoco observaron diferencias en la solubilidad de peliculas proteicas de soja
procesadas por casting utilizando distintas condiciones de secado al trabajar con un aislado de
soja desnaturalizado. Las bajas solubilidades encontradas en este trabajo (= 32 %) respecto a lo

reportado por Denavi y col. (2009) dan indicio de un alto entrecruzamiento proteico y una baja
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hidrofilicidad de las matrices, lo que se manifiesta también en el bajo contenido de agua de las
peliculas luego de almacenarlas a 58% HR.

Se ha reportado que en peliculas hidrofilicas (tales como de pectina, amilosa, éteres de
celulosa, caseinato de sodio y proteinas de soja) la WVP aumenta con el espesor de la pelicula
(McHugh y col., 1993; Ghorpade y col., 1995). Este efecto no se verificd en este estudio, dado que
las peliculas secadas por IR que presentaron espesores significativamente mayores mostraron
similares WVP que las secadas por conduccidon. Si bien este resultado también daria indicio del
menor caracter hidrofilico de estas matrices, dado por el entrecruzamiento alcanzado con todas
las condiciones analizadas, los valores de WVP obtenidos estdn en el rango de los publicados para
peliculas de proteinas de soja obtenidas por casting (Denavi y col., 2009; Salgado y col., 2011). En
este sentido, Salgado y col. (2015) estudiaron la funcionalidad de peliculas proteicas de soja con
distintas propiedades estructurales, que no presentaron diferencias significativas en su contenido
de agua y en su permeabilidad al vapor de agua, lo que atribuyeron a la naturaleza hidrofilica
propia de las proteinas, pero si mostraron modificaciones en su solubilidad debido a que esta
propiedad dependeria principalmente de las interacciones que estabilizaban la red de proteinas.

Al analizar los valores de angulos de contacto (Tabla 5.4), se observa que al aumentar la
temperatura de secado por conduccién la hidrofobicidad superficial de las peliculas disminuyd, y
gue frente a la misma temperatura, las peliculas secadas por radiacién IR presentaron mayores
hidrofobicidades superficiales. Esto sugiere que la conformacion y el grado de agregacion de las
proteinas en al menos la superficie de las peliculas es diferente. Cabe sefialar que el angulo de
contacto fue evaluado en relacidon a la superficie expuesta al aire. En el caso de las peliculas
secadas por radiacién IR la superficie analizada fue la que estuvo expuesta directamente a la
fuente de calor. El mayor angulo de contacto de estas peliculas frente a las secadas a igual
temperatura pero por conduccién podria atribuirse al menos en parte a que al deshidratarse
primero en la superficie, las proteinas se reacomoden exponiendo sus zonas mas hidrofébicas en
ese sentido, dejando a las hidrofilicas inicialmente hacia el centro de la pelicula. En cuanto al
efecto de la temperatura, es sabido que tanto la temperatura como el pH alcalino favorecen la
agregacion, y la formacién de interacciones hidrofébicas y de puentes disulfuro entre proteinas. Si
esto ocurriera, las proteinas podrian estar exponiendo sus residuos mas hidrofilicos hacia la
superficie, disminuyendo su hidrofobicidad superficial. Pero cabe sefialar, que los cambios

conformacionales que podrian explicar los cambios de hifrofobicidades superficiales, no afectarian
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la naturaleza hidrofilica de la matriz dado que no se observaron diferencias ni en el contenido de

agua ni en la WVP.

5.4.2.2.3. Propiedades mecanicas

En la Tabla 5.5 se presentan las propiedades mecanicas medidas en traccion de las
peliculas estudiadas, representadas por la tension a la ruptura (o,), el médulo de Young (E) vy la

elongacion a la ruptura (g,).

Tabla 5.5. Propiedades mecanicas medidas en traccion de peliculas proteicas de soja obtenidas por tape
casting bajo diferentes condiciones de secado: tension a la ruptura (o,), médulo de Young (E) y elongacion

(€,).

Muestra o, (MPa) E (MPa) £, (%)
c40 5,64+0,83 bc 3,44+0,31b 72,37 +7,24 ab
C50 515+0,40¢c 2,49+0,25¢ 74,77 £9,27 a
C60 7,53t0,56a 4,25+0,38 a 47,64 +9,89c
IR60 6,04+0,96 b 2,35+0,15¢ 59,98 + 11,46 bc

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Las peliculas secadas a 60 °C por conduccion presentaron mayor resistencia a la traccion y
moédulo de Young y menor elongacion a la rotura que las secadas a 40 y 50 °C con la misma
metodologia, y que las secadas a igual temperatura pero por radiacion IR. Denavi y col. (2009)
observaron aumentos en la resistencia a la traccién pero acompanados de un aumento en la
elongacion a la rotura para las peliculas obtenidas por casting al aumentar la temperatura de
secado, siendo los aumentos variables dependiendo de la humedad relativa durante el secado.
Teniendo en cuenta que todas las peliculas estudiadas en este trabajo tienen el mismo contenido
de plastificante (agua y glicerol), las diferencias encontradas en las propiedades mecanicas deben
atribuirse a un mayor entrecruzamiento. Probablemente en estas matrices sean los puentes
disulfuro los responsables en estas mejoras, cuya formacion se favorece con la temperatura vy el
pH alcalino. En trabajos previos realizados por casting, se ha descripto que los puentes disulfuro

tienen una importancia fundamental en la estabilizacion de las peliculas proteicas de soja y en la
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mejora de su resistencia mecanica (Mauri y Anon, 2006; Salgado y col., 2008). Perez-Gago y
Krochta (2001), sefialaron que los materiales con mayor capacidad de estabilizarse a través de
enlaces covalentes puentes disulfuro son mas resistentes, e incluso a veces mas elongables,
dependiendo esto mas de la distribucién de los mismos que de su nimero (Salgado y col., 2010).
Esto ultimo también podria explicar porque estas matrices mas entrecruzadas no resultaron ser
menos solubles ni modificaron el caracter hidrofilico-hidrofobico de la matriz que podria afectar el
contenido de agua y la WVP.

El mayor entrecruzamiento, responsable del aumento de la resistencia mecanica de las
peliculas proteicas procesadas por tape casting secando a 60 °C por conduccion también se reflejo
en la temperatura de transicion vitrea de estos materiales, mostrada en la Tabla 5.6. La Tg de
estos materiales resultd ser significativamente mayor que las obtenidas con las otras condiciones
de secado evaluadas. Teniendo en cuenta que todas las peliculas presentan el mismo contenido de
proteina y de plastificante (agua y glicerol), la mayor restriccion al movimiento de las cadenas

peptidicas en estas matrices debe atribuirse al mayor entrecruzamiento entre cadenas peptidicas.

Tabla 5.6. Temperaturas de transicion vitrea (obtenidas por DSC) para las peliculas proteicas de soja
procesadas por tape casting bajo distintas condiciones de secado.

Muestra Tg (°C) medida por DSC
Cc4a0 -20,8+0,8b
C50 -21,1+0,5b
Ce0 -16,5+0,7 a
IR60 -19,8+0,3b

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.2.2.4. Resistencia del termosellado

Todas las peliculas procesadas bajo distintas condiciones de secado presentaron la
capacidad de termosellarse, lo que resulta interesante para algunas aplicaciones de estos
materiales, ya que a modo de ejemplo los mismos podrian utilizarse para formar bolsas, como lo
han hecho Scheibe y col. (2014) a partir de peliculas de almiddn de mandioca y fibras celuldsicas
obtenidas por tape casting. La Figura 5.11 muestra la resistencia del sellado de los distintos

materiales al someterlos a un ensayo en traccion.
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Figura 5.11. Resistencia al termosellado de peliculas procesadas por tape casting a diferentes temperaturas
por conduccion (C40, C50, C60) o por radiacidn (IR60). Letras distintas indican diferencias con un nivel de
significancia de a = 0,05.

La resistencia al termosellado aumenté progresivamente con la temperatura de secado de
las peliculas para los materiales procesados secando por conduccién, y a igual temperatura, las
peliculas secadas por conduccién mostraron una resistencia del termosellado superior que las
secadas por radiacidon IR. Es de esperar que las caracteristicas superficiales de los materiales
tuvieran cierta influencia sobre la adhesion que ocurre finalizado el proceso. Pareciera existir una
correlacién entre las resistencias del termosellado y los angulos de contacto tal como se observa
en la Figura 5.12. La disminucién de la hidrofobicidad superficial (menor angulo de contacto),
podria favorecer la adhesion de las peliculas durante el termosellado favoreciendo su resistencia.
Si bien cabria suponer que en estos materiales delgados el proceso de termosellado vaya mas alla
de la superficie, dado que con el calentamiento ocurre casi un ablandamiento general del material,
en todos los casos el tipo de falla al realizar el ensayo fue adhesiva, lo que apoyaria la influencia

del efecto superficial.
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Figura 5.12. Asociacion entre la resistencia al termosellado y el angulo de contacto de peliculas procesadas
por tape casting y secadas a 40 (e), 50 (e) y 60 °C (#) por conduccién o radiacion IR (e).

En funcion de los resultados obtenidos se seleccioné como condicion de secado para seguir

procesando por tape casting el calentamiento por conduccion a 60 °C.

5.4.3. Peliculas compuestas en base a proteinas de soja y fibras celuldsicas procesadas por tape

casting

El uso de fibras celuldsicas en la formulacion de materiales biopoliméricos ha sido una de
las alternativas mas tradicionales estudiadas en la obtencion de peliculas compuestas, ya que
logran mejorar sus propiedades mecanicas (Angle’s y Dufresne, 2001; Chen y col., 2009; Teixeira y
col., 2009; Midiller y col., 2009 a y b; de Moraes y col., 2013; Sheibe y col., 2014). Ademas, los
materiales resultantes generalmente resultan mas econdmicos y livianos (menor densidad)
ademas de ser biodegradables y biocompatibles, dado que las fibras vegetales son recursos muy
abundantes y renovables (Song y col., 2011). En particular, el empleo de fibras celuldsicas en
matrices proteicas de soja ha sido efectivo para mejorar la resistencia mecanica y la
susceptibilidad al agua de las peliculas compuestas resultantes (Paetau y col., 1994; Kumar y

Zhang, 2009).

142



5.4.3.1. Caracterizacion de las fibras empleadas

En este trabajo se emplearon fibras celuldsicas obtenidas de papel comercial tipo Kraft
(Klabin S.A., Brasil). En el proceso kraft, virutas de madera son sometidas a reaccion con una
solucion que contiene hidréxido de sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (Na,S), también conocido
como “licor blanco”. Este proceso ocurre dentro de un digestor, mantenido a alta presion y
temperatura. Las sustancias quimicas empleadas reaccionan con la lignina, fragmentandola en
sustancias de bajo peso molecular que se solubilizan en la solucidn alcalina y que pueden ser
removidas de las fibras por varias etapas de lavado. La pulpa o pasta resultante presenta una
coloracion amarronada y por ese motivo no es adecuada para la produccion de determinados
tipos de papel. Esa coloracion se debe principalmente a pequenas cantidades de lignina que no
son removidas de las fibras y son denominadas lignina residual. Para obtener pulpas totalmente
blancas, es necesario remover esa lignina a través de un proceso de blanqueo. Este proceso es
dificultoso, ya que la lignina residual se encuentra fuertemente ligada a las fibras. El blanqueado
debe realizarse en diversas etapas, garantizando la obtencion de pulpas de blancura elevada, y con
minima degradacion de celulosa. Por este motivo, las fibras celulésicas utilizadas en este trabajo
presentaban coloracion marron per se tal como se muestra en la Figura 5.2.

En la Figura 5.13 se muestran microfotografias de las fibras celuldsicas utilizadas en donde
se puede observar que tienen forma cilindrica. Del analisis realizado sobre esas fotos, se concluyd
que las fibras utilizadas tenian aproximadamente 30 um de diametro y 1,3 mm de largo en
promedio. Por otra parte, estaban constituidas por un 82,5% de celulosa y retenian un 8,1% de

lignina.

o 19KV 1,000 10um 10kv  A7000  zum

Figura 5.13. Microfotografias electrénicas de barrido (SEM) de las fibras celulésicas utilizadas con diferentes
aumentos: 50X (A); 1.000 X (B); y 7.000X (C).

Similares caracteristicas fueron descriptas para fibras celuldsicas a partir de papel kraft
utilizadas por otros autores como refuerzo de matrices de almidén (de Oliveira Romera y col.,

2012; de Moraes y col., 2013; Scheibe y col., 2014).
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5.4.3.2. Caracterizacion de las peliculas compuestas proteina-fibra

Las peliculas caracterizadas en esta seccion fueron formuladas a partir de 10,5% p/v SPI,
30% p/p de glicerol respecto a la proteina y agua, con el agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras
celuldsicas/ 100 g de aislado proteico (C60, 2,5F, 5,0F y 7,5F), y fueron procesadas por tape casting
secando por conduccion a 60 °C.

En ensayos preliminares se evalud la incorporacion de diferentes concentraciones de fibra
a las formulaciones. Si bien se intentd caracterizar reoldgicamente a las dispersiones filmogénicas
como en la seccidon 5.3.4, no pudo concretarse debido a que la relacion forma-tamano de las fibras
no permitio llevar adelante los ensayos rotacionales. No fue posible agregar concentraciones de
fibra superiores al 7,5 g de fibras/ 100 g de SPI debido a que las dispersiones filmogénicas
alcanzaban viscosidades tales que dificultaban su agitacion y homogenizacion, asi como la

remocion de las burbujas que se formaban durante el mezclado.

5.4.3.2.1. Apariencia de las peliculas compuestas proteina-fibra

En la Figura 5.14 se presentan fotografias de las peliculas proteicas de soja con 0; 2,5; 5,0y

7,5 g de fibras/ 100 g de SPI obtenidas por tape casting. Las mismas resultaron homogéneas, con

las fibras visibles y bien dispersas en la matriz proteica.
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Figura 5.11. Apariencia de las peliculas proteicas de soja con agregado de 0 (A); 2,5 (B); 5,0 (C); y 7,5 (D) g de
fibras celulosicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting.

En la Tabla 5.7 se presentan el espesor, la opacidad y la densidad de las peliculas

compuestas en base a proteina de soja y fibras celulédsicas obtenidas por tape casting. Al aumentar
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la concentracién de fibra en la formulacion, aumentd el espesor de las peliculas pero sélo resultd
estadisticamente diferente para la pelicula que contenia 7,5 g de fibra/ 100 g de SPI. También se
observé un aumento progresivo en la opacidad y una disminucién de la densidad de las peliculas
en funcion de la cantidad creciente de fibras incorporadas, probablemente por la diferencia de
densidad de las fibras celuldsicas respecto a la del aislado proteico de soja. En este sentido y en
sistemas procesados por tape casting con almiddn vy fibras celuldsicas, de Oliveira Romera y col.
(2012), y Mdller y col. (2009), también informaron que la densidad de los materiales compuestos
era menor que la del almidén termoplastico por si solo debido a la baja densidad de las fibras
celuldsicas. Esta disminucidn de la densidad implicaria una disminucién en el peso del material lo
que resultaria interesante para aplicaciones como envases, si al menos se conservan otras

propiedades.

Tabla 5.7. Espesor, opacidad y densidad de las peliculas proteicas con agregado de 0, 2,5, 5,0y 7,5 g de
fibras celuldsicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting.

Muestra Espesor (um) Opacidad (UA/mm) Densidad (g/cm)
C60 99,72+17,42b 1,6+0,04b 1,28+0,07 a
2,5F 115,72+20,12 b 1,8+0,06b 1,05+ 0,04 bc
5,0F 104,87 + 16,16 b 2,4+0,09 a 1,15+0,06 b
7,5F 135,3+31,78a 23+0,12a 1,01+£0,02 ¢

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Los parametros de color de las peliculas compuestas en base a proteina de soja y fibras
celuldsicas obtenidas por tape casting se muestran en la Tabla 5.8. Se puede observar que la
mayor variacion de color (en todos los pardmetros analizados) ocurrié cuando se incorporé 7,5 g
de fibras/ 100 g de SPI, resultando en peliculas mas oscuras dada su menor luminosidad (L*) y con
tonalidad mas amarronada, evidenciado en lo mayores valores de a* y b* encontrados y en
consecuencia en una mayor variacion de color (AE). Esta tendencia, fue observada también al

analizar el espesor.
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Tabla 5.8. Parametros de color L*, a*, b* y AE de las peliculas proteicas con agregado de 0, 2,5,5,0,y 7,58
de fibras celulésicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting.

Parametros de Hunter-lab

Muestra

L* a* b* AE
c60 86,1t2,0a -2,2+0,5¢ 28,1+2,6b 28,8+2,1b
2,5F 87,7t1,0a -1,9+0,1 bc 25,7+2,1b 259+23b
5,0F 86,9+0,7a -1,6+0,2b 26,6+0,8b 27,0£10b
7,5F 82,2+14b 0,2+0,1a 32,5+£22a 343+26a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.3.2.2. Susceptibilidad al agua de las peliculas compuestas proteina-fibra

En la Tabla 5.9 se presentan los resultados de las determinaciones relacionadas con la
sensibilidad al agua de las peliculas compuestas en base a proteina de soja y fibras celuldsicas
obtenidas por tape casting. No se observaron diferencias en el contenido de agua, ni en la
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas con el agregado de las fibras
celuldsicas. Miiller y col. (2009) describieron menores contenidos de agua para peliculas de
almidon con fibras celulésicas incorporadas y lo explicaron por una baja afinidad al agua de las
fibras respecto al almidon. En este trabajo las fibras no estarian modificando el caracter hidrofilico
propio de las matrices proteicas lo que podria dar indicios de una interaccion importante entre
proteinas y fibras evitando la aparicion de sitios con mayor retencion de agua. Esas interacciones
podrian favorecer el hecho que las fibras estuvieran embebidas en la matriz proteica y en
consecuencia no observarse diferencias en las hidrofobicidades superficiales de las peliculas. Los
valores encontrados de estas propiedades son caracteristicos para peliculas hidrofilicas obtenidas

a partir de proteinas de soja (Kumar y Zhang, 2009).
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Tabla 5.9. Susceptibilidad al agua de las peliculas proteicas de soja con agregado de 0, 2,5, 5,0,y 7,5 g de
fibras celuldsicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting.

Contenido de agua WVP x 107 Angulo de contacto
Muestra Solubilidad (%)
(%) (g/ mPas) ()
C60 12,15+0,12 a 31,23+1,28a 1,05+ 0,19 ab 56,07 +5,33b
2,5F 12,53+0,23 a 3394+2,13a 0,88+0,15b 49,33 £5,55ab
5,0F 12,23+0,07 a 3501+0,26a 1,04 £ 0,25 ab 56,76 +7,75a
7,5F 12,36+ 0,28 a 33,74t0,62a 1,58+0,19a 46,56 £ 3,14 ab

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.3.2.3. Propiedades mecanicas de las peliculas compuestas proteina-fibra

La Tabla 5.10 muestra las propiedades mecanicas medidas en ensayos de traccion y
puncion de las peliculas compuestas en base a proteina de soja y fibras celuldsicas obtenidas por

tape casting.

Tabla 5.10. Propiedades mecdnicas determinadas en ensayos en traccion y puncion de peliculas proteicas de
soja con agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras celul6sicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting:
tension a la ruptura (o,), modulo de Young (E), elongacion (g,), fuerza maxima a la puncién (F,) y
deformaciéon maxima en puncion (D).

Muestra o, (MPa) E (MPa) g, (%) Fn (N) D.(%)

C60 7,53+£0,56d 4,25+0,38 a 47,641+9,89a 12,57+194¢c 756+1,11a
2,5F 9,20x£0,77 ¢ 3,34+£0,23b 12,13+ 4,14 b 13,05+ 0,54 bc 599+251a
5,0F 12,39+ 0,65 b 4,32+0,25a 8,11+£0,75b 16,72 £ 0,83 ab 7,32+134a
7,5F 15,34+ 1,65a 4,04+0,41 a 8,99+0,75b 18,08+ 1,96 a 6,03+0,90a

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El agregado de fibras provocé un aumento en la resistencia a la traccion, y una
disminucion en la elongacion a la ruptura, sin modificar el mddulo elastico. En general la literatura

demuestra que con el agregado de fibras, las tensiones maximas a la ruptura aumentan, asi como
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también lo hace el mddulo de Young debido al alto mddulo especifico de las fibras (Ma y col,,
2005; de Oliveira Romera y col., 2012; Miiller y col., 2009; de Moraes y col., 2013; Scheibe y col.,
2014). La ausencia de las mejoras en el mddulo de Young podria atribuirse a la naturaleza y calidad
de la fibra utilizada. El agregado de fibras celuldsicas también provocé un aumento en la
resistencia a la puncion pero sin modificar la deformacién maxima. Con el agregado de un 7,5 g de
fibras/ 100 g de SPI la resistencia a la puncién aumento en un 43% respecto de las peliculas
proteicas de soja. Es evidente que las fibras ejercieron un efecto refuerzo importante que se
manifestd principalmente en el aumento de la resistencia a la ruptura y en la disminucion de la

elongacion sin modificar la solubilidad en agua de las peliculas.

5.4.3.2.4. Morfologia de las peliculas compuestas proteina-fibra

Las mejoras en las propiedades mecanicas descriptas anteriormente evidencian la buena
adhesion de las fibras a la matriz proteica que fue verificada por SEM. En la Figura 5.15 se
muestran las microestructuras de la superficie y del area transversal de las peliculas proteicas y
compuestas en base a proteinas de soja y fibras celuldsicas obtenidas por tape casting. De las
mismas es posible observar una distribucion homogénea y al azar de las fibras celuldsicas en la
matriz de proteina (sin una orientacion preferencial de las fibras, dadas por el procesamiento).
También se observa que las fibras estan impregnadas dentro de la matriz continua de proteinas
llegando a ejercer el efecto refuerzo descripto, y como va aumentando la concentracion de fibras
en las formulaciones. Similares distribuciones fueron observadas por Miiller y col. (2009) en

peliculas en base a almidén vy fibras celuldsicas procesadas por tape casting.
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Figura 5.15. Microfotografias SEM del drea transversal y de la superficie de peliculas proteicas de soja con
agregado de 0, 2,5, 5,0 y 7,5 g de fibras celul6sicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting.

Las interacciones proteina-fibra probablemente hayan exigido un reacomodamiento en la
conformacion de las proteinas que provocd diferencias en el entrecruzamiento de la matriz
continua (interacciones proteina-proteina), provocando en parte el aumento del espesor de las
peliculas, asi como disminuciones en la temperatura de transicion vitrea. En la Tabla 5.11 se
presentan los valores de Tg, observandose que disminuye con el agregado de fibras pero
independientemente de las cantidades agregadas. Pero cabe sefalar que si bien esta modificacion
provocé cambios en la movilidad de las cadenas peptidicas, no provocd aparentemente cambios

en su naturaleza hidrofilica y en la solubilidad de las mismas.
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Tabla 5.11. Temperaturas de transicion vitrea calculadas por DSC para las peliculas proteicas de soja con 0,
2,5,5,0,y7,5 g de fibras celulésicas cada 100 g de SPI.

Muestra Tg (°C)
Ce0 -16,5+0,7 a
2,5F -19,4+0,1b
5,0F -18,4+0,4b
7,5F -18,5+0,5b

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.3.2.5. Resistencia del termosellado de las peliculas compuestas proteina-fibra

Por ultimo se evalud la resistencia del sellado térmico de las peliculas. En la Tabla 5.12 se
presentan los valores que describen la resistencia del sellado térmico a la traccion. Al aumentar la
concentracion de fibra en la formulacion, disminuyé progresivamente la resistencia del sellado,
encontrandose durante el ensayo para todas las formulaciones falla de tipo adhesiva. Es evidente

que la presencia de las fibras interfiere en la adhesion de las peliculas al calentarse y presionarse.

Tabla 5.12. Resistencia del termosellado de las peliculas proteicas de soja con 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras
celulosicas cada 100 g de SPIL.

Muestra Resistencia del termosellado (N)
Ce0 1,228 +£0,162 a
2,5F 0,529+0,112b
5,0F 0,341 £ 0,130 bc
7,5F 0,225+ 0,097 c

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

En sintesis los resultados muestran que es posible obtener materiales compuestos de
matriz proteica de soja reforzados con fibras celulésicas tratadas facilmente a partir de papel, por
tape casting. El refuerzo se observé en el aumento de su resistencia a la traccién y puncién, en
detrimento de su elongacion, pero sin modificar la susceptibilidad a la humedad de las peliculas.
Las propiedades pueden atribuirse a la buena impregnacion de las fibras en la matriz proteica, lo

que ademds provoco un aumento en la opacidad de las peliculas. Los resultados obtenidos inducen
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a continuar con este trabajo, pero empleando fibras naturales de mejor médulo mecanico,

suponiendo esta una via de alcanzar aun mejores propiedades mecanicas.

5.4.4. Peliculas compuestas en base a proteinas de soja y ceras de abeja y carnauba obtenidas

por tape casting

En esta parte del trabajo se evalud la obtencion de peliculas compuestas preparadas por
tape casting a partir de dispersiones proteicas de soja y glicerol emulsionadas con cantidades
variables de cera de abeja y carnauba, 5,0; 7,5; y 10,0 g de cera/ 100 g de SPI (5,0AB; 7,5AB;
10,0AB al usar cera de abeja y 5,0Ca; 7,5Ca; y 10,0Ca al usar cera de carnauba). Teniendo en
cuenta que las proteinas pueden haberse afectado por el tratamiento térmico usado para
emulsificar las ceras, se agregd un control proteico tratado de igual manera que para formar las
emulsiones pero sin ceras (0C) al control no sometido al proceso de emulsificacion. Es importante
mencionar que fue necesario hacer rapidamente el paso entre la obtencion de la dispersion-
emulsion filmogénica y la aplicacion de la misma en la plataforma del equipo tape casting, ya que
durante este tiempo y debido al descenso de la temperatura de las emulsiones, las ceras
comenzaban a solidificar. Todas las peliculas se procesaron por tape casting secando a 60 °C por

conduccion.
5.4.4.1. Apariencia de las peliculas emulsionadas proteina-ceras

Fue posible obtener peliculas homogéneas para todas las formulaciones evaluadas.
Ninguna presentd aspecto oleoso al tacto lo que estaria indicando una correcta incorporacién de

las ceras en las matrices proteicas, debido a la capacidad emulsificante de las proteinas de soja

(Ventureira, 2010). En la Figura 5.16 se muestran las fotografias de las mismas.
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Figura 5.16. Apariencia de las peliculas proteicas de soja: control sin cera formulado sin calentamiento (A);
control sin cera formulado con calentamiento a 80 °C (B); peliculas emulsionadas con 5,0, 7,5y 10,0 g de
cera de abeja cada 100 g de SPI respectivamente (C, D, E); peliculas emulsionadas con 5,0, 7,5 y 10,0 g de

cera de carnauba cada 100 g de SPI respectivamente (F, G, H).

En la Figura 5.17 se presenta el espesor de las peliculas compuestas en base a proteina de
soja y ceras de abeja y carnauba, con sus dos controles (C60 y 0C) obtenidas por tape casting. Solo
se observd un aumento significativo en el espesor para las peliculas con mayores contenidos de
cera (10,0 g de cera de abejay 7,5 y 10,0 g de cera de carnauba cada 100 g de SPI), seguramente
debido al mayor contenido de sdlidos en la formulaciéon y a la menor compactacién en esos
sistemas. Los valores medios de espesor de las peliculas compuestas formuladas estuvieron entre

100y 144 pm.

152



SR A

-
o
i

Espesor (um)
8

8

0 T T T T T T T T 1
Ce0 0C 50AB 7,5AB 10,0AB 5,0Ca 7,5Ca 10,0Ca

Muestra

Figura 5.17. Espesor de las peliculas proteicas de soja sin cera () y con ceras de abeja, AB ( ), y carnauba,
Ca (=) emulsionadas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Como se observa en la Figura 5.16, las peliculas proteicas de soja emulsionadas con ceras
de abeja y carnauba presentaron apariencia amarillenta propia de este tipo de materiales en base
a proteina de soja y también a la presencia de las ceras que tenian esta tonalidad antes de ser

utilizadas, como se muestra en la Figura 5.18.

Figura 5.18. Apariencia de las ceras de abeja (A) y carnauba (B) sélidas empleadas en este trabajo.

Los parametros de color fueron medidos y los resultados se resumen en la Tabla 5.13. El
calentamiento y agitacion de las dispersiones sin ceras (0C), generd peliculas con una variacion de
color menos intensa (menor AE) que podria atribuirse a su menor tonalidad amarillenta (menor
b*) que la pelicula control (C60). Posiblemente el proceso de homogeneizacion realizado para
lograr la emulsificacion que implica un tratamiento térmico, podria mejorar la dispersion de los
aislados proteicos, favoreciendo procesos de agregacion-disociacion que conduzca a cierta
modificacion del entrecruzamiento. El agregado de ceras a la formulacion no varié en gran medida

la coloracion propia de las peliculas proteicas, exceptuando los valores encontrados para la
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pelicula que contenia 5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI. No se observaron diferencias en el valor
de L*, y solo pequefios aumentos en el valor de a* y algunas variaciones de b*, que se tradujeron
en aumentos en las variaciones del AE y una cierta tonalidad mas anaranjada. Monedero y col.
(2009) estudiaron el efecto del agregado de ceras de abeja y acido oleico a peliculas compuestas
en base a proteina de soja empleando glicerol como plastificante. En este trabajo los autores
informaron que el agregado de cera de abeja incrementd los valores de L* de las peliculas,
asignando dicho cambio a la suavizacién del color propio de la matriz de proteina, dado que los
autores sostuvieron que la cera no aportaba coloracion. Es de sefalar que esto depende de la
pureza de la cera utilizada, asi como también del proceso de obtencidn de las emulsiones y las

peliculas.

Tabla 5.13. Parametros de color L¥*, a*, b* y AE de las peliculas proteicas de soja control (C60 y OC) y con
agregado de 5,0, 7,5y 10,0 g ceras de abeja y carnauba cada 100 g de SPI emulsionadas obtenidas por tape
casting.

Parametros de color

Muestra
L* a* b* AE

C60 86,1+ 2,0 bed -2,2£0,5de 28,1+ 2,6 bc 28,8+ 3,1bc
""" oc  878+09ab  23+02e  285+12de  248+lad
Cosom Bet08e 05+02a  383+13a  4l1tl3a

7,5AB 86,6 + 1,5 bc -1,8£0,2 cd 26,3£2,6cd 26,9+3,0cd

10,0AB 89,6+1,0a -2,1+0,1 cde 215+1,7e 21,4+2,0e

5,0Ca 85,7+1,0cd -1,94+0,2 cd 27,8+t2,1c 28,6 + 2,3 bc

7,5Ca 84,5+0,4d -1,4£0,1b 30,8+£0,6b 31,8+0,7b

10,0Ca 86,0 + 1,0 bed -1,8+0,2 bc 28,4+1,8 bc 29,0+ 2,0 bc

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

En la Figura 5.19 se presenta la opacidad de las peliculas proteicas de soja emulsionadas
con ceras de abeja y carnauba. El tratamiento de la dispersién de proteina y glicerol a pH 10,5 a 80
°C y Ultraturrax (0C), resulté en una pelicula con una opacidad menor que la del control agitada

magnéticamente sin calentamiento y secadas a 60 °C (C60). Es evidente que la agitacién por

154



Ultraturrax facilitd la dispersién proteica y favorecié en la formaciéon de peliculas con menor
opacidad. Al agregar las ceras emulsionadas, los valores de opacidad de las peliculas obtenidas
aumentaron significativamente para todos los contenidos de cera de abeja y de carnauba.
Similares resultados obtuvieron Monedero y col. (2009) para peliculas proteicas de soja cuando
emplearon cera de abeja y acido oleico como fases hidrofébicas. La presencia de glébulos de cera
con un indice de refraccién distinto al de la fase continua estaria aumentando la dispersion de la

luz y disminuyendo asi la transmitancia de la pelicula (Yang y Paulson, 2000; Prodpan y col., 2007).

a

ab ab ab %

w
1

Opacidad (UA/mm)

0 T T T T T T T T 1
C60 0C 50AB 7,5AB 10,0AB 5,0Ca 7,5Ca 10,0Ca

Muestra

Figura 5.19. Opacidad de las peliculas proteicas sin cera (®) y con ceras de abeja, AB ( ), y carnauba, Ca ()
emulsionadas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La densidad de las peliculas proteicas y emulsionadas con ceras de abeja y carnauba se
presenta en la Figura 5.20. La pelicula proteica sometida al tratamiento a 80 °C presentd una
densidad menor al control C60, lo que nuevamente evidencia una reestructuracion de las
proteinas en la matriz diferente y menos compacta. En la mayoria de los casos la densidad de las
peliculas compuestas no presentd diferencias significativas respecto de las de las peliculas 0C, lo
qgue debe atribuirse a las composiciones y densidades relativas de las fases oleosas y proteicas en

cada formulacion.
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Figura 5.20. Densidad de las peliculas proteicas de soja sin cera (®) y con ceras de abeja, AB ( ), y carnauba,
Ca (=) emulsionadas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.4.2.Susceptibilidad al agua de las peliculas emulsionadas proteina-cera

La Tabla 5.14 presenta los valores de contenido de agua y solubilidad de las peliculas
proteicas de soja emulsionadas con ceras de abeja y carnauba. A pesar de las diferencias en la
composicion, todas las peliculas presentaron similares contenidos de agua. Esto sugiere en
presencia de la cera las proteinas se reacomodan exponiendo o interactuando con la cera a través
de sus residuos hidrofobicos. Este reacomodamiento, evidentemente lleva también a retener
mayor contenido de agua.

Las peliculas proteicas tratadas con el tratamiento requerido para emulsificar la cera (0C)
mostraron mayor solubilidad que el control sin tratamiento (C60). Es evidente que estas ultimas,
que presentaron mayor opacidad y densidad, presentan un mayor entrecruzamiento que provoca
una disminucion en su solubilidad. Por otra parte, las peliculas compuestas presentaron
solubilidades similares que las del control OC, evidenciando que la presencia de las ceras no
favorece la retencion de las proteinas en la matriz. Igualmente cabe sefalar que todas las peliculas
presentaron valores de solubilidad bastante inferiores a los publicados para muchas peliculas

proteicas, y que mantuvieron su integridad durante el ensayo.
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Tabla 5.14. Contenido de agua y solubilidad de peliculas proteicas control (C60 y OC) y con agregado de 5,0,
7,5y 10,0 g de ceras de abeja y carnauba cada 100 g de SPI emulsionadas obtenidas por tape casting.

Muestra Contenido de agua (%) Solubilidad (%)

Ce0

oc 12,59+ 0,49 a 37,78+ 1,43 ab

soms 12,06+018a 3593+057ab
7,5AB 11,97+0,49 a 39,44 +1,51 ab
10,0AB 12,3340,35a 34,69+0,78 b

‘soca 12,00+021a  4077+182a
7,5Ca 12,46+ 0,33 a 35,92 +2,16 ab
10,0Ca 11,76+ 0,16 a 36,474 0,80 ab

11,82+0,24 a

31,23+£1,28¢

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La Figura 5.21 muestra la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas estudiadas. Solo
la pelicula con 7,5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI presentd una permeabilidad significativamente
menor que las de las peliculas control, mas alld de que en otros niveles de ceras de abeja y

carnauba evaluados se muestran las tendencias pero no llegan a ser estadisticamente diferentes.
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Figura 5.21. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de peliculas proteicas de soja sin cera (®) y con ceras de

abeja, AB ( ), y carnauba, Ca (*) emulsionadas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de
significancia de a = 0,05.
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Otros autores han reportado mejoras en la WVP de peliculas proteicas de soja y de suero
con el agregado de mayores concentraciones de cera o con el agregado adicional de acido oleico
como Monedero y col. (2009) y Soazo y col. (2011). En general las mejoras en las propiedades de
barrera al vapor de agua con el agregado de lipidos son alcanzadas mas facilmente cuando estos
se incorporan como capas sobre las peliculas proteicas (Pérez-Gago y Rhim, 2014). En este sentido
se realizaron algunos ensayos preliminares intentando procesar peliculas proteicas bicapa soja-
ceras (de abeja y carnauba) por tape casting. Para esto, se intentd aplicar las ceras sobre peliculas
C60 previamente formadas y sin desmoldar del equipo de tape casting. Las ceras de abeja y
carnauba se fundieron en bafio de agua caliente a 80 °C, y se aplicaron sobre la pelicula proteica
de soja seca manteniendo la superficie del equipo a 80 °C durante la aplicacion. En la Figura 5.22
se visualiza la apariencia de una bicapa de cera de abeja sobre una pelicula proteica de soja en el
equipo de tape casting. Fue muy dificultoso trabajar con las ceras de abeja y carnauba en estas
condiciones dada su rdpida solidificacidn, lo que provocaba heterogeneidad en el material. Otra
dificultad fue la adherencia de la capa de cera sobre la pelicula proteica. Si bien estos resultados
no fueron satisfactorios, entendemos que vale la pena seguir buscando las condiciones de

procesamiento adecuadas para obtener peliculas bicapa por tape casting.
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Figura 5.22. Apariencia de pelicula bicapa en base a proteinas de soja y cera de abeja procesada por tape
casting.

En este sentido, alternativas como la aplicacion de las ceras a partir de dispersiones de las
mismas en solventes no polares permitiran una mejor manipulacion de las ceras, pero la
evaporacion de solventes organicos resulta problematico al pensar en un escalado del proceso.
Estas consideraciones se proponen como inquietud para poder seguir avanzando en el area de
materiales en base a proteina-lipidos, teniendo siempre en cuenta que las mejoras en la WVP
dependen radicalmente del tipo de lipido empleado (ceras, acidos grasos, aceites esenciales y sus

mezclas) y de las interacciones de estos con la matriz biopolimérica.

5.4.4.3.Propiedades mecanicas de las peliculas emulsionadas proteina-cera

Las propiedades mecanicas medidas en traccién de las peliculas proteicas de soja
emulsionadas con ceras de abeja y carnauba son presentadas en la Tabla 5.15. El proceso de
homogeneizacion y calentamiento a 80 °C no modifico significativamente la resistencia a la rotura
ni el modulo de Young de los materiales, pero si provocé una disminucion en su elongacion a pesar
que estas peliculas habian mostrado una menor densidad y mayor solubilidad al agua que sugerian
un menor entrecruzamiento. El efecto del agregado de ceras sobre las propiedades mecanicas no
dio ninguna tendencia definida. La muestra con 7,5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI que habia sido
efectiva para disminuir la permeabilidad al vapor de agua, no presentd diferencia en ninguna
propiedad mecanica evaluada respecto a la pelicula control (0C). Con el agregado de la cera de
carnauba se observaron similares resistencias mecanicas aunque acompanadas de menores
valores de moddulo y elongaciones variables. Estos resultados podrian estar evidenciando la

presencia de heterogeneidades, posiblemente en la interfase cera-proteina que estarian
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empobreciendo las propiedades mecanicas de los materiales. Por otra parte, la presencia de las
gotas de cera podria estar interfiriendo en la formacion de la matriz proteica en detrimento de su
comportamiento mecanico. El agregado de algun compuesto anfifilico en las formulaciones
filmogénicas en base a proteina, glicerol y ceras podria llegar a actuar como compatibilizante en la
interfase mejorando las propiedades mecanicas de las peliculas resultantes. En ese sentido
Monedero y col. (2009) ademas de adicionarle cera de abeja a las formulaciones proteicas de soja
adicionaron también acido oleico, y pudieron demostrar que mientras la cera de abeja promovid la

fragilidad de la pelicula, el acido oleico plastificaba las matrices aumentando su flexibilidad.

Tabla 5.15. Propiedades mecdnicas medidas en traccion de las peliculas proteicas de soja control (C60 y 0C)
y con agregado de 5,0, 7,5 y 10,0 g de ceras de abeja y carnauba cada 100 g de SPI emulsionadas obtenidas
por tape casting: tension a la ruptura (o,), modulo de Young (E), elongacion (g,).

Muestra o, (MPa) E (MPa) £ (%)
C60 7,5310,56 bc 4,25+0,38ab 47,64+9,8a
oC 8,67+t1,46ab 4,73+0,56 a 16,18+ 3,6 ¢
5,0AB 5,96+1,00c 2,83+0,38d 4795+99a
7,5AB 9,50+1,46a 4,58+0,37a 23,25+6,7 bc
10AB 7,78+1,13 b 3,68+0,28c¢c 29,04+7,9b
5,0Ca 8,46 + 1,66 ab 3,98 £ 0,66 bc 29,06+7,9b
7,5Ca 6,74+1,09c¢ 3,04+0,30d 44,15+59a
10Ca 9,06 +1,21ab 4,34+0,33 ab 7,11+1,33d

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.4.4.4. Morfologia de las peliculas emulsionadas proteina-cera

En la Figura 5.23 se presentan las microestructuras de las peliculas emulsionadas con 5,0;
7,5,y 10,0% de cera de abeja y carnauba. Puede observarse una distribucion homogénea de las
ceras en la matriz de proteina evidenciando que el tratamiento de emulsificacion empleado seria
efectivo en lograr dispersar la cera homogéneamente en la matriz proteica, y que la cera

permanece emulsificada luego de su procesamiento por tape casting. También se observa en
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todos los casos que los gldbulos de cera son pequenos, y si bien se organizan homogéneamente, la
fase continua (proteina), pareceria estar ocupando gran area relativa, lo que podria explicar que

no se haya modificado en gran medida las propiedades estudiadas.

5,0% CERA

7,5% CERA

10% CERA

CERAABEJA CARNAUBA

Figura 5.23. Microfotografias electrénicas de barrido (SEM) de peliculas proteicas de soja emulsionadas con
ceras, vista de drea transversal (A) y de superficie (B) a 300X.

En la Tabla 5.16 se muestran las temperaturas de transicion vitrea de los materiales
estudiados. Independientemente de la concentracion y el tipo de cera utilizado, todas las peliculas
sometidas al tratamiento de homogeneizacion y calentamiento, incluso las proteicas sin cera,
presentaron similares Tg, e inferiores a las de las peliculas control C60. La mayor Tg en las peliculas
C60 contribuye a pensar que las mismas presentaron un mayor entrecruzamiento, responsable de
la mayor opacidad, menor solubilidad, y mayor elongacion de las peliculas, a igual contenido de
plastificantes (agua y glicerol). Por otra parte, el hecho que el agregado de cera no modifique el
valor de Tg, implica que el arreglo de la matriz continua en las peliculas emulsionadas es similar a
la proteica y explica también el hecho que no se hayan observado diferencias muy marcadas en la
funcionalidad de las mismas (en el contenido de agua, solubilidad, WVP y propiedades mecanicas).
Estos resultados parecen indicar que no existe una gran interaccion en la interface, con lo que se
podria sugerir para futuros estudios el agregado de sustancias anfifilicas que favorezcan la

compatibilizacion del sistema proteina-cera.
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Tabla 5.16. Temperaturas de transicion vitrea calculadas por DSC para las peliculas proteicas de soja control
(C60 y 0C) y con agregado de 5,0, 7,5 y 10,0 g de ceras de abeja y carnauba cada 100 g de SPI emulsionadas
obtenidas por tape casting.

Muestra Tg (°C) medida por DSC
Ce0 -16,5+0,7 a
oC -18,6 +1,2 ab
5,0AB -18,8+0,7 ab
7,5AB -18,6 £ 0,5 ab
10,0AB -19,4+0,2b
5,0Ca -19,6+0,6 b
7,5Ca -19,2+0,1b
10,0Ca -18,5+ 0,3 ab

Letras distintas dentro de una columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

5.5. Conclusiones

Fue posible procesar peliculas proteicas de soja y compuestas en base a proteina-fibras
celuldsicas y proteina-lipidos por tape casting, lo que resulta muy interesante para el escalado de
estos materiales al menos a escala piloto. El equipo utilizado exigio trabajar con concentraciones
de proteinas superiores a las habitualmente usadas por casting. Al analizar las técnicas de secado
se observo que las peliculas secadas por conduccion presentaron una mejor funcionalidad que las
secada por radiacion, y que al aumentar la temperatura de secado (de 40 a 60°C), ademas de
disminuir los tiempos de procesamiento, se lograron mejorar las propiedades mecanicas y la
resistencia del termosellado de las peliculas sin afectar significativamente su apariencia y
susceptibilidad al agua.

Por otra parte, el agregado de fibras celuldsicas obtenidas de manera sencilla a partir de
papel Kraft, permitid6 mejorar la resistencia mecanica de las peliculas, sin modificar su
susceptibilidad al agua debido a la buena dispersion y adhesion de las fibras con la matriz proteica.

Por ultimo, fue posible obtener peliculas emulsionadas en base a proteinas de soja y ceras
de abeja y carnauba, y posiblemente también se pueda obtener peliculas bicapa a partir de los

mismos componentes, por tape casting. Las peliculas emulsionadas fueron homogéneas y lograron
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mantener los lipidos emulsionados y homogéneamente distribuidos en la matriz proteica,
evitando otorgarle a la pelicula una apariencia oleosa al tacto. Si bien las cantidades de cera
agregadas no permitieron observar grandes cambios en las propiedades, las peliculas que
contenian 7,5% de cera de abeja llegaron a disminuir significativamente la WVP de las peliculas

proteicas, sin modificar sus propiedades mecdnicas.
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6. Peliculas proteicas de soja liberadoras de principios activos durante el

almacenamiento envasado de alimentos vegetales

6.1. Introduccién

A menudo se ha sugerido en la literatura que las peliculas proteicas podrian ser de utilidad
para el envasado de vegetales enteros y minimamente procesados (Baldwin y Baker, 2002) y
contribuir a reducir las pérdidas poscosecha que resultan muy elevadas (se estima que ascienden a
25-50% del volumen total de la produccion) (Kader, 2003 y 2005; Salunkhe y Desai, 1984). A priori
esta estrategia resulta interesante por los beneficios medioambientales que podrian resultar de
reducir el uso de polimeros no biodegradables. De todos modos la difusion de estos materiales a
nivel comercial es ain muy limitada, lo cual probablemente responda a diversos factores. Uno de
ellos es la necesidad compatibilizar a los biopolimeros con las condiciones de almacenamiento y
distribucién de los productos a envasar que en el caso de los vegetales constituye un desafio (Park,
1999). Asi por ejemplo las condiciones dptimas de almacenamiento de vegetales frescos que por
lo comun se ubican entre 0y 10 °Cy 85-95% de HR (Kader, 2002) pueden favorecer la absorcién de
agua, reducir la resistencia mecanica e incrementar la permeabilidad a los gases de las peliculas
proteicas. Si bien la elevada capacidad de las matrices proteicas de absorber agua en ambientes
humedos es desventajosa para muchas aplicaciones como envase, en ciertos casos podria resultar
util para facilitar la difusion de principios activos (Del Toro-Sanchez y col., 2010; Montero-Prado y
col., 2011) incorporados a peliculas colocadas en productos envasados y de este modo poder
realizar tratamientos de poscosecha in situ.

Dos problematicas importantes responsables de un alto volumen de pérdidas en vegetales
frescos y trozados son: i) la sobre-maduracion inducida en frutos climatéricos por el etileno, y ii) el

pardeamiento enzimatico.

i) Sobre-maduracion inducida en frutos climatéricos por el etileno: el etileno es una hormona
vegetal involucrada en el control de la maduracion en frutos climatéricos (Kader, 2002). Si bien en
caso que se requiera acelerar la maduracion, se realizan aplicaciones de etileno en camaras, en
muchas ocasiones en poscosecha resulta de interés minimizar sus efectos para extender la vida de

los productos. Existen oxidantes de etileno disponibles comercialmente que contienen
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permanganato de potasio (KMnQ,), pero su eficacia en condiciones de alta humedad relativa es
limitada (Terry y col., 2007). Recientemente se ha desarrollado una tecnologia basada en el uso de
1-metilciclopropeno (1-MCP) (Reid y Staby, 2008), un cicloalqueno con férmula molecular C,Hs
gaseoso en condiciones normales de presion y temperatura. El 1-MCP es un inhibidor de la accion
del etileno que se une a los receptores de esta hormona (Blankenship y Dole, 2003). Las
formulaciones comerciales de 1-MCP constan de una matriz de a-ciclodextrina que retiene el 1-
MCP y se libera cuando esa formulacion comercial es hidratada (Watkins, 2006). Los tratamientos
con 1-MCP se realizan normalmente en camaras frigorificas cerradas, en las que se mantiene la
fruta de 12 a 24 h (Blankenship y Dole, 2003). Existen pocos estudios que hayan evaluado otros
métodos de aplicacion de 1-MCP. Manganaris y col. (2007) encontraron que si se sumergen
ciruelas con una formulacion liquida de 1-MCP antes del embalaje es posible retrasar la
maduracién de los frutos. Lee y col. (2006) evaluaron diferentes adsorbentes como sistemas de
liberacion de 1-MCP en bolsas de polietileno de baja densidad (LDPE), acetato de polivinilo (PVA) y

celulosa.

ii) Pardeamiento enzimatico: el pardeamiento enzimatico es un gran problema en la industria
fruti-horticola. Si bien puede ocurrir por accién tanto de polifenoloxidasas (PPO) como de
peroxidasas (POD) (en presencia de O, y H,0, como aceptores de electrones respectivamente), la
reaccion catalizada por la primera enzima es mucho mas frecuente. La PPO posee una estructura
tetramérica con cuatro atomos de cobre (Cu*’) por molécula, y posee sitios de unidn para
compuestos aromaticos y oxigeno (Cheftel, 1998). Las reacciones de pardeamiento por PPO se

resumen en la Figura 6.1.
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Figura 6.1. Reacciones de pardeamiento enzimdatico (Cheftel, 1998).
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La accion de la PPO comienza con la o-hidroxilacion de monofenoles (fenoles en los cuales
el anillo bencénico contiene un Unico sustituyente hidroxilo) para convertirlos en o-difenoles
(fenoles con dos sustituyentes hidroxilo). La misma enzima puede, posteriormente, catalizar la
oxidacién de los o-difenoles para formar o-quinonas. La rdpida polimerizacidn de las o-quinonas
produce melaninas, de color amarronado (Lopez Galves y col., 1996). Se ha demostrado que el
nivel de compuestos fendlicos correlaciona con el oscurecimiento en algunos productos (Prohens
y col., 2007). De todos modos el grado de pardeamiento estd determinado por otros factores
como el grado de compartimentalizacion celular, la presién parcial de oxigeno dentro de los
tejidos y la presencia de compuestos antioxidantes (ya sea naturales o adicionados) (Massolo y
col., 2011).

Las reacciones de pardeamiento enzimdatico pueden inhibirse o reducirse: i) minimizando
el contacto enzima-sustrato (reduciendo el dafio mecdnico), ii) optimizando la refrigeracién
(disminuye la accidn de la PPQ), iii) reduciendo el pH (disminuye asi la actividad de la PPQO), iv)
desnaturalizando a la enzima (por tratamientos térmicos), v) empleando secuestrantes (con
capacidad de formar complejos con el Cu*?® del sitio activo de la PPO, afectando su actividad), o vi)
empleando agentes reductores que inhiban la reaccidén de dxido-reduccion. Dentro de esta ultima
estrategia el uso de acido citrico, acido ascérbico y eritérbico es comun en la industria alimentaria
(Salunkhe y Desai, 1984). Algunos compuestos azufrados como el bisulfito de sodio (NaHSO3),
bisulfito de potasio (KHSO;), metabisulfito de sodio (Na,S,0s5), metabisulfito de potasio (K,S,0s) y
sulfito de sodio (Na,S0s), se han empleado como antioxidantes. Los mismos pueden actuar tanto
en solucién como en fase gaseosa si las condiciones son apropiadas para la generacion de SO,.
Estos compuestos actian en la reduccidon del pardeamiento enzimdtico tanto revirtiendo la
reaccion de formacidn de quinonas, como inactivando a la enzima (PPO) al actuar sobre el centro
activo de la misma (reduciendo el Cu™ a Cu'). Un aspecto ventajoso de los antioxidantes azufrados
es que poseen mayor poder residual que los acidos citrico y ascérbico. De todos modos su uso esta
siendo revisado en los ultimos afios debido a que se han reportado algunos sintomas de alergias
en un porcentaje pequefio de la poblacion (Grotheer y col., 2014). A pesar de esto los sulfitos se
encuentran aprobados por la legislacion en la Argentina (CAA, 1969) y por otros paises para varios
usos. Se emplean como aditivos conservantes y antioxidantes en la industria de alimentos en
concentraciones de 30-200 ppm aunque en algunos frutos secos se pueden alcanzar niveles mas
elevados. En la actualidad es empleado cominmente en la industria vitivinicola, de dulces, de

vegetales deshidratados, enlatados, y congelados. En vegetales minimamente procesados se
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permite su utilizacion en papa trozada. También se encuentra difundido su uso en la conservacion
de uva de mesa y arandano (Golan-Goldhirsh y Whitaker, 1984). Pretel y col. (2006) lograron
aumentar la capacidad de almacenamiento de uva de mesa refrigerada adicionando generadores

de SO,, sin afectar las caracteristicas organolépticas de los frutos.

Con estos antecedentes en el presente capitulo se decidid explorar la posibilidad de
emplear peliculas activas colocadas en envases de vegetales como liberadoras de principios
activos de interés que permitan realizar tratamientos poscosecha durante la distribucion. El
racional fue aprovechar la capacidad de absorcidon de agua de estos materiales en condiciones
normales de almacenamiento de frutos (90% HR) para facilitar la liberacién de los activos en fase

gaseosa. En tal sentido se evalud el uso de peliculas proteicas de soja como:

1) contenedores-liberadores (pads) de 1-metilciclopropeno (1-MCP) para extender la vida util
de frutos de tomate.

La eleccion del tomate como fruto a estudiar se debe a que son muy sensibles al etileno.
En este sentido, ciento cuarenta y cinco millones de toneladas de fruto de tomate se producen
anualmente en todo el mundo (FAOSTAT, 2014). Aunque el almacenamiento a baja temperatura
es la estrategia mas comun para controlar la maduracién, los frutos de tomate son susceptibles al
dafo por frio y no deberian almacenarse por debajo de 7-10 °C. En consecuencia, existe un gran
interés en encontrar estrategias complementarias tales como el control de etileno para modular la

maduracion de tomates.

2) matrices liberadoras (generators) de dioxido de azufre (SO,) para retrasar la aparicion del
pardeamiento enzimdtico de manzanas minimamente procesadas.

Se decidid evaluar la aplicacion con manzanas trozadas, ya que el tejido de estos frutos
expuesto al aire es rapidamente oxidado y pardeado, y al tratarse de un tejido claro, los cambios
de color luego del éxito o fracaso del tratamiento antioxidante asi como la aparicion de hongos

filamentosos durante el almacenamiento son mas faciles de visualizar.
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6.2. Objetivos

- Desarrollar peliculas de proteina de soja contenedoras-liberadores (pads) de 1-

metilciclopropeno (1-MCP) para extender la vida util de frutos de tomate.

- Evaluar la influencia del agregado de sulfitos sobre las propiedades fisicas y quimicas de
peliculas en base a proteinas de soja y analizar su potencialidad para ser empleadas como matrices
liberadoras (generators) de didxido de azufre (SO,) para retrasar el pardeamiento enzimatico en

frutas y hortalizas.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Generacion de contenedores-liberadores (pads) de 1-metilciclopropeno (1-MCP) para

extender la vida util de frutos de tomate

6.3.1.1. Materiales

Se utilizd como fuente de proteina un aislado proteico de soja comercial descripto en la
seccién 3.3.1. Como plastificante se utilizo glicerol (Anedra, p.a). El 1-metilciclopropeno (1-MCP)
utilizado fue de la marca Smart-Fresh® (AgroFresh, PA, Estados Unidos), conteniendo 0,14% de 1-
MCP en una matriz de ciclodextrina. Los frutos de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Elpida), en

estado verde maduro se obtuvieron del Mercado Regional de la Ciudad de La Plata.

6.3.1.2.Seleccion de la formulacidn para el liberador de 1-MCP

Se evalud la capacidad de utilizar a las peliculas proteicas de soja como pads o
contenedores de 1-MCP, para posteriormente liberarlo al hidratarse dentro de un sistema de
envase conteniendo frutos. Para ello, primero se selecciond una formulacion de SPI y glicerol
adecuada para este uso, en el que el material debe poseer la capacidad de hidratarse vy liberar al

principio activo en forma gaseosa.
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i) Obtencion y caracterizacion de las peliculas proteicas de soja por casting

En todos los casos las peliculas proteicas de soja se prepararon por casting a partir de
dispersiones acuosas de aislado proteico y glicerol a diferentes pH. Las dispersiones se formaron
mezclando 5 g de SPI y concentraciones variables de glicerol (20, 40 y 60 g/ 100 g de SPI) en un
volumen final de 100 mL de agua destilada con agitacion magnética durante 1 h a temperatura
ambiente. El pH fue ajustado a 2, 7 0 10 con HCl o NaOH 2 N y las dispersiones se agitaron 30 min
mas. Posteriormente se genero vacio para eliminar burbujas y 10 mL de dispersiones filmogénicas
se colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm®) y se secaron en estufa con conveccion
forzada (Yamato, DKN60O, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las peliculas resultantes se
acondicionaron a 20 °C y 58% HR (en desecador con una solucién saturada de NaBr) durante 48 h
previo a su caracterizacion.

Se estudié el efecto del pH y el contenido de glicerol en las propiedades de las peliculas
proteicas de soja con el fin de seleccionar la formulacion mas adecuada para generar un pad o
contenedor capaz de liberar un principio activo gaseoso retenido en una matriz de ciclodextrina

(Figura 6.2).

Figura 6.2. Esquema del pad o contenedor-liberador en base a proteina de soja con el principio activo
retenido en una matriz de ciclodextrina (A). Esquema de sistema de envase que demuestra el modo de uso
de los pads o contenedores-liberadores en base a proteina de soja para realizar el tratamiento de los frutos

de tomate ya envasados (B).

A fin de evaluar las peliculas proteicas de soja en las condiciones de uso, las mismas se
colocaron en bandejas de plastico (22,5 x 17,5 x 4,5 cm) conteniendo cuatro frutos de tomate en
estado verde maduro (con un peso de aproximadamente 600 g) y se cubrieron con PVC (20 um de

espesor). Las bandejas se almacenaron a 10 °C y 85-90% de humedad relativa durante 36 h. Se
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prepararon 5 bandejas para cada formulacidn evaluada. Se determinaron el espesor de la pelicula,

el contenido de agua, y las propiedades mecanicas como se describe en la seccién 3.3.4.

ii) Efecto de diferentes formulaciones de pads o contenedores-liberadores de 1-MCP sobre el
color y la firmeza de frutos.

Se cosecharon frutos de tomate (cv Elpida) en un estado verde maduro y se transportaron
inmediatamente al laboratorio. Se descartaron los frutos con manchas, heridas u otros defectos.
Se colocaron cuatro frutos (un peso aproximado de 150 g cada uno) en bandejas de plastico (22,5
x 17,5 x 4,5 cm). Para la preparacion del pad o contenedor-liberador de 1-MCP, las peliculas
proteicas de soja obtenidas con las diferentes formulaciones se acondicionaron durante 2 dias a
58% de humedad relativa y se cortaron en cuadrados (2 x 2 cm). Un miligramo de Smart-Fresh® se
peso sobre una pelicula y posteriormente fue cubierta con una segunda capa de pelicula de
proteina. Las dos capas de peliculas se termosellaron para generar contenedores de 4 cm?” que
contenian el 1-MCP (Figura 6.2 A). Para cada formulacion se prepararon seis bandejas con un pad
o contenedor-liberador y se recubrieron con PVC (Figura 6.2 B). Como control se prepararon
bandejas de frutos sin pad o contenedor-liberador en base a proteina de soja, pero empacados y
almacenados como se describio anteriormente.

Las bandejas se almacenaron a 10 °C (85-90% de HR) durante 36 h y posteriormente se
abrieron y se mantuvieron a 20 °C durante 5 dias. El color de la superficie y la firmeza de los frutos

se evaluaron como se describe a continuacion.

Color de los frutos almacenados: los valores de cromaticidad L*, a* y b*, se determinaron con un
colorimetro Minolta, modelo CR-400 (Minolta, Osaka, Japdn) y se calculé el angulo de tono Hue
(tg' b*/a*). El color se midid en la zona ecuatorial de los frutos. Se realizaron veinticuatro

mediciones para cada formulacion.

Firmeza de los frutos: la firmeza se determind en un texturémetro (Texture Analyzer) como el
que se describié en la seccidon 3.3.4, mediante la compresion de los frutos 5 mm en la zona
ecuatorial, a una velocidad de 0,5 mm/s con una sonda plana de 3 mm de diametro. Se calculd la
pendiente inicial de las curvas de compresion. Se realizaron cuarenta y ocho mediciones para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron en Newton por milimetro.
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6.3.1.3.Calidad de frutos envasados con el pad o contenedor-liberador de 1-MCP seleccionado

durante el almacenamiento poscosecha

Una vez que se determind la formulacion de la pelicula proteica de soja adecuada, se
evalud el efecto de los liberadores de 1-MCP seleccionados sobre el mantenimiento de la calidad
del fruto de tomate. Contenedores de proteina de soja (formuladas a pH 7, con 20 g de glicerol
cada 100 g de SPI) conteniendo 1 mg de 1-MCP se colocaron en bandejas con cuatro frutos y se
recubrieron con PVC como se indico previamente (Figura 6.2 B). Las bandejas se almacenaron a 10
°C (=90% HR) durante 1, 8 o 16 dias. Finalizado dicho periodo las mismas se abrieron y se
mantuvieron a 20 °C por 5 dias. Las bandejas control sin pads o contenedores-liberadores de 1-
MCP, se prepararon y se almacenaron en las mismas condiciones. Se utilizaron diez bandejas para
cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. El experimento completo se repitio dos veces. Las
mediciones de incidencia de podredumbres, pérdida de peso, textura y color se realizaron
inmediatamente después de la toma de muestras. Asimismo se congelaron muestras de los frutos
en N, liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion para realizar otras determinaciones de

calidad.

Incidencia de podredumbres: se determiné el porcentaje de frutos atacados con micelio visible. Se

evaluaron ochenta frutos para cada tratamiento.

Pérdida de peso: la pérdida de peso se determind pesando los frutos individuales al comienzo del

experimento y después del almacenamiento. La pérdida de peso (WL) se calculé como:

WL =100 x (W, - W;) / W, Ecuacién 6.1
Donde: W, y W son el peso inicial y final de la muestra respectivamente. Los resultados se
expresaron como porcentaje de pérdida de peso. Se realizaron 40 mediciones para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Color y firmeza: el color superficial y la firmeza de los frutos se determinaron como se describio

anteriormente.
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Contenido de licopeno: los frutos congelados se procesaron en un molino (A11 Modelo, IKA Works
Inc., Brasil) y 0,25 g del polvo resultante se colocé en tubos de ensayo conteniendo 5 mL de
hexano: acetona: etanol (2: 1: 1). La muestra se sometié a vortex y se mantuvo a 4 °C durante 30
min. Después de que se afiadid 1 mL de agua para favorecer la separacion de fases, se midio la
absorbancia de la fase superior en un espectrofotometro (Beckman, Modelo UV Mini-1240,
Estados Unidos) a 503 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se
calcularon mediante el uso de &= 172000/M cm (Taber y col., 2008) y se expresaron como

miligramos de licopeno por kilogramo de peso fresco.

Pectinas solubles en agua (WSP): muestra de frutos se procesaron con 20 mL de agua en un
Omnimixer. La suspension se agité en vértex, se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. Se
realizaron tres extracciones para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. La concentracion
de acidos urdnicos en el WSP se determind segun el método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen,
1973. Los resultados se expresaron como gramos de acido galacturdnico por kilogramo de fruta

fresca.

Azucares: el tejido congelado se procesé en un molino (Modelo A11, IKA Works Inc., Brasil),y 1 g
del polvo resultante se mezcléd con 5 mL de etanol. La mezcla se agitd con vdrtex, se centrifugd a
17.000 x g durante 10 min a 4 °C, y los sobrenadantes fueron llevados a 100 mL con agua. Los
azUcares se midieron con el reactivo de antrona (Yemm y Willis, 1954). Alicuotas de 50 pL de los
extractos etandlicos fueron llevados a 500 pL con agua. Se afiadié lentamente a los tubos de
ensayo 1 mL de antrona 0,2%, preparada en H,SO, 98% p/p en un bafio de agua-hielo. Las
muestras se calentaron a 100 °C durante 10 min, se enfrid en agua y se midid la absorbancia a 620
nm en un espectrofotdmetro. Se empled glucosa como estandar y los resultados fueron
expresados en g/kg. Se realizaron cuatro mediciones para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

Acidez: diez gramos de pulpa de fruto fueron procesadas en un molino y se dispersaron en 100 mL
de agua. Las muestras se titularon con NaOH 0,1 M hasta pH 8,2 (AOAC, 1980). Se realizaron
cuatro determinaciones para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados se

expresaron en mmol H */kg.
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Antioxidantes: los frutos congelados se molieron y aproximadamente 1 g del polvo resultante se
agitd en vortex durante 1 min en 5 mL de etanol frio y se centrifugd a 15.000 x g durante 10 min a
4 °C. El sobrenadante se utilizd para las determinaciones de antioxidantes subsiguientes. El ensayo
de DPPH" se realizo de acuerdo con el método de Brand-Williams y col. (1995) con modificaciones
menores. Diferentes alicuotas (0-50 uL) de extractos etandlicos se diluyeron hasta 80 uL con agua.
Después se completaron a 500 uL agregando una solucién de 60 mg/L del radical DPPH" en etanol.
Las muestras se incubaron a 20 °C durante 90 min en oscuridad. Se midio la absorbancia a 515 nm
y se calculé la cantidad de extracto requerido para consumir el 50% del DPPH" inicial (ECso). La
capacidad antioxidante se definid como 1/ECs, en 1/mg. Se realizaron tres mediciones para cada

tratamiento y tiempo de almacenamiento.

Tasa respiratoria: dos frutas que pesaban aproximadamente 300 g se incubaron en una jarra
hermética (3 L) durante 20 min a 20 °C. La produccién de CO, del fruto se midié con un sensor de
infrarrojo (Alnor Compu-flujo, modelo 8650, Estados Unidos). Las mediciones se realizaron por
triplicado para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresan en

mililitros de CO, liberados por kilogramo de fruto fresco en una hora.

6.3.2. Generacion de matrices liberadoras (generators) de didxido de azufre (SO,) para retrasar

la aparicion del pardeamiento enzimatico de manzanas minimamente procesadas

6.3.2.1. Materiales

Como fuente de proteina se utilizd el aislado proteico de soja comercial descripto en la
seccion 3.3.1. El glicerol empleado como plastificante y el sulfito de sodio (Na,S0;) fueron de la
marca Anedra, p.a. El resto de los reactivos utilizados para llevar a cabo las experiencias que se
describen a continuacién fueron todos de calidad p.a.

Las manzanas (Red delicious) se compraron en el Mercado Regional de Frutas y Hortalizas

de la Ciudad de La Plata.
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6.3.2.2. Obtencion y caracterizacion de peliculas

Las peliculas se obtuvieron por casting, a partir de dispersiones acuosas de SPI al 5% p/p,
con 1,25% de glicerol, a pH 7, a la que se le agregaron 0, 10, 25, 50 g de sulfito de sodio cada 100 g
de proteina. Las dispersiones asi formuladas se moldearon en placas, se secaron 3 h a 60 °C y se
almacenaron 48 h a 20 °Cy 58% de HR antes de ser caracterizadas o utilizadas.

Posteriormente, todas las peliculas se caracterizaron segun su espesor, color, opacidad,
contenido de agua, solubilidad y permeabilidad al vapor de agua, y propiedades mecanicas en

traccion, tal como se describio en la seccién 3.3.4.

6.3.2.3.Evaluacidn de las peliculas generators en sistemas de envase

Se utilizaron sistemas de envase empleando bandejas plasticas de 10 x 20 x 4 cm con tapas
perforadas. Sobre la parte interna de la tapa de estas bandejas, se colocaron 2 peliculas activas
(pegadas con cinta) conteniendo la mayor concentracion de sulfito (50 g de sulfito de sodio/ 100 g

de SPI) como se ilustra en la Figura 6.3, y sin sulfito como control.

Figura 6.3. Disposicion de las peliculas proteicas de soja con sulfito de sodio (Na,S0;) en el sistema de
envase empleado: parte interna de la tapa con las peliculas (A); parte contenedora de las manzanas (B).

Se evalué la aplicacion de estos sistemas de envase para prolongar la vida util de
manzanas trozadas. Para ello, las manzanas se lavaron con abundante agua primero, y después
con 150 ppm de hipoclorito de sodio, se secaron, pelaron, y se cortaron en trozos de
aproximadamente 2 x 2 cm. Aproximadamente 400 g de las manzanas cortadas se colocaron en las
bandejas antes descriptas. Una vez colocados los frutos en las bandejas y las peliculas en las tapas,

estas se colocaron en sus respectivas bandejas y se almacenaron durante 7 dias a 10 °C. Cumplido
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ese tiempo de almacenamiento se abrieron, y se determind la inhibicidon del pardeamiento
enzimatico y el efecto del tratamiento en el sistema de envase sobre los parametros
organolépticos de las manzanas, como el pH, azucares y acidez.

El color superficial se determiné como se describid en la seccién 6.2.1.2 (el pardeamiento
se siguio a partir de la evolucion de la luminosidad -L*-) y el pH, acidez y azucares como se indico
anteriormente. Se realizaron 24 mediciones de color de la superficie de los frutos, y se realizaron
cuatro mediciones de cada parametro de calidad para cada tratamiento evaluado.

Ademas se realizd una prueba del mismo sistema con papa, pero solo se realizé una

evaluacion visual en este caso.

6.3.3. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y expresados
como la media + desviacion estandar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un
nivel de significacion a = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (version 12, Systat Software, Inc.,

Chicago, Estados Unidos).

6.4. Resultados y discusion

6.4.1. Generacion de contenedores-liberadores (pads) de 1-metilciclopropeno (1-MCP) para

extender la vida util de frutos de tomate

6.4.1.1.Seleccion de la formulacion filmogénica

Para seleccionar la formulacion éptima para los pads contenedores-liberadores de 1-MCP
en base a proteina de soja, se evalué el efecto de pH y el contenido de glicerol de la pelicula en la
resistencia a la traccion y el contenido de agua antes y después del almacenamiento dentro de
envases conteniendo los frutos, dado que ambas variables modifican la absorcion de agua de las
matrices proteicas. El glicerol es un plastificante hidrofilico usado comunmente en peliculas en
base a biopolimeros, que ademas de provocar una disminucion de la interaccion entre las cadenas

peptidicas (superando la fragilidad propia de las peliculas formadas solo por proteina), aumenta el
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contenido de agua de la matriz incrementando su plastificacion (Vanin y col., 2005). Por su parte,
el pH afecta la carga y el grado de desnaturalizacion de las proteinas, lo que influye en la forma de
interaccionar de las cadenas peptidicas durante la formacién de las peliculas y finalmente en el
caracter hidrofilico-hidrofdbico de los materiales resultantes (Mauri y Afdn, 2006 y 2008).

En principio se formularon peliculas a partir de dispersiones filmogénicas preparadas
mezclando 5 g de SPI y concentraciones variables de glicerol (20, 40 y 60 g/ 100 g SPI) en un
volumen final de 100 mL y ajustando el pH a 2, 7 o 10. Todas las peliculas proteicas de soja

resultantes fueron continuas y homogéneas, tal como se muestra en la Figura 6.4.

B

Figura 6.4. Apariencia de una pelicula proteica de soja obtenida por casting.

En la Figura 6.5 se presentan los resultados de las medidas de mddulo de Young,
contenido de agua pos-almacenamiento e inicial de las peliculas proteicas de soja preparadas con
20, 40, y 60 g de glicerol/ 100 g de SPI y a pH ajustado a 2, 7 y 10. En la medida que se incrementd
la concentracion del plastificante, el modulo de Young medido en traccion se redujo (Figura 6.5 A).
Las peliculas con 40 o 60 g de glicerol/ 100 g de SPI no mostraron variaciones en las propiedades
mecanicas, independientemente del pH. En contraste, peliculas con 20 g de glicerol/ 100 g de SPI
mostraron diferente resistencia mecanica dependiendo de la concentracion de protones. El mayor
médulo de Young se encontro a pH 7. Esto difiere de los resultados reportados por Mauri y Afdn
(2006 y 2008), quienes encontraron mejores propiedades mecanicas a pHs extremos (2,0 y 10,5).
Sin embargo, es importante sefalar que utilizaron aislados proteicos de soja en el que las
proteinas nativas son predominantes (Denavi y col., 2009). Gennadios y col. (1993) encontraron
que las peliculas en base a aislado proteico comercial (SPI) a pHs 6-11 tenian propiedades

mecanicas superiores (mayor resistencia y elongacion a la rotura en traccidn) que las peliculas a
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pH 1-3, lo que puede atribuirse a una mayor prevalencia de enlaces disulfuro, que normalmente se

ven favorecidas en condiciones neutras y alcalinas (Darby y Creighton, 1995).
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Figura 6.5. Mddulo de Young (E) (A), contenido de agua de las peliculas luego de 36 h de almacenamiento a
10 °C en bandejas conteniendo frutos de tomate (600 g) y recubiertas con un film de PVC (B); contenido de
agua antes de su uso (C) de peliculas proteicas de soja preparadas con 20 (0); 40 ( ); 60 (e) g de glicerol
cada 100 g de SPI y valores de pH ajustados (2, 7 y 10). Letras distintas indican diferencias con un nivel de
significancia de o = 0,05.
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El glicerol puede afectar tanto a la retencidn como a la absorcidon de agua (Kowalczyk y
Baraniak, 2011; Lim y col., 1999). Una alta retencion de agua antes de su uso puede ser indeseable
para el liberador, ya que podria reducir la estabilidad de los principios activos. El aumento del
contenido de glicerol condujo a un mayor contenido de agua después del almacenamiento (Figura
6.5 B), aunque estas peliculas presentaron contenidos elevados de agua ya antes de su uso (Figura
6.5C).

Los tratamientos poscosecha con 1-MCP se realizan normalmente en camaras herméticas
antes del embalaje de la fruta, durante 12 a 24 h. En tomate, estos tratamientos han sido eficaces
para retrasar la maduracidon y reducir el deterioro (Moretti y col., 2002; Mostofi y col., 2003). En
este trabajo se quiso determinar si las diferentes peliculas mostraban variaciones en su capacidad
de liberar 1-MCP. En consecuencia, se prepararon bandejas con frutos de tomate cubiertos con
PVC (20 um de espesor) con o sin pads contenedores-liberadores (control) y se analizaron los
cambios en la firmeza y el color. El agua es necesaria para hidratar a la matriz de ciclodextrina y
favorecer de este modo la liberacidn del 1-MCP de la formulacién. Contenidos de agua iniciales
altos podrian causar pérdidas de principio activo antes de su uso. Sin embargo, la eficacia de los
contenedores-liberadores en base a proteinas de soja no se vio comprometida incluso en las
peliculas con mayor contenido de agua inicial (60 g de glicerol/ 100 g de SPI) (Figura 6.5). Si bien la
evaluacion de los liberadores a partir de su eficacia es indirecta y se necesitan mas estudios, los
resultados sugieren que no se produjeron pérdidas importantes de 1-MCP. A pesar de su menor
contenido de agua después de su uso (Figura 6.5 B), la eficacia de los contenedores-liberadores
con 20 g de glicerol/ 100 g de SPI fue comparable a la de las peliculas con mayor concentracion de
plastificante. Esto indica que la absorcién de agua en estas peliculas fue suficiente para liberar el
principio activo.

En la Figura 6.6 se presentan los resultados de las medidas de luminosidad, color y firmeza
de los frutos de tomate almacenados en bandejas pldsticas recubiertas con film de PVC sin
(control) y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP en base a proteina de soja preparados
con diferentes concentraciones de glicerol (20, 40, y 60 g/ 100 g de SPI) y a diferentes pH (2, 7 0
10), y almacenados a 10 °C por 7 dias.
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Figura 6.6. Luminosidad (L*) (A), color de superficie (Hue) (B) y firmeza (N/mm) (C) de frutos de tomate
almacenados en bandejas plasticas recubiertas con film de PVC sin (control) y con pads contenedores-
liberadores de 1-MCP en base a proteina de soja preparados con diferentes concentraciones de glicerol: 20
(0); 40 ( ); 60 (®) g cada 100 g de SPI y a diferentes pH (2, 7 0 10); almacenados a 10 °C por 7 dias. Letras
distintas indican diferencias con un nivel de significancia de o = 0,05.

El pH de las peliculas tuvo un efecto mayor sobre la eficacia de los pads contenedores-

liberadores que la concentracién de glicerol. La capacidad de las peliculas a pH 10 para mantener
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la luminosidad (Figura 6.6 A), el retardo en el desarrollo del color de superficie (Figura 6.6 B), y el
ablandamiento (Figura 6.6 C) fue menor que la de los pads contenedores-liberadores neutros o
acidos. Mauri y Afidn (2006) estudiaron la influencia del pH sobre las propiedades estructurales y
funcionales de peliculas proteicas de soja nativas. La relevancia de interacciones covalentes y no
covalentes que estabilizan la red de proteinas fue notablemente afectada por el pH. Las peliculas
acidas eran mas hidrofilicas que las preparadas a pH alcalino. Aunque serian necesarios mas
estudios para abordarlo plenamente, la eficacia mas baja de las peliculas alcalinas podria asociarse
con una permeabilidad excesiva de la pelicula que genera una muy rapida liberacion del activo, o
con la inestabilidad del 1-MCP en este medio. En base de las mejores propiedades mecanicas,
menor contenido de agua inicial y eficacia para retrasar la maduracion, se seleccionaron las
peliculas de proteina de soja con un 20% de glicerol como el mas adecuado para la liberacion de 1-
MCP. Por otra parte, puesto que las peliculas a pH neutro presentaron mejores propiedades
mecanicas y serian potencialmente mas compatibles con otros principios activos fueron las

seleccionadas para los ensayos subsiguientes.

6.4.1.2.Calidad de frutos de tomate envasados con los pads contenedores-liberadores de 1-MCP

durante el almacenamiento poscosecha

Se realizd un segundo conjunto de experimentos para evaluar los efectos de la liberacion
de los pads contenedores-liberadores de 1-MCP seleccionados (20 g de glicerol/ 100 g de SPI y pH
7) en la incidencia de podredumbres y el avance de la maduracion de los frutos de tomate bajo
diferentes regimenes de almacenamiento. Hotchkiss y col. (2007) incorporaron un complejo de 1-
MCP/a-ciclodextrina en varias peliculas de embalaje comunes mediante termocompresién. Pero
los tratamientos térmicos intensos pueden reducir la estabilidad de estos compuestos gaseosos
retenidos en matrices de ciclodextrina (Astray y col., 2009). En los liberadores generados en el
presente trabajo el 1-MCP se incorpora después de la produccion de la pelicula proteica evitando
la exposicion a altas temperaturas.

Los pads contenedores-liberadores de 1-MCP seleccionados se pusieron en bandejas
conteniendo a los tomates, se recubrieron con PVC, y se almacenaron durante tres periodos
diferentes de tiempo a 10 °C y posteriormente se transfirieron a 20 °C durante 5 dias. Se evaluaron
como control las bandejas correspondientes sin pads contenedores-liberadores. En la Figura 6.7 se

muestran los resultados de la incidencia de podredumbres de los frutos control y con pads
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contenedores-liberadores de 1-MCP almacenados a 10 °C por 1, 8 y 16 dias y posteriormente
transferidos a 20 °C por 5 dias. Se encontré un bajo porcentaje de podredumbres en los envases

con los pads contenedores-liberadores de 1-MCP.

>

100

1diaald"C

75

50

25

Incidencia de
podredumbres (%)

0 10 20 30
Tiempo de almacenamiento (dias)

B 100 - 8 dias a10°C

75

50

25

Incidencia de
podredumbres (%)

O T T 1
0 10 20 30

Tiempo de almacenamiento (dias)

C 100 16 dias a 10 °C

Incidencia de
podredumbres (%)

0 10 20 30
Tiempo de almacenamiento (dias)

Figura 6.7. Descarte de frutos de tomate almacenados en bandejas plésticas recubiertas con film de PVC
control (®) y con contenedores-liberadores de 1-MCP (pH 7 y 20 g de glicerol cada 100 g de SPI) (e)
almacenados a 10 °C por: 1(A); 8(B); y 16 (C) dias, y posteriormente transferidos a 20 °C.
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Después de 16 dias a 10 °C y 3 dias a 20 °C, 15% de los frutos control mostraron claros
sintomas de deterioro, en comparacion con el 3% de los frutos tratados con 1-MCP. Se sabe que la
susceptibilidad al ataque de hongos aumenta rapidamente a medida que se desarrollan frutos
(Cantu y col., 2008).

En la Figura 6.8 se muestran las fotografias de los frutos control y con pads contenedores-
liberadores de 1-MCP almacenados a 10 °C durante 8 dias y posteriormente transferidos a 20 °C
por 5 dias. La reduccion en la incidencia de pudriciones por el efecto de la liberacion de 1-MCP en

los frutos tratados puede entonces ser el resultado del retardo de la maduracion.

A av Ak o AFLVY

Figura 6.8. Apariencia de frutos control (A), o tratados en envase con 1-MCP (B) después de 8 dias de
almacenamiento a 10 °C.

En la Tabla 6.1 se muestran los resultados de las medidas de los parametros de calidad de
los frutos control y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP almacenados a 10 “Cpor 1,8y

16 dias y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias.
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Tabla 6.1. Pérdida de peso, acidez, azUcares, antioxidantes y tasa respiratoria de frutos de tomate
almacenados en bandejas pldsticas recubiertas con film de PVC sin (control) y con contenedores-liberadores
en base a SPI (pH 7 y 20 g de glicerol cada 100 g de SPI) almacenados a 10 °C por 1, 8 y 16 dias y
posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias.

Régimen de almacenamiento

1d 10 °C 8d10°C 16d 10 °C
Parametro Muestra
Dia 0 + + +
5d 20 °C 5d 20 °C 5d 20 °C
Control Oc 3,68b 4,00b 5,76 a
Pérdida de peso (%)
1-MCP Oc 3,67b 393b 4,38a
Control 93,98 a 77,85 b 78,77 b 72,79 b
Acidez (mmol/kg)
1-MCP 95,88 a 84,30 b 79,70 b 76,01 b
Control 24,77 a 26,09 a 25,97 a 23,90 a
Azucares (g/kg)
1-MCP 26,53 a 25,53 a 23,11 a 22,71 a
Control 0,08 b 0,08 b 0,08 b 0,09 a
Antioxidantes (mg/kg)
1-MCP 0,08 b 0,08 b 0,08 b 0,09 a
Control 23,62 a 13,07 b 12,65 b 1091b
Respiracion (mL/kg h)
1-MCP 22,89 a 12,65 b 10,78 b 10,52 b

Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

La pérdida de peso se incrementd durante el almacenamiento y después de 1 u 8 dias a 10
°Cy 5 dias a 20 °C fue de cerca del 4% tanto en el control como en los frutos tratados (Tabla 6.1).
Después de 16 dias a 10 °Cy 5 dias a 20 °C la pérdida de peso fue del 6% y tampoco se detectaron
diferencias entre el control y los frutos tratados con 1-MCP. Los tratamientos con 1-MCP no
causaron modificaciones en la tasa respiratoria de los frutos (Tabla 6.1), pero redujeron la tasa de
maduracién en todos los tiempos de almacenamiento.

En la Figura 6.9 se muestran los resultados de las medidas de luminosidad, angulo Hue y
contenido de licopeno de los frutos control y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP

almacenados a 10 °C por 1, 8 y 16 dias y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias.
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Figura 6.9. Luminosidad (A), color de superficie (Hue) (B), y contenido de licopeno (C) de frutos de tomate
almacenados en bandejas plasticas recubiertas con film de PVC control (e) y con pads contenedores-
liberadores de 1-MCP en base a SPI (pH 7 y 20 g de glicerol cada 100 g de SPI) () almacenados a 10 °C por 1,
8 y 16 dias y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias. Letras distintas indican diferencias con un nivel
de significancia de o = 0,05.

Después de 1 u 8 dias a 10 °Cy 5 dias a 20 °C la luminosidad de los frutos tratados con 1-

MCP fue mayor que la del control (Figura 6.9 A). El dngulo de tono Hue disminuyé durante el
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almacenamiento, pero fue similar en el control y en los frutos tratados con 1-MCP (Figura 6.9 B).
Sin embargo, el contenido de licopeno mds bajo observado en el fruto tratado confirmé que la
maduracién fue frenada por el uso de los contenedores-liberadores de 1-MCP (Figura 6.9 C). Cabe
destacar que después de 16 dias a 10 °Cy 5 dias a 20 °C, las diferencias en el desarrollo del color
entre el control y frutos tratados fueron minimas. Esto es tecnolégicamente importante, ya que se
necesita plena maduracion para alcanzar la madurez organoléptica. Los tratamientos con 1-MCP
no provocaron modificaciones indeseables en el contenido de azucares o en la acidez. Finalmente,

el contenido de antioxidantes hidrofilicos fue similar entre frutos control y tratados (Tabla 6.1).

En la Figura 6.10 se muestran los resultados de las medidas de firmeza de los frutos
control y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP almacenados a 10 °C por 1, 8 y 16 dias y
posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias. La distancia en las pruebas de compresion de fallo
sobre el tejido no se vio afectada (Figura 6.10 A), pero los tomates tratados con 1-MCP mostraron
una mayor resistencia a la penetracion que el control (Figura 6.10 B). La reduccion de la pérdida
de textura de los tomates control también se asocié con una menor solubilizacién de pectinas

(Figura 6.10 C).
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Figura 6.10. Distancia a la ruptura (A), firmeza (resistencia a la penetracion) (B), y pectinas solubles en agua
(C) de frutos de tomate almacenados en bandejas plasticas recubiertas con film de PVC control (e)y con
pads contenedores/liberadores de 1-MCP en base a SPI (pH 7 y 20 g de glicerol cada 100 g de SPI) (e)
almacenados a 10 °C por 1, 8 y 16 dias y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 dias. Letras distintas
indican diferencias con un nivel de significancia de o = 0,05.
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Se generaron pads contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno (un inhibidor de la
accion del etileno) con peliculas proteicas de soja que incorporados en sistemas de envase con
frutos de tomates, lograron retrasar la maduracion y reducir el ablandamiento, la solubilizacién de
pectinas y el ataque de hongos sin causar cambios negativos en otros atributos de calidad (azucar,

acidez y antioxidantes) de los frutos.

6.4.2. Generacion de matrices liberadoras (generators) de didxido de azufre (SO,) para retrasar

la aparicion del pardeamiento enzimatico de manzanas minimamente procesadas
6.4.2.1. Caracterizacion de las peliculas proteicas de soja generators

Las peliculas de esta seccion se formularon a pH 7 dado que a este pH el sulfito de sodio
(Na,SO;) libera mas lentamente el acido sulfuroso (H,50s) que si el pH fuera mas acido y no tan
lentamente como lo hace a pH extremadamente basico. La obtencion de didxido de azufre a partir

de sulfito de sodio se esquematiza de la siguiente manera:

Kh, > Kh; N
Na,SO;+H,0 &———= NaHSO;+H" ——= H,S0; — S0, (g) + H,0

Acido sulfuroso Didxido de azufre
(inestable) gaseoso

Sulfito de sodio Bisulfito de sodio

Disociacion del dcido sulfuroso:
H,50; ——PH +HS0; (k;=1,2107)
HSO; g——® H'+S0; (k;=6,2107)

Luego de su disociacidon completa el sulfito de sodio sufre una primer hidrdlisis segtn
khi=k./k,, formando bisulfito de sodio. Este compuesto es susceptible de una segunda reaccion de
hidrélisis a acido sulfuroso segun kh,=k,./k;. El acido sulfuroso es muy inestable formando didxido
de azufre que se desprende en forma gaseosa. Segun el principio de Le Chatelier, si existe un
cambio de concentracion que altera el estado de equilibrio de un sistema éste se ajustara para

cancelar parcialmente dicha perturbacion y el sistema alcanzara una nueva posicion de equilibrio,
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por lo que la reaccién de disociacion del acido sulfuroso se va a desplazar hacia la formacién de
gas (SO,). Si el pH hubiese sido acido, esta reaccidon hubiese sido instantanea, y a pH bdsico mas
lenta. Probablemente parte del sulfito de sodio incorporado en las formulaciones se halla
desprendido como gas (SO,) durante el procesamiento de las peliculas, pero podrian quedar
cantidades residuales del mismo y su liberacién se evalué como se describira mas adelante.

Debido a que el SO, ejerce un efecto antioxidante y antimicrobiano, se decidié evaluar la
aplicaciéon con manzanas trozadas, ya que el tejido de estos frutos expuesto al aire es radpidamente
oxidado y pardeado, y al tratarse de un tejido claro, los cambios de color luego del éxito o fracaso
del tratamiento antioxidante son mas faciles de visualizar. Por otro lado también las caracteristicas
claras del tejido permiten visualizar durante el almacenamiento la aparicion de hongos
filamentosos. La matriz proteica formada requiere hidratarse para que sea liberado el didxido de
azufre -SO,-(g), el cual es liberado dentro del sistema de envase y actua sobre las manzanas
trozadas en este caso.

Se obtuvieron peliculas a partir de las dispersiones de SPI y glicerol a pH 7, y adicionadas
con 0, 10, 25, 50 g de sulfito de sodio/ 100 g de la proteina. Las peliculas fueron continuas y
homogéneas para todas las concentraciones de sulfito de sodio evaluadas, con algunas diferencias
respecto a la apariencia, susceptibilidad al agua y las propiedades mecanicas que se describen a
continuacion.

En la Tabla 6.2 se muestran los valores de espesor de las peliculas proteicas y adicionadas
con sulfito de sodio. El contenido creciente de sulfito de sodio no afecté marcadamente el espesor

de las peliculas, evidencidndose sdlo un aumento para la maxima concentracion sulfito evaluada.

Tabla 6.2. Espesor de peliculas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na,SOs3)
cada 100 g de SPI.

Na,SO; (g/100 g de SPI) Espesor (um)
0 61,9+ 3,2 bc
10 60,6 +4,5¢
25 64,8+39b
50 69,5+49a

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias con un nivel de significancia de o = 0,05.
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La Figura 6.11 muestra a las peliculas obtenidas observandose que el agregado creciente

de sulfito de sodio otorgd a las peliculas proteicas un aspecto mas blanquecino.

Figura 6.11. Apariencia de peliculas proteicas de soja activadas con: 0 (A); 10 (B); 25 (C); y 50 (D) g de sulfito
de sodio (Na,S0s) cada 100 g de SPI.

En la Tabla 6.3 se presentan los parametros de color CIE L*, a*, b* y la variacién de color
(AE) para las peliculas proteicas control y adicionadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio/ 100
g de SPI.

Tabla 6.3. Pardmetros de color CIE L¥*a*b* de peliculas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de
sulfito de sodio (Na,SOs) cada 100 g de SPI.

Na,SO; (g/100 g de SPI) L* a* b* AE

0 92,48+ 0,63 ¢ 11,26 +0,14 ¢ 10,69 + 1,09 a 10,30+1,20 a
10 93,38+0,95b -0,77+0,06 a 6,93 + 0,88 bc 6,60 + 1,25 b
25 94,29+ 0,43 a 0,79+0,04a 6,42 +0,51 c 5,67 +0,63 b
50 94,76 + 0,17 a -0,92+0,02b 7,59+0,18 b 6,50 +0,23 b

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El color mas claro percibido visualmente con el agregado de sulfito de sodio fue
evidenciado en un aumento de la luminosidad de las peliculas (L*). Por otro lado, el parametro a*
aumento y el AE y b* disminuyeron con la adicion de sulfito debido a una reduccion del tono
amarillo de las peliculas. Esto podria deberse a la prevencién de la oxidacion de compuestos
polifendlicos (isoflavonas, acido clorogénico, ferulico y cafeico) presentes en el SPI durante el
proceso de formacion de las peliculas adicionadas con sulfito.

La opacidad de las peliculas proteicas y adicionadas con sulfito se muestra en la Figura

6.12.
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Figura 6.12. Opacidad de peliculas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio
(Na,S0;) cada 100 g de SPI. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

El agregado de sulfito de sodio en los niveles mas elevados provocd un aumento de la
opacidad de las peliculas, que podria deberse a una pérdida de solubilidad durante el secado dada

la elevada proporcion de la sal en la formulacién.

En la Tabla 6.4 se presentan los valores de contenido de agua, solubilidad y permeabilidad

al vapor de agua de las peliculas proteicas y adicionadas con sulfito de sodio.

Tabla 6.4. Susceptibilidad al agua representada por el contenido de agua, la solubilidad y la permeabilidad al
vapor de agua (WVP) de peliculas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na,SO3)
cada 100 g de SPI.

Na,S0;(g/100 g de SPI)  Contenido de agua (%) Solubilidad (%) WVP x 10! (g H,0/m Pa s)
0 17,94+0,14 a 41,48+2,46 ¢ 9,06 £0,29 ¢
10 17,62 £0,15 ab 68,09+5,70 b 8,63+0,49¢
25 18,40+0,91a 72,46 +3,46 b 12,02+1,00b
50 16,66 £ 0,27 b 88,13+2,94a 15,09+0,60 a

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias con un nivel de significancia de o = 0,05.
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El contenido de agua de las peliculas proteicas de soja no fue afectado por el agregado de
concentraciones crecientes de sulfito de sodio. Sin embargo, al incrementar el contenido de sulfito
en la formulacion la solubilidad y permeabilidad al vapor de agua aumentaron progresivamente.
Probablemente haya ocurrido una disminucion en el entrecruzamiento de las proteinas de soja en
las matrices en que fue incorporado el sulfito, principalmente evitando la formacién de enlaces vy
esto estaria aumentando el grado de solubilidad y WVP. Ese aumento se demuestra también en la
Figura 6.13, donde se evidencia la incapacidad de las peliculas proteicas de soja activadas con 50 g
de sulfito/ 100 g de SPI de mantener su integridad después de estar en contacto con agua durante

24 h.

Figura 6.13. Aspecto de discos de peliculas proteicas de soja control (A), o adicionadas con 50 g de sulfito de
sodio (Na,S0s) cada 100 g de SPI (B) luego de 24 h de agitacion en agua.

Zhang y Sun (2008) mencionaron la reduccion de interacciones puentes disulfuro en
fracciones de glicinina (fraccion mayoritaria en la proteina de soja) tratadas con bisulfito de sodio
(NaHSO3;) en concentraciones crecientes, hasta el orden de los 36 g/L, en donde aun pudieron
observar puentes disulfuro entre subunidades acidas y basicas de glicinina por analisis de SDS
PAGE. A modo de comparacion, en este trabajo, la concentracién maxima de sulfito de sodio

(Na,SO;) empleada fue de 25 g/L, y seria aun menos la cantidad que se hidrolice a bisulfito.

La Figura 6.14 presenta las propiedades mecanicas medidas en traccién de las peliculas

proteicas y adicionadas con sulfito de sodio.
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Figura 6.14. Propiedades mecdanicas medidas en ensayos de traccion de peliculas proteicas de soja activadas
con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na,SOs) cada 100 g de SPI: tensidn a la ruptura (o,) (A); médulo de
Young (E) (B); elongacion a la ruptura (g,) (C). Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia
de o =0,05.

La tensién a la ruptura disminuyd progresivamente con el agregado de sulfito de sodio a
las formulaciones, aunque solo fue estadisticamente diferente para las maximas concentraciones

de sulfito evaluadas (Figura 6.14 A). Sin embargo, no hubo efecto en el médulo de Young (Figura
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6.14 B) pero si una disminucion gradual en la elongacion a la ruptura con las cantidades de activo
empleadas (Figura 6.14 C). Min y col. (2008) tampoco observaron efecto del agregado de sulfito en
materiales de gluten de trigo termomoldeados en el mddulo de Young. En general la resistencia y
elongacion de peliculas proteicas de soja esta asociada a la formacion de puentes disulfuro
durante el procesamiento, que en este caso estaria impedida por la presencia de sulfito y aun
disminuida por reduccién de disulfuros. En funcidn de los valores de solubilidad y permeabilidad al
vapor de agua se escogio la formulacion que mas susceptible fue en estas propiedades, de manera
de que en la aplicacion estas peliculas sean capaces de hidratarse en mayor medida y asi poder
liberar el principio activo. Se determind evaluar a las formulaciones con 50 g de sulfito de sodio/

100 g de SPI aplicadas en sistemas de envase para liberar dioxido de azufre (SO,).

6.4.2.2.Efecto de la aplicacion de las peliculas como generators liberadores de SO, en sistemas

de envase

Los sistemas de envase conteniendo a las peliculas control y adicionadas con 50 g de
sulfito de sodio/ 100 g de SPI y a las manzanas trozadas fueron evaluados después de 7 dias de
almacenamiento a 10 °C. Para ello las bandejas fueron abiertas y se determind el color, pH,
azUcares, y acidez de las manzanas minimamente procesadas. En la Figura 6.15 se muestra la

apariencia de los frutos después del mencionado almacenamiento.

Figura 6.15. Apariencia de manzanas trozadas: control (A), o tratadas con el sistema de envase conteniendo
a las peliculas con sulfito de sodio (Na,S0s) (B) luego de permanecer almacenadas a 10 °C durante 7 dias.

En la Tabla 6.5 se muestran los parametros de color L*, a*, b* y el angulo de tono
Hue de las manzanas minimanete procesadas control y tratadas a partir del sistema de envase

conteniendo peliculas con 0 y 50 g de sulfito de sodio/ 100 g de SPI respectivamnete.
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Tabla 6.5. Parametros de color L*, a*, b* y Hue de las manzanas minimamente procesadas luego de 7 dias
de almacenamiento a 10 °C.

Na,SO; (g/100 g de SPI) L* a* b* Hue
0 73,6+19b 1,8+0,6a 395+1,5a 874+24a
50 84,9+24a -45+0,8b 28,6+x4,1b 80,7+2,0b

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias con un nivel de significancia de o = 0,05.

Se puede observar que el agregado de sulfito de sodio a las peliculas usadas en el sistema
de envase como generators generd un aumento significativo de la luminosidad de los frutos
evidenciado segln el parametro L*, junto con una disminucién del parametro a* y b* lo que
evidencia una notable reduccién en el pardeamiento de las manzanas. El angulo de tono Hue
también puso de manifiesto la menor coloracién en las manzanas tratadas respecto al control

dado el avance del pardeamiento del tejido en estas ultimas.

En la Tabla 6.6 se muestran los valores de pH, acidez titulable y azlicares para las
manzanas minimamente procesadas y almacenadas 7 dias a 10 °C en sistemas de envase
conteniendo peliculas proteicas control y adicionadas con 50 g de sulfito de sodio/ 100 g de SPI.
Ningun parametro de calidad de los frutos fue afectado por el tratamiento envasado a partir del
empleo de los generators liberadores de didxido de azufre. Este efecto implica que si bien el
tratamiento con las peliculas adicionadas con sulfito de sodio permite retrasar el pardeamiento de

las manzanas minimamente procesadas, la calidad del producto se mantiene intacta.

Tabla 6.6. pH, acidez y contenido de azucares de las manzanas almacenadas en sistema de envase con
peliculas proteicas de soja activas con y sin 50 g de sulfito de sodio (Na,SO;) cada 100 g de SPI.

Na,SO; (g/100 g de SPI) pH Acidez (meq H'/kg) Aztcares (g/kg)
0 4,0+0,12a 341+23a 129,6 £20,5a
50 4,1+0,09a 35,8+0,5a 111,1+11,7a

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias con un nivel de significancia de a = 0,05.

Se generaron matrices liberadoras (generators) de dioxido de azufre (SO,) para retrasar la
aparicion del pardeamiento enzimdtico de manzanas minimamente procesadas con peliculas

proteicas de soja que incorporadas en sistemas de envase con manzanas minimamente
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procesadas, lograron retrasar la aparicion del pardeamiento enzimdtico sin afectar ningun

parametro de calidad de los frutos.

6.5. Conclusiones

La absorcion de agua de las peliculas en base a proteina podria ser indeseable para ciertas
aplicaciones. Sin embargo, podria ser aprovechada en forma ventajosa para facilitar la liberacion
de principios activos en tratamientos de alimentos en el envase. En este capitulo:

i) se selecciond una formulacion en base a aislado proteico de soja y glicerol para preparar
peliculas biodegradables y generar liberadores de 1-metilciclopropeno, un inhibidor de la accion
del etileno. Los pads contenedores-liberadores en base a proteina de soja fueron evaluados en
funcion de su eficacia para retrasar la maduracion y prevenir el deterioro poscosecha de tomate.
Cuando se incorporaron en sistemas de envase con frutos, se logrd retrasar la maduracion y se
redujo el ablandamiento, la solubilizacion de pectinas y el ataque de hongos sin causar cambios
negativos en otros atributos de calidad (azucar, acidez y antioxidantes). Resultan necesarios
futuros estudios para continuar la evaluacion de estos materiales en envases comerciales, bajo
almacenamiento refrigerado continuo y para determinar la eficiencia de liberacion del principio
activo.

ii) se estudio el agregado de concentraciones crecientes de sulfito de sodio a peliculas
proteicas de soja. Esto provoco cambios en la matriz proteica que se manifestaron en un cambio
de su apariencia, solubilidad, WVP y propiedades mecanicas debido a la reduccién de puentes
disulfuro en la matriz formada generada por el sulfito. Estas peliculas activas, colocadas como
matrices liberadoras (generators) de SO, en envases cerrados redujeron significativamente el
pardeamiento de manzana minimamente procesada sin afectar las caracteristicas organolépticas
durante su almacenamiento. La pelicula activa podria funcionar para aumentar la superficie de
liberacion del SO, y permitir reducir las cantidades de sulfito. Futuros estudios resultan de interés
para cuantificar la cinética de liberacion de SO, en sistemas de envase similares a diferentes
condiciones de almacenamiento y la residualidad en el producto tratado.

Los resultados sugieren que los sistemas desarrollados, pads contenedores-liberadores o

matrices liberadoras de principios activos en base a proteina de soja podrian ser utiles para llevar
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a cabo el tratamiento de poscosecha de vegetales enteros o minimamente procesados durante el

transporte o la distribucion.
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7. Conclusiones generales

1. Los estudios realizados en el presente trabajo de tesis permitieron mejorar la funcionalidad de
las peliculas proteicas de soja a través de distintas estrategias:

- El agregado de montmorillonita (MMT), de fibras celuldsicas obtenidas de papel y de
nanofibras de celulosa a la formulacion permitio mejorar la resistencia mecanica de las peliculas
proteicas en detrimento de su elongacion, sin modificar en la mayoria de los casos la sensibilidad
al agua. Asimismo la adicion de MMT retardd la desintegracion de las peliculas hanocompuestas
en suelo hasta dos semanas. Esto podria resultar de interés en ciertas aplicaciones en las que se
requiera una mayor duracion o el uso en condiciones mas drasticas. Por su parte el agregado de
celulosa microfibrilada a la formulacion también permitié mejorar las propiedades de barrera al
vapor de agua y al oxigeno, lo que podria resultar de interés en ciertas aplicaciones en packaging.
- El agregado de colorantes a las peliculas proteicas y nanocompuestas permitio obtener
una variedad de materiales con distintas propiedades épticas que inducen a pensar aplicaciones
en envasado de productos sensibles a la luz. Su agregado no modificé en gran medida las
propiedades fisicas de las peliculas proteicas mas alla del color, pero si afecto el grado de
intercalacion y exfoliacion de la MMT en los sistemas nanocompuestos desarrollados. El agregado
de aceite esencial de clavo a las peliculas proteicas y nanocompuestas reforzadas con nanofibras
de celulosa permitid obtener materiales con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
Asimismo el agregado de clavo provocd cierta plastificacion de las matrices (observada
principalmente en las propiedades mecanicas, solubilidad y contenido de agua) y una modificacion
diferencial en las propiedades barrera, dado que aumenté la permeabilidad al oxigeno y disminuyd
la WVP. La presencia de nanofibras en la matriz proteica, facilito la liberacién de los compuestos
activos presentes en el aceite esencial. Esta mayor actividad pudo correlacionarse con una mejor
distribucion del aceite esencial en presencia de las fibras y con menores tamanos de gota, que

podrian atribuirse al efecto emulsificante propio de estos nanorefuerzos.

2. Fue posible procesar peliculas proteicas de soja y compuestas en base a proteina-fibras
celuldsicas y proteina-lipidos (emulsionadas) por tape casting, lo que resulta muy interesante para
el escalado en la produccion de estos materiales. El equipo utilizado exigio trabajar con

concentraciones de proteinas superiores a las habitualmente usadas por casting. Al analizar las
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técnicas de secado se observo que las peliculas secadas por conduccidn presentaron una mejor
funcionalidad que las secadas por radiacion, y que al aumentar la temperatura de secado (de 40 a
60 °C), ademas de disminuir los tiempos de procesamiento, se logré mejorar las propiedades
mecanicas y la resistencia del termosellado de las peliculas, sin afectar su apariencia y
susceptibilidad al agua. Por otra parte por la técnica de tape casting también se produjeron
peliculas emulsionadas de proteinas de soja con 7,5% de cera de abeja con menores WVP y
similares propiedades mecanicas, y peliculas reforzadas con fibras celuldsicas con mejor

resistencia a la rotura pero similar susceptibilidad al vapor de agua.

3. Finalmente fue posible avanzar en algunas aplicaciones de los materiales proteicos, pensando
en usos adecuados a sus caracteristicas. La alta absorcion de agua de las peliculas, que puede
considerarse como una desventaja para numerosas aplicaciones, se aprovechd para facilitar la
liberacion de principios activos en tratamientos de alimentos en el envase durante su transporte o
distribucion. Asi se obtuvieron:

- pads contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno (un inhibidor de la accion del
etileno), que colocados dentro de un envase cerrado lograron retrasar la maduracion y prevenir el
deterioro poscosecha de tomate (reduciendo el ablandamiento, la solubilizacion de pectinas v el
ataque de hongos) sin causar cambios negativos en otros atributos de calidad (azucar, acidez y
antioxidantes).

- matrices liberadoras (generators) de SO, a través de la activacion de las peliculas
proteicas con sulfito de sodio, que colocadas en envases cerrados lograron disminuir el
pardeamiento de manzana minimamente procesada sin afectar otras caracteristicas

organolépticas durante el almacenamiento.

198



8. Referencias bibliograficas

- Abdul Khalil H.P.S., Bhat A.H., Ireana Yusra A.F. (2012). Green composites from sustainable cellulose
nanofibrils: a review. Carbohydr. Polym. 87: 963—979.

- Abdul Khalil H.P.S., Davoudpour Y., Nazrul Islam Md., Mustapha A., Sudesh K., Dungani R., Jawaid M.
(2014). Production and modification of nanofibrillated cellulose using various mechanical processes: a
review. Carbohydrate Polymers 99: 649— 665.

- Agoda-Tandjawa G., Durand S., Berot S., Blassel S., Gaillard C., Garnier, C., Doublier J.-L. (2010). Rheological
characterization of microfibrillated cellulose suspensions after freezing. Carbohydrate Polymers 80: 677—
686.

- Ahmad M., Benjakul S., Prodpran T., Agustini T.W. (2012). Physico-mechanical and antimicrobial properties
of gelatin film from the skin of unicorn leatherjacket incorporated with essential oils. Food Hydrocolloids 28:
189-199.

- Ahvenainen R. (2003). Novel food packaging techniques. CRC Press, Boca Raton. USA.

- Albert S., Mittal G.S. (2002). Comparative evaluation of edible coatings to reduce fat uptake in a deep-fried
cereal product. Food Research International 35: 445-458.

- Alexandre M., Dubois P. (2000). Polymer-layered silicate nanocomposites: preparation, properties and uses
of a new class of materials. Material Science Engineering 28: 1-63.

- Altunkaya A., Gokmen V. (2008). Effect of various inhibitors on enzymatic browning, antioxidant activity
and total phenol content of fresh lettuce (Lactuca sativa). Food Chem. 107: 1173-1179.

- Alvarez V.A., Vazquez A. (2004). Thermal degradation of cellulose derivates/starch blends and sisal fibre
biocomposites. Polymer Degradation and Stability, 84:13-21.

- Anandhan S., Bandyopadhyay S. (2011). Polymer nanocomposites: from synthesis to applications.
Nanocomposites and polymers with analytical methods. Ed.: John Cuppoletti.

- Andreuccetti C, Carvalho RA, Grosso CRF. (2009). Effect of hydrophobic plasticizers on functional properties
of gelatin-based films. Food Research International 42: 1113-1121.

- Angellier H., Choisnard L., Molina-Boisseau S., Ozil P., Dufresne A. (2004). Optimization of the preparation
of aqueous suspensions of waxy maize starch nanocrystals using a response surface methodology.
Biomacromol. 5, 1545—-1551.

- Angellier H., Molina-Boisseau S., Dole P., Dufresne A. (2006). Thermoplastic starch- waxy maize starch
nanocrystals nanocomposites. Biomacromolecules 7: 531-539.

- Angellier H., Molina-Boisseau S., Dufresne A. (2005a). Mechanical properties of waxy maize starch
nanocrystal reinforced natural rubber. Macromolecules 38: 9161-9170.

- Angellier H., Putaux J.-L., Molina-Boisseau S., Dupeyre D., Dufresne A. (2005b). Starch nanocrystal fillers in
an acrylic polymer matrix. Macromolecular Symposium 221: 95-104.

- Anglés M.N., Dufresne A. (2001). Plasticized starch/tunicin whiskers nanocomposite materials. 2.
Mechanical Behavior. Macromolecules 34: 2921-2931.

- Afion M.C., Sorgentini D.A., Wagner J.R. (2001). Relationships between different hydration properties of
commercial and laboratory soybean isolates. Journal of Agricultural and Food Chemistry 49: 4852-4858.

- AOAC. (1980). Official methods of analysis (13th ed.) Washington, DC: Association of Official Analytical
Chemists, 359.

- Arvanitoyannis 1.S. (1999). Totally-And-Partially Biodegradable Polymer Blends Based on Natural and
Synthetic Macromolecules: Preparation and Physical Properties and Potential as Food Packaging materials. J.
Macromol. Sci - Rev. Macromol. Chem. Phys. C39, 205-271.

- Arvanitoyannis I.S., Nakayama A., Aiba S.1. (1998). Edible films made from hydroxypropyl starch and gelatin
and plasticized by polyols and water. Carbohydrate Polymers 36: 105-119.

- ASTM D3985-02. (2001). Standard Test Method for Oxygen Gas Transmission Rate Through Plastic Film and
Sheeting Using a Coulometric Sensor. En: Annual Book of ASTM Standards. American Society for Testing
Materials, Philadelphia, PA, USA.

- ASTM D6400-99 (2002). Standard specification for compostable plastics. En: Annual Book of ASTM
Standards. American Society for Testing Materials, Philadelphia, PA, USA. 19428-12959.

199


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709006869
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617

- ASTM D644-94. (1994). Standard Test Methods for Moisture Content of Paper and Paperboard by Oven
Drying. En: Annual Book of ASTM Standards. American Society for Testing Materials, Philadelphia, PA, USA.
pags. 1-2.

- ASTM D88-00 (2004). Standard test method for seal strength of flexible barrier materials. En: Annual book
of ASTM standards. American Society for Testing and Materials, Philadelphia, PA, USA.

- ASTM D882-02 (2004). Standard test method for tensile properties of thin plastic sheeting. En: Annual book
of ASTM standards. American Society for Testing and Materials, Philadelphia, PA, USA.

- ASTM D882-91 (1991). Standard Test Methods for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting. En: Annual
Book of ASTM Standards. American Society for Testing Materials, Philadelphia, PA, USA. pags. 182-190.

- ASTM E96-80 (1989). Standard test methods for water vapor transmission of materials. En: Annual book of
ASTM Standards. American Society for Testing Materials, Philadelphia, PA, USA. 15: 745-54.

- ASTM F88-00 (2004). Standard Test Method for Seal Strength of Flexible Barrier Materials. En: Annual book
of ASTM Standards. American Society for Testing Materials, Philadelphia, PA, USA.

- Astray G., Gonzalez-Barreiro C., Mejuto J.C., Rial-Otero R., Simal-Gandara J. (2009). A review on the use of
cyclodextrins in foods. Food Hydrocoll. 23, 1631-1640.

- Atarés L., De Jesus C., Talens P., Chiralt A. (2010). Characterization of SPI-based edible films incorporated
with cinnamon or ginger essential oils. Journal of Food Engineering 99: 384—391.

- Atef M., Rezaei M., Behrooz R. (2014). Preparation and characterization agar-based nanocomposite film
reinforced by nanocrystalline cellulose. International Journal of Biological Macromolecules 70: 537-544.

- Audic J.L., Chaufer B. (2005). Influence of plasticizers and crosslinking on the properties of biodegradable
films made from sodium caseinate. European Polymer Journal 41: 1934-1942.

- Aulin C,, Gillstedt M., Lindstrom T. (2010a). Oxygen and oil barrier properties of microfibrillated cellulose
films and coatings. Cellulose 17: 559-574.

- Aulin C.,, Netrval, J., Wagberg, L., Lindstrom, T. (2010b). Aerogels from nanofibrillated cellulose with
tunable oleophobicity. Soft Matter 6: 3298—-3305.

- Avella M., Bonadies E., Martuscelli E., Rimedio R. (2001). European current standardization for plastic
packaging recoverable through composting and biodegradation. Polymer Testing 20: 517-521.

- Avérous L., Boquillon N. (2004). Biocomposites based on plasticized starch: thermal and mechanical
behaviours. Carbohydrate Polymers, 56:111-122.

- Azizi Samir M.A.S., Alloin F., Dufresne, A. (2005). Review of recent research into cellulosic whiskers, their
properties and their application in nanocomposite field. Biomacromol. 6: 612-626.

- Azizi S., Alloin F., Paillet M., Dufresne A. (2004). Tangling effect in fibrillated cellulose reinforced
nanocomposites. Macromol. 37: 4313-4316.

- Baldwin E.A., Baker R.A. (2002). Use of proteins in edible coatings for whole and minimally processed fruits
and vegetables. En: Protein-Based Films and Coatings. Ed.: Gennadios A. CRC Press, Boca Raton. Pags. 501-
516.

- Barreto A.C.H., Rosa D.S., Fechine P.B.A., Mazzetto S.E. (2011). Properties of sisal fibers treated by alkali
solution and their application into cardanol-based biocomposites. Composites: Part A, 42:492-500.

- Barron C., Varoquaux P., Guilbert S., Gontard N., Gouble B. (2002). Modified atmosphere packaging of
cultivated mushroom (Agaricus bisporus L.) with hydrophilic films. Journal of Food Science 67: 251-257.

- Beg M.D.H., Pickering K.L., Weal S.J. (2005). Corn gluten meal as a biodegradable matrix material in wood
fibre reinforced composites. Mat. Sci. Eng. 412, 7-11.

- Bertan L.C., Tanada-Palmu P.S., Siani A.C., Grosso C.R.F. (2005). Effect of fatty acids and ‘Brazilian elemi’ on
composite films based on gelatin. Food Hydrocolloids 19: 73-82.

- Besbes 1., Rei Vilar M., Boufi S. (2011). Nanofibrillated cellulose from Alfa, Eucalyptus and Pine fibres:
preparation, characteristics and reinforcing potential. Carbohydrate Polymers 86: 1198-1206.

- Beyer G. (2002). Nanocomposites: A new class of flame retardants for polymers. Plastics, Additives &
Compounding 4: 22- 28.

- Bharadwaj R., Mehrabi A., Hamilton C., Trujillo C., Murga M., Fan R., Chavira A., Thompson A. (2002).
Structure-property relationships in cross-linked polyester clay nanocomposites. Polymer 43: 3699-3705.

- Bharadwaj R.K. (2001). Modeling the barrier properties of polymer-layered silicate nanocomposites.
Macromolecules 34: 9189-9192.

200


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617

- Bilbao-Sainz C., Bras J., Williams T., Sénechal T., Orts, W. (2011). HPMC reinforced with different cellulose
nano-particles. Carbohydrate Polymers 86: 1549-1557.

- Blankenship S.M., Dole J.M. (2003). 1-Methylcyclopropene: A review. Postharvest Biol. Technol. 28, 1-25.

- Bledzki A.K., Gassan J. (1999). Composites Reinforced with Cellulose Based Fibres. Progress in Polymer
Science 24:221-274.

- Blumenkrantz N, Asboe-Hansen G. (1973). New method for quantitative determination of uronic acids.
Anal. Biochem. 54, 484—489.

- Bohlmann G.M. (2005). General characteristics, processability, industrial applications and market evolution
of biodegradable polymers. En: Handbook of biodegradable polymers. Inglaterra: Smithers. 183-217.

- Boluk Y., Lahiji R., Zhao L., McDermott M.T. (2011). Suspension viscosities and shape parameter of cellulose
nanocrystals (CNC). Colloids and Surfaces A 377: 297-303.

- Bondeson D., Mathew A., Oksman K. (2006). Optimization of the isolation of nanocrystals from
microcrystalline cellulose by acid hydrolysis. Cellulose 13: 171-180.

- Bourtoom T. (2008). Plasticizer effect on the properties of biodegradable blend film from rice starch-
chitosan. Songklanakarin Journal of Science and Technology 30: 149-165.

- Bourtoom T. (2009). Edible protein film: properties enhancement. International Food Research Journal 16:
1-9.

- Bradford M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 72: 248-254.

- Brand-Williams W., Cuvelier M.E., Berset C. (1995). Use of free radical method to evaluate antioxidant
activity. LWT- Food Sci. Technol., 28, 25-30.

- Bras 1., Hassan M.L., Bruzesse C., Hassan E.A., EI-Walki N.A., Dufresne A. (2010). Mechanical, barrier, and
biodegradability properties of bagasse cellulose whiskers reinforced natural rubber nanocomposites.
Industrial Crops and Products 32: 627-633.

- Braul, M, Maldiney R. (1999). Mechanisms of cytokinin action. Plant Physiol. Biochem. 37, 403-412.

- Brinchi L., Cotana F., Fortunati E., Kenny J. M. (2013). Production of nanocrystalline cellulose from
lignocellulosic biomass: Technology and applications. Carbohydrate Polymer, 94:154-169.

- Brody A.L. (1997). In A. L. Brody & K. S. Marsh (Eds.), The Wiley encyclopedia of packaging (2nd ed.). New
York:Wiley pp. 699-704.

- Brody A.L., Bugusu B., Han J.H., Koelsch C., McHugh T.R. (2008). Innovative food packaging solutions. J.
Food Sci. 73, 107-116.

- Brody A.L., Strupinsky E.R., Kline L.R. (2001). Active packaging for food applications. Technomic Publishing
Co. Inc. USA.

- Browning B.L. (1967). Methods of Wood Chemistry, vol. Il. Interscience/Wiley, New York. 498 pags.

- Burt S. (2004). Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods—a review.
International Journal of Food Microbiology 94: 223 —253.

- CAA (1969). Codigo alimentario Argentino. En: www.anmat.gov.ar. Visitado Mar 2015.

- Calvert P. (1997). Potential applications of nanotubes. En: Carbon nanotubes. Ed. Ebbesen, T.W.CRC Press,
Boca Raton, FL. 277-292.

- Cantu D., Vicente A.R., Labavitch J.M., Bennett A.B., Powell A.L.T. (2008). Strangers in the matrix: Plant cell
walls and pathogen susceptibility. Trends Plant Sc. 13, 610-617.

- Cao N., FuY., He J. (2007). Preparation and physical properties of soy protein isolate and gelatin composite
films Food Hydrocoll. 21: 1153-1162.

-Cao N., Yang X., Fu Y. (2009). Effects of various plasticizers on mechanical and water vapor barrier
properties of gelatin films. Food Hydrocolloids 23: 729-735.

- Capron |., Cathala B. (2013). Surfactant free high internal phase emulsion stabilized by cellulose
nanocrystals. Biomacromolecules 14: 291-296.

- Carr D.J., Cruthers N.M., Laing R.M., Niven B.E. (2005). Fibers from three cultivars of New Zealand flax
(Phormium tenax). Textile Res. J. 75: 93—98.

- Casierra-Posada F., Fonseca E., Vaughan G. (2011). Fruit quality in strawberry (Fragaria sp.) grown on
colored plastic mulch. Agronomia Colombiana 29: 407-413.

- Chazeau L., Cavaillé Y.-J., Canova G., Dendievel R., Boutherin B. (1999). Viscoelastic properties of plasticized
PVC reinforced with cellulose whiskers. Journal of Applied Polymer Science 71: 1797—-1808.

201



- Cheftel J.L., Cuq J.L, Lorient D. (1985). Capitulo 5: Amino acids, peptides and proteins. En: Food Chemistry.
Ed.: Fennema O.R. Marcel Dekker Inc, New York, Estados Unidos.

- Cheftel, J. (1998). Introduccién a la bioquimica y tecnologia de alimentos. Vol. 1. Zaragoza. Acribia.

- Chen J.S., Poliks M.D., Ober C.K., Zhang Y., Wiesner U., Giannelis E.P. (2002). Study of the interlayer
expansion mechanism and thermal-mechanical properties of surface-initiated epoxy nanocomposites.
Polymer 43: 4895-904.

- Chen P., Zhang L. (2006). Interaction and properties of highly exfoliated soy protein/montmorillonite
nanocomposites. Biomacromolecules 7: 1700-1706.

-Chen Y., Cao X., Chang P.R.,, Huneault M.A. (2008). Comparative study on the films of poly(vinyl
alcohol)/pea starch nanocrystals and poly(vinyl alcohol)/native pea starch. Carbohydr. Polym. 73: 8-17.

- Chen Y., Liu C., Chang P.R., Anderson D.P., Huneault M.A. (2009). Pea starch-based composite films with
pea hull fibers and pea hull fiber-derived nanowhiskers. Polymer Engineering & Science 49: 369-378.

- Chevillard A, Angellier-Coussy H, Cuq B, Guillard V, César G, Gontard N, Gastaldi E. (2011). How the
biodegradability of wheat gluten-based agromaterial can be modulated by adding nanoclays. Polym.
Degrad.&Stabil. 96: 2088-2097.

- CHFBA. 2005. Censo Hortifloricola Provincia de Buenos Aires. Ministerio de Asuntos Agrarios. Provincia de
Buenos Aires. Argentina. pp 115.

- Chiumarelli M., Hubinger M.D. (2012). Stability, solubility, mechanical and barrier properties of cassava
starch - Carnauba wax edible coatings to preserve fresh-cut apples. Food Hydrocolloids 28: 59-67.

- Chiumarelli M., Hubinger M.D. (2014). Evaluation of edible films and coatings formulated with cassava
starch, glycerol, carnauba wax and stearic acid. Food Hydrocolloids 38:20-27.

- ChoS.Y,, Lee S.Y., Rhee C. (2010). Edible oxygen barrier bilayer film pouches from corn zein and soy protein
isolate for olive oil packaging. LWT - Food Science and Technology 43: 1234-1239.

- Choi W.Y,, Lee C.M., Park H.). (2006). Development of biodegradable hot-melt adhesive based on poly-€-
caprolactone and soy protein isolate for food packaging system. LWT- Food Science and Technology 39: 591-
597.

- Chrissafis K., Antoniadis G., Paraskevopoulos K.M., Vassiliou A., Bikiaris D.N. (2007). Comparative study of
the effect of different nanoparticles on the mechanical properties and thermal degradation mechanism of in
situ prepared poly(e-caprolactone) nanocomposites. Composites Science and Technology 67: 2165-2174.

- Cisneros-Zeballos L., Krochta J.M. (2003). Whey protein coatings for fresh fruits and relative humidity
effects. J. Food Sc. 68: 176-181.

- Coleman J.N., Khan U., Blau W.J,, Gunko Y.K. (2006). Small but strong: A review of the mechanical
properties of carbon nanotube-polymer composites. Carbon 44: 1624-1652.

- Condés M.C. (2012). Peliculas compuestas y nanocompuestas, biodegradables y/o comestibles, en base a
proteinas de amaranto y almidones de distinto origen botanico. Tesis Doctoral. Universidad Nacional de La
Plata, 243 pdgs.

- Condés M.C., Echeverria I., Aion M.C., Mauri A.N. (2015). Capitulo 15: Nanocompounds as formulating
aids. En: Edible Films and Coatings: Fundamentals and Applications. Eds.: Montero M.P., Gomez-Guillén
M.C., Lopez-Caballero M.E., Barbosa-Canovas G.V. CRC Press, Taylor & Francis Group. En prensa.

- Coughlan K., Shaw N.B., Kerry J.F., Kerry J.P. (2004). Combined effects of proteins and polysaccharides on
physical properties of whey protein concentrate-based edible films. Journal of Food Science 69: 271-275.

- Cozzolino C.A., Nilsson F., lotti M., Sacchi B., Piga A., Farris S. (2013). Exploiting the nano-sized features of
microfibrillated cellulose (MFC) for the development of controlled-release packaging. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces 110: 208—216.

- Cressy H.K., Jerrett A.R., Osborne C.M., Bremer P.J. (2003). A novel method for the reduction of numbers of
Listeria monocytogenes cells by freezing in combination with an essential oil in bacteriological media.
Journal of food protection 66: 390—395.

- Cruz-Romero M., Kerry J.P. (2008). Crop-based biodegradable packaging and its enivronmental
implications. CAB Reviews: Perspectives in Agriculture, Veterinary Science, Nutrition and Natural Resources 3:
1-25.

- Cunningham P., Ogale A.A., Dawson P.L., Acton J.C. (2000). Tensile properties of soy protein isolate films
produced by a thermal compaction technique. Journal of Food Science 65: 668-671.

202



- Cug B, Gontard N, Guilbert N. (1998). Proteins as agricultural polymers for packaging production. Cereal
Chem. 75, 1-9.

- Cuq B., Gontard N., Cuq J.L., Guilbert S. (1997). Selected Functional Properties of Fish Myofibrillar Protein-
Based Films As Affected by Hydrophilic Plasticizers. Journal of Agricultural and Food Chemistry 45: 622-626.

- Curvelo A.AS., Carvalho A.LF., Agnelli JAM. (2001). Thermoplastic starch cellulosic fiber composites:
Preliminary results. Carbohydrate Polymer, 45:183-188.

- Cyras V.P., Manfredi L.B.,, Ton-That M.T., Vazquez A. (2008). Physical and mechanical properties of
thermoplastic starch/montmorillonite nanocomposite films. Carbohydrates Polymer 73: 55-63.

- Dainelli D., Gotard N., Spyropoulos D., Zondervan-van den Beuken E., Tobback P. (2008). Active and
intelligent food packaging: legal aspects and safety concerns. Trends Food Sci. Technol. 19, S103-S112.

- Dalev P.G., Patil R.D., Mark J.E., Vassileva E., Fakirov S. (2000). Biodegradation of chemically modified
gelatin films in soil. J. Appl. Polym. Sci. 78: 1341-1347.

- Damodaran S., Paraf A. (1997). Food proteins and their applications. Marcel Dekker Inc, New York, Estados
Unidos.

- Dangaran K., Tomasula P.M., Qi P. (2009). Capitulo 2: Structure and Function of Protein-Based Edible Films
and Coatings. En: Edible films and coatings for food applications. Eds.: Embuscado M.E, Huber K.C. Springer
Science+Business Media, New york, Estados Unidos.

- Darby N, Creighton TE. (1995). Disulfide bonds in protein folding and stability. In B.A. Shirley (Ed.), Protein
stability and folding. Theory and practice. Totowa, New Jersey: Humana Press. 219-252.

- Daud W.R.W., Armstrong W.D. (1988). Conductive drying characteristics of gelatinized rice starch. Drying
Technology 6: 655-674.

- Dawson P.L., Hirt D.E., Rieck J.R., Acton J.C., Sotthibandhu A. (2003). Nisin release from films is affected by
both protein type and film-forming method. Food Research International 36: 959-968.

- de Moraes J.0., Scheibe A.S., Sereno A., Laurindo J.B. (2013). Scale-up of the production of cassava starch
based films using tape-casting. J. Food Engineering, 119:800-808.

- de Oliveira Romera C., de Moraes J.0., Zoldan V.C., Pasa A.A., Laurindo J.B. (2012). Use of transient and
steady-state methods and AFM technique for investigating the water transfer through starch-based films.
Journal of Food Engineering 109: 62-68.

- de Viegler 1.). (2003). Capitulo 24: Green plastics for food packaging. En: Novel food packaging techniques.
Ed.: Ahvenainen R. Woodhead Publishing Limited and CRC Press, Cambridge.

- Debeaufort F., Quezada-Gallo J.A., Delporte B., Voilley A. (2000). Edible films and coatings. Tomorrow’s
packaging. J. Membrane Sci. 180, 47-55.

- Debeaufort F., Quezada-Gallo J.A., Volley A. (1998). Edible films and coatings: tomorrow's packagings: a
review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 38 299-313.

- Debeaufort F., Voilley A.Z. (1995). Effect of surfactants and drying rate on barrier properties of emulsified
films. International Journal of Food Science and Technology 30: 183-190.

- Del Toro-Sanchez C.L., Ayala Zavala J.F., Machi L., Santacruz H., Villegas Ochoa M.A., Alvarez-Parrilla E.,
Gonzdlez Aguilar G.A. (2010). Controlled release of antifungal volatiles of thyme essential oil from B-
cyclodextrin capsules. J. Incl. Phen. & Macroc. Chem. 67: 431-441.

- Della valle G., Buléon A., Carreau P.J., Lavoie P.-A., Vergnes B. (1998). Relationship between structure and
viscoelastic behavior of plasticized starch. Journal of Rheology 42:507-525.

- Denavi G., Tapia-Blacido D.R., Afién M.C., Sobral P.J.A., Mauri A.N., Menegalli F.C. (2009). Effects of drying
conditions on some physical properties of soy protein films. J. Food Eng. 90: 341-349.

- Denavi G.A.,, Mauri A.N.,, Afién M.C. (2005). Formacion y caracterizacion de peliculas comestibles
emulsionadas a base de proteinas de soja — cera de abejas. En: X congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos- ler. Simposio Internacional de Nuevas Tecnologias. Libro de Congreso. 1073:1079.

- Dias A.B., Miiller C.M.O., Larotonda F.D.S., Laurindo J.B. (2011). Mechanical and barrier properties of
composite films based on rice flour and cellulose fibers. LWT — Food Sc. & Tech. 44: 535-542.

- Diaz-Pérez J.C. (1998). Transpiration rates in eggplant fruit as affected by fruit and calyx different
temperature regimes. J. Agric. Food Chem., 55: 7015-7020.

- Doi Y., Fukuda K. (1994). Biodegradable plastics and polymers. Ed. Elsevier. Amsterdam. pags. 479-497.

- Domenek S., Morel M., Bonicel J., Guilbert, S. (2002). Polymerization kinetics of wheat gluten upon
thermosetting:a mechanistic model. Journal of Agriculture and Food Chemistry 50: 5947-5954.

203



- Dudonné S., Vitrac X., Coutiére P., Woillez M., Mérillon J.M. (2009). Comparative study of antioxidant
properties and total phenolic content of 30 plant extracts of industrial interest using dpph, abts, frap, sod,
and orac assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry 57: 1768-1774.

- Dufresne A. (2008a). Cellulose-based composites and nanocomposites. En: Gandini A., Belgacem M.N.
(Eds.), Monomers, polymers and composites from renewable resources. Great Britain, 401-418.

- Dufresne A. (2012). Nanocellulose: From Nature to High Performance Tailored Materials. Walter de
Gruyter

- Dufresne A., (2008b). Polysaccharide nanocrystals reinforced nanocomposites. Canadian Journal of
Chemistry 86: 484—494.

- Dufresne A., Cavaillé J.,, Helbert W. (1996). New nanocomposite materials: microcrystaline starch
reinforced thermoplastic. Macromol. 29: 7624-7626.

- Dufresne A., Cavaillé 1.Y., Helbert W. (1997). Thermoplastic nanocomposites filled with wheat straw
cellulose whiskers. Polym.Compos. 18: 198-210.

- Dufresne A., Dupeyre D., Vignon M.R. (2000). Cellulose microfibrils from potato tuber cells: processing and
characterization of starch—cellulose microfibril composites. Journal of Applied Polymer Science 76: 2080—
2092.

- Dufresne A., Vignon M.R. (1998). Improvment of starch film performances using cellulose microfibrils.
Macromolecules, 31:2693—2696.

- Echeverria I. (2012). Materiales biodegradables en base a proteinas de soja y montmorillonitas. Tesis
Doctoral. Universidad Nacional de La Plata, 275 pags.

- Echeverria 1., Eisenberg P., Mauri A.N. (2014). Nanocomposites films based on soy proteins and
montmorillonite processed by casting. J. Memb. Sci. 449: 15-26.

- Ensminger L.E., Gieseking J.E. (1939). The absorption of proteins by montmorillonitic clays. Soil Science. 48:
467.

- Ensminger L.E., Gieseking J.E. (1941). The absorption of proteins by montmorillonitic clays and its effect on
base-exchange capacity. Soil Science 51: 125.

- Fabra M.J,, Talens P., Chiralt A. (2008). Effect of alginate and A-carrageenan on tensile properties and water
vapour permeability of sodium caseinatelipid based films. Carbohydrate Polymers 74: 419-426.

- Fallik E., Aharoni Y., Grinberg S., Copel A., Klein J.D. (1994). Postharvest hydrogen peroxide treatments
inhibit decay in eggplant and red bell pepper. Crop Prot. 13: 451-454.

- Fama L.M., Pettarin V., Goyanes S.N. Bernal C.R. (2011). Starch/multi-walled carbon nanotubes composites
with improved mechanical properties. Carbohydrate Polymers 83: 1226-1231.

- FAOSTAT (2014). FAO statistical databases, food and agriculture organization. : FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) Data Center (URL: http://faostat.fao.org/ Consultado: febrero 2015).

- Ferreira C.0., Nunes C.A., Delgadillo ., Lopes-da-Silva J.A. (2009). Characterization of chitosan—whey
protein films at acid pH. Food Research International 42: 807-813.

- Fishman M.L., Coffin D.R., Onwulata C.I., Konstance R.P. (2004). Extrusion of pectin and glycerol with
various combinations of orange albedo and starch. Carbohydr. Polym. 57: 401-413.

- Fortunati E., Luzi F., Puglia D., Dominici F., Santulli C., Kenny J.M., Torre L. (2014). Investigation of thermo-
mechanical, chemical and degradative properties of PLA-limonene films reinforced with cellulose
nanocrystals extracted from Phormium tenax leaves. European Polymer Journal 56: 77-91.

- Fortunati E., Puglia D., Monti M., Peponi L., Santulli C., Kenny J.M., Torre L. (2013). Extraction of Cellulose
Nanocrystals from Phormium tenax Fibres. J. Polym. Environ. 21: 319-328

- Foulk J.A., Bunn J.M. (2001). Properties of compression-molded, acetylated soy protein films. Industrial
Crops and Products 14: 11-22.

- Franssen L.R., Rumsey T.R., Krochta J.M. (2004). Whey protein film composition effects on potassium
sorbate and natamycin diffusion. Journal of Food Science 69: 347-350.

- Freitas L.R., Cortez-Vega W.R., Pizato S., Prentice-Hernandez C., Borges C.D. (2013). Document Xanthan
gum as a carrier of preservative agents and calcium chloride applied on fresh-cut apple. Journal of Food
Safety 33: 229-238.

- Fukuzumi H., Saito T., lwata T., Kumamoto Y., Isogai A. (2009). Transparent and high gas barrier films of
cellulose nanofibers prepared by TEMPO-mediated oxidation. Biomacromolecules 10: 162—-165.

204



- Galietta G., Di Gioia L., Guilbert S., Cuq B. (1998). Mechanical and thermomechanical properties of films
based on whey proteins as affected by plasticizer and crosslinking agents. Journal of Dairy Science 81: 3123-
3130.

- Galimberti M. (2012). Capitulo 4: Rubber clay nanocomposites. En: Advanced elastomers — Technology,
properties and applications. 91-120.

- Garcia de Rodriguez N.L., Thielemans W., Dufresne A. (2006). Sisal cellulose whiskers reinforced polyvinyl
acetate nanocomposites. Cellulose 13: 261-270.

- Garcia M.A., Martino M.N., Zaritzky N.E. (1998). Plasticized starch-based coatings to improve strawberry
(Fragaria x Ananassa) quality and stability. Journal of Agricultural and Food Chemistry 46: 3758-3767.

- Gardini D., Deluca M., Nagliati M., Galassi C. (2010). Flow properties of PLZTN aqueous suspensions for
tape casting. Ceramics International 36: 1687-1696.

- Geankoplis C.J. (1993). Transport Processes and Unit Operations, 3rd Ed. Inc. Prentice Hall, New Jersey.

- Gemili S., Yemenicioglu A., Altinkaya, S.A. (2010). Development of antioxidant food packaging materials
with controlled release properties. Journal of Food Engineering 96: 325-332.

- Gennadios A. (2002). Protein-based films and coatings. Boca Raton, FL: CRC Press LLC. USA.

- Gennadios A., Brandenburg A.H., Weller C.L., Testin R.F. (1993). Effect of pH on properties of wheat gluten
and soy protein isolate films. J. Agric. Food Chem. 41: 1835-1839.

- Gennadios A., Ghorpade V.M., Weller C.L, Hanna M.A. (1996). Heat curing of soy protein films.
Transactions of the ASABE 39: 575-579.

- Gennadios A., Hanna M.A., Kurth L.B. (1997), Application of edible coatings on meats, poultry and
seafoods: a review. LWT - Food Science and Technology 30: 337-350.

- Gennadios A., Rhim J.W., Handa A., Weller C.L., Hanna M.A. (1998). Ultraviolet radiation affects physical
and molecular properties of soy protein films. Journal of Food Science 63: 225-228.

- Gennadios A., Weller C.L., Gooding C.H. (1994). Measurement errors in water vapor permeability of highly
permeable, hydrophilic edible films. Journal of Food Engineering 21: 395-409.

- Ghanbarzadeh B., Oromiehi A.R. (2009). Thermal and mechanical behavior of laminated protein films.
Journal of Food Engineering 90: 517-524.

- Ghorpade V.M., Li H., Gennadios A., Hanna M.A. (1995). Chemically modified soy protein films. Trans. ASAE
38: 1805-1808.

- Giannelis EP. (1996). Polymer layered silicate nanocomposites Adv. Mat. 8, 29-35.

- Giménez B., Gomez-Guillén M.E., Lopez-Caballero J., Gobmez-Estaca J. Montero, P. (2012). Role of sepiolite
in the release of active compounds from gelatin—egg white films. Food Hydrocolloids 27: 475-486.

- Giménez B., Gdmez-Estaca J., Alemdn A., Gomez-Guillén M.C., Montero M.P. (2009). Improvement of the
antioxidant properties of squid skin gelatin films by the addition of hydrolysates from squid gelatin. Food
Hydrocolloids 23: 1322-1327.

- Giménez B., Gomez-Guillén M.E., Lépez-Caballero J., Gomez-Estaca J, Montero P. (2012). Role of sepiolite
in the release of active compounds from gelatin—egg white films. Food Hydrocolloids 27: 475-486.

- Goddard R. (1990). Packaging Materials. Pira, Leatherhead, Surrey.

- Golan-Goldhirsh A., Whitaker J.R. (1984). Effect of Ascorbic Acid, Sodium Bisulfite, and Thiol Compounds on
Mushroom Polyphenol Oxidase. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 32 (5):1003-1009.

- Gémez-Estaca )., Lopez de Lacey A., Lopez-Caballero M.E., Gomez-Guillén M.C., Montero P. (2010).
Biodegradable gelatin-chitosan films incorporated with essential oils as antimicrobial agents for fish
preservation. Food Microbiology 27: 889-896.

- Goémez Estaca )., Giménez B., Gomez-Guillén C., Montero P. (2009b). Incorporation of antioxidant borage
extract into edible films based on sole skin or a comercial fish skin gelatin. Journal of Food Engineering 92:
78-85.

- Gémez-Estaca J., Bravo L., Gomez-Guillén M.C., Alemdn A., Montero P. (2009a). Antioxidant properties of
tuna-skin and bovine-hide gelatin films induced by the addition of oregano and rosemary extracts. Food
Chemistry 112: 18-25.

- Gontard N., Guilbert S., Cuq J.L. (1992). Edible wheat gluten films: influence of the main process variables
on film properties using response surface methodology. J. Food Sci. 57: 190-195.

- Gontard N., Ring S. (1996). Edible wheat gluten film: Influence of water content on glass transition
temperature. Journal of Agricultural and Food Chemistry 44: 3474-3478.

205



- Gonzdlez A., Alvarez Igarzabal C.I. (2013). Soy protein e Poly (lactic acid) bilayer films as biodegradable
material for active food packaging. Food Hydrocolloids 33: 289-296.

- Gonzdlez A., Alvarez Igarzabal C.I. (2015). Nanocrystal-reinforced soy protein films and their application as
active packaging. Food Hydrocolloids 43: 777-784.

- Gonzdlez A., Strumia M.C., Alvarez lgarzabal C.I. (2011). Cross-linked soy protein as material for
biodegradable films: Synthesis, characterization and biodegradation. Journal of Food Engineering 106: 331—
338.

- Gonzdlez A., Tartara L.I., Palma S.D., Alvarez Igarzabal C.I. (2015). Crosslinked soy protein films and their
application as ophthalmic drug delivery system. Materials Science & Engineering C. En Prensa.

- Gonzdlez-Gutiérrez J., Partal P., Garcia-Morales M., Gallegos C. (2010). Development of highly-transparent
protein/starch-based bioplastics. Bioresource Technology 101: 2007-2013.

- Grim R.E., Droste J.B., Bradley W.F. (1960). A mixed-layer clay mineral associated with an evaporate. Clays
and Clay Minerals: Proceedings of the Eighth National Conference. Pags. 228-236.

- Grotheer P., Marshall M., Simonne A. (2014). Sulfites: Separating Fact from Fiction. FCS8787 IFAS
University of Florida. En: hitp://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/FY/FY73100.pdf.

- Giligbhilmez C.M., Yemenicioglu A., Arslanoglu A. (2007). Antimicrobial and antioxidant activity of edible zein
films incorporated with lysozyme, albumin proteins and disodium EDTA. Food Research International 40: 80-
91.

- Guen M.JL, Newman R.H. (2007). Pulped Phormium tenax leaf fibres as reinforcement for epoxy
composites. Composites: Part A 38: 2109-2115.

- Guerrero P., Nur Hanani Z.A., Kerry J.P., de la Caba K. (2011). Characterization of soy protein-based films
prepared with acids and oils by compression. Journal of Food Engineering 107: 41-49.

- Guilbert S. (1986). Technology and application of edible protective films. En: Food packaging and
preservation; Theory and practice. Mathlouthi M (Ed). Elsevier Applied Science, London, UK. 371-394.

- Guilbert S., Cuq B. (2005). Material formed from proteins. En: Handbook of biodegradable polymers. Ed.
Bastioli, C. Rapra Technology Limited, Shawbury, Shrewsbury, Shropshire, Inglaterra: Smithers. 339-384.

- Guilbert S., Gontard N., Gorris L.G.M. (1996). Prolongation of the shelf-life of perishable food products
using biodegradable films and coatings. LWT - Food Science and Technology 29: 10-17.

- Guilbert S., Gontard N., Gorris L.G.M. (1996). Prolongation of the shelf life of perishable food products
using biodegradable films and coatings. Lebensmittel-Wissenschaft und-Technologie 29: 10-17.

- Guilbert S., Gontard N. (1995). Edible and biodegradable food packaging. En: Foods and packaging
materials—chemical interactions. Eds.: Ackermann P., Jagerstad M., Ohlsson, T. R. Soc. Chem., Cambridge.
Pags. 159-168.

- Guilherme M.R., Mattoso L.H.Z., Gontard N., Guilbert S., Gastaldi E. (2010). Synthesis of nanocomposite
films from wheat gluten matrix and MMT intercalated with different quaternary ammonium salts by way of
hydroalcoholic solvent casting. Composites: Part A 41: 375-382.

- Gusev A.A. (2001). Numerical identification of the potential of whisker- and platelet-filled polymers.
Macromolecules 34: 3081-3093.

- Gutierrez J., Barry-Ryan C., Bourke P. (2009). Antimicrobial activity of plant essential oils using food model
media: Efficacy, synergistic potential and interactions with food components. Food Microbiology 26: 142-
150.

- Habibi Y., Lucia L. A, Rojas O. J. (2010). Cellulose nanocrystals: Chemistry, self assembling, and
applications. Chemical Reviews 110: 3479-3500.

- Habibi Y., Mahrouz M., Vignon M.R. (2009). Microfibrillated cellulose from the peel of prickly pear fruits.
Food Chemistry 115: 423-429.

- Han J.H., Gennadios A. (2005). Edible films and coatings: a review. En: Innovations in Food Packaging.
Elsevier, CA. 239-262.

- Han J.H., Krochta J.M. (2007). Physical properties of whey protein coating solutions and films containing
antioxidants. Journal of Food Science 72: 308-314.

- Han J.H., Krochta J.M. (1999). Wetting properties and water vapor permeability of whey-protein-coated
paper. Transactions of the ASABE 42: 1375-1382.

- Han J.H., Krochta J.M. (2001). Physical properties and oil absorption of whey-protein-coated paper. Journal
of Food Science 66: 294-299.

206


http://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/FY/FY73100.pdf

- Hedenqvist M.S., Backman A., Géllstedt M., Boyd R.H., Gedde U.W. (2006). Morphology and diffusion
properties of whey/montmorillonite nanocomposites. Composites Science and Technology 66: 2350-2359.

- Helander I., Nurmaiho-Lassila E.L., Ahvenainen R., Rhoades J., Roller S. (2001). Chitosan disrupts the barrier
properties of the outer membrane of Gram-negative bacteria. Int. J. Food Microbiol. 71: 235-244.

- Hermansson A.M. (1978). Physicochemical aspects of soy proteins structure formation. J. Texture Stud. 9:
33-58.

- Hernandez Silva, M.L, Guzmdn Martinez B. (2009). Biopolymers used in the manufacture of food
packaging. Revista Publicaciones e Investigacion, Revista Especializada en Ingenieria de Procesos en
Alimentos y Biomateriales 3: 103-122.

- Hernandez-lzquierdo V.M., Krochta J.M. (2008). Thermoplastic processing of proteins for film formation - a
review. Journal of Food Science 73 30-39.

- Herndndez-Mufioz P., Almenar E., Valle V.D., Velez D., Gavara R. (2008). Effect of chitosan coating
combined with postharvest calcium treatment on strawberry (Fragaria x ananassa) quality during
refrigerated storage. Food Chemistry 110:428-435.

- Herrick F.W., Casebier R.L., Hamilton J.K., Sandberg K.R. (1983). Microfibrillated Cellulose: Morphology and
accessibility. J. Appl. Polym. Sci. Appl. Polym. Symp. 37: 797-813.

- Herron N., Thorn D.L. (1998). Nanoparticles. Uses and relationships to molecular clusters. Advances
Materials 10: 1173-1184.

- Hettiarachchy N.S., Eswaranandam S. (2005). Edible Films and Coatings from Soybean and Other Protein
Sources. En: Bailey’s Industrial Oil and Fat Products. Ed.: Fereidoon Shahidi. John Wiley & Sons, Inc. 6:11.
-Hong S.., Choi W.Y., Cho S.., Jung S.H., Shin B.Y., Park H.l. (2009). Mechanical properties and
biodegradability of poly-e-caprolactone/soy protein isolate blends compatibilized by coconut oil. Polymer
Degradation and Stability 94: 1876-1881.

- Hong S.-., Krochta J.M. (2006). Oxygen barrier performance of whey-protein-coated plastic films as
affected by temperature, relative humidity, base film and protein type. Journal of Food Engineering 77: 739-
745.

- Hong Z., Zhang P.,, He C, Qiu X., Liu A., Chen L. (2005). Nano-composite of poly(l-lactide) and surface
grafted hydroxyapatite: mechanical properties and biocompatibility. Biomaterials 26: 6296-6304.

- Hotchkiss J.H., Watkins C.B., Sanchez D.G. (2007). Release of 1-methylcyclopropene from heat-pressed
polymer films. J. Food Sci. 72: E330-E334.

- Hotza D., Greil P. (1995). Review: aqueous tape casting of ceramic powders. Materials Science and
Engineering A202: 206-217.

- Hotza, D. (1997). Colagem de Folhas Cerdmicas. Cerdmica 43: 283-284.

- Huang J., Zhang L., Chen P. (2003). Effects of lignin as a filler on properties of soy protein plastics. I.
Lignosulfonate. Journal of Applied Polymer Science 88: 3291-3297.

-Huang M., Yu J. (2006). Structure and properties of thermoplastic corn starch/montmorillonite
biodegradable composites. Journal of Applied Polymer Science 99: 170-176.

- Huang M.F., Yu J.G., Ma X.F. (2004). Studies on the properties of montmorillonite reinforced thermoplastic
starch composites. Polymer 45: 7017-7023.

-Huang Z.-M., Zhang Y.-Z., Kotaki M., Ramakrishna S. (2003). A review on polymer nanofibers by
electrospinning and their applications in nanocomposites. Composites Science and Technology 63: 2223—
2253.

- Inskeep W.P., Bloom P.R. (1985). Extinction coefficients of chlorophyll a and b in N,N-dimethylformamide
and 80% acetone Plant Physiol. 77: 483-485.

- Jayaraman K., Halliwell R. (2009). Harakeke (phormium tenax) fibre—waste plastics blend composites
processed by screwless extrusion. Composites: Part B 40: 645—649.

- Jongjareonrak A., Benjakul S., Visessanguan W., Tanaka M. (2008). Antioxidative activity and properties of
fish skin gelatin films incorporated with BHT and a-tocopherol. Food Hydrocolloids 22: 449-458.

- Kader A.A. (2003). A perspective on postharvest horticulture (1978-2003). HortSci. 38: 1004-1008.

- Kader A.A. (2005). Increasing food availability by reducing postharvest losses of fresh produce. Acta Hort.
682:2169-2176.

- Kader A.A. (2002). Postharvest technology of horticultural crops. Third edition. University of California,
Agriculture and Natural Resources, Publication 3311. Pags. 535.

207



- Kalashnikova I., Bizot H., Cathala B., Capron . (2012). Modulation of cellulose nanocrystals amphiphilic
properties to stabilize oil/water interface. Biomacromolecules 13: 267-275.

- Kato A., Nakai S. (1980). Hydrophobicity Determined by a Fluorescence Probe Method and its Correlation
with Surface Properties of Proteins. Biochimica et Biophysica Acta - Protein Structure 624: 13-20.

- Khanzadi M., lafari S.M., Mirzaei H., Chegini F.K., Maghsoudlou Y., Dehnad D. (2015). Physical and
mechanical properties in biodegradable films of wheyprotein concentrate—pullulan by application of
beeswax. Carbohydrate Polymers 118: 24-29.

- Kim K.M., Weller C.L., Hanna M.A., Gennadios A. (2002). Heat Curing of Soy Protein Films at Selected
Temperatures and Pressures. Lebensm. Wiss. Technol. 35:140-145.

- Kim YD, Morr CV. (1996). Microencapsulation properties of gum arabic and several food proteins: spray-
dried orange oil emulsion particles. J. Agric. Food Chem. 44: 1314-1320.

- Klemm D., Kramer F., Moritz S., Lindstrom T., Ankerfors M., Gray D., Dorris A. (2011). Nanocelluloses: A
new family of nature-based materials. Angew. Chem. Int. Ed. 50: 5438-5466.

- Klemm D., Schumann D., Kramer F., HeBler N., Koth D., Sultanova B. (2009). Nanocellulose materials —
Different cellulose, different functionality. Macromol. Symp. 280: 60—71.

- Koehler P., Kieffer R., Wieser H. (2010). Effect of hydrostatic pressure and temperature on the chemical
and functional properties of wheat gluten Ill. Studies on gluten films. Journal of Cereal Science 51: 140-145.

- Kong F., Tang J., Rasco B., Crapo, C. (2007). Kinetics of salmon quality changes during thermal processing.
Journal of Food Engineering 83: 510-520.

- Koshiyama 1. (1972). Comparison of acid-induced conformation changes between 7S and 11S globulin in
soybean seeds. Journal of the Science of Food and Agriculture 23: 853-859.

- Kowalczyk D., Baraniak B. (2011). Effects of plasticizers, pH and heating of film forming solution on the
properties of pea protein isolate films. J. Food Eng., 105, 295-305.

- Kozempel M., Tomasula P.M. (2004). Development of a continuous process to make casein films. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 52: 1190-1195.

- Krishnamachari P., Hashaikeh R., Tiner M. (2011). Modified cellulose morphologies and its composites;
SEM and TEM analysis. Micron 42: 751-761.

- Krochta JM. (1997). Food Proteins and their applications. Marcel Markk, Inc. New York, USA. Cap. 18, pp.
529-549.

- Krochta J.M., Baldwin E.A., Nisperos-Carriedo M. (1994). Edible coatings and films to improve food quality.
Technomic Publishing Co., Lancaster, PA, USA.

- Krochta J.M. (2002). Proteins as raw materials for films and coatings: definitions, current, status, and
opportunities. En: Protein-based films and coatings. Ed.: Gennadios A. CRC Press, Boca Raton, USA. Pags 1-
42.

- Kumar P., Sandeep K.P., Alavi S., Truong V.D., Gorga R.E. (2010). Preparation and characterization of bio-
nanocomposite films based on soy protein isolate and montmorillonite using melt extrusion. Journal of Food
Engineering 100: 480-489.

- Kumar R, Zhang L. (2009). Aligned ramie fiber reinforced arylated soy protein composites with improved
properties. Compos. Sci. Technol. 69:555-560.

- Kumar A., Negi Y.S., Choudhary V., Bhardwaj N.K. (2014). Characterization of Cellulose Nanocrystals
Produced by Acid-Hydrolysis from Sugarcane Bagasse as Agro-Waste. Journal of Materials Physics and
Chemistry 2: 1-8.

- Kunanopparat T., Menut P., Morel M.H., Guilbert S. (2008). Reinforcement of plasticized wheat gluten with
natural fibers: From mechanical improvement to deplasticizing effect. Composites: Part A 39: 777—785.

- Kuorwel K., Cran M.J., Sonneveld K., Miltz J., Bigger S.W. (2011). Antimicrobial activity of biodegradable
polysaccharide and protein-based films containing active agents. Journal of Food Science 76: R90-R102.

- Laemmli U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophageT4.
Nature 227: 681-685.

- Lafargue D., Lourdin D., Doublier J-L. (2007). Film-forming properties of a modified starch/K-carrageenan
mixture in relation to its rheological behavior. Carbohydrate Polymers 70: 101-111.

- Larotonda F.D.S., Matsui K.N., Sobral P.J.A., Laurindo J.B. (2005). Hygroscopicity and water vapor
permeability of Kraft paper impregnated with starch acetate. Journal of Food Engineering 71: 394-402.

208



- Larotonda, F.D.S. (2007). Biodegradable films and coatings obtained from carrageenan from Mastocarpus
stellatus and starch from Quercus suber. Tesis Doctoral. Universidade do Porto, Portugal, pp. 136—140.

- Lavoine N., Desloges I., Bras J. (2014). Microfibrillated cellulose coatings as new release systems for active
packaging. Carbohydrate Polymers 103: 528—537.

- Lavoine N., Desloges I., Dufresne A., Bras J. (2012). Microfibrillated cellulose — Its barrier properties and
applications in cellulosic materials: A review. Carbohydr. Polym. 90: 735-764.

- LeCorre D., Bras J., Dufresne A. (2010). Starch nanoparticles: a review. Biomacromolecules 11: 1139-1153.

- Lee S.R., Park H.M.,, Lim H.T., Kang K.Y,, Li L., Cho W.J., Ha C.S. (2002). Microstructure, tensile properties,
and biodegradability of aliphatic polyester/clay nanocomposites. Polymer 43: 2495-2500.

- Lee Y.S., Beaudry R., Kim J.N., Hartec B.R. (2006). Development of a 1-methylcyclopropene (1-MCP) sachet
release system. J. Food Sci. 71: C1-Cé.

- Leerahawong A., Arii R., Tanaka M., Osako K. (2011). Edible film from squid (Todarodes pacificus) mantle
muscle. Food Chemistry 124: 177-182.

- Lefebvre J., Popineau Y., Deshayes G., Lavenant L. (2000). Temperature-induced changes in the dynamic
rheological behavior and size distribution of polymeric proteins for glutens from wheat near-isogenic lines
differing in HMW glutenin subunit composition. Cereal Chemistry 77: 193—201

- Lim LT, Mine Y, Tung MA. (1999). Barrier and tensile properties of transglutaminase cross-linked gelatin
films as affected by relative humidity, temperature, and glycerol content. J. Food Sci. 64: 616—622.

- Limpan N., Prodpran T., Benjakul S., Prasarpran S. (2010). Properties of biodegradable blend films based on
fish myofibrillar protein and polyvinyl alcohol as influenced by blend composition and pH level. Journal of
Food Engineering 100: 85-92.

- Liu W., Misra M., Askeland P., Drzal L.T., Mohanty A.K. (2005). Green composites from soy based plastic
and pineapple leaf fiber: fabrication and properties evaluation. Polym. 46: 2710-2721.

- Liu W., Mohanty AK., Askeland P., Drzal L.T., Misra M. (2004). Influence of fiber surface treatment on
properties of Indian grass fiber reinforced soy protein based biocomposites. Polym. 45: 7589-7596.

- Lopez O.V., Lecot C.J., Zaritzky N.E., Garcia M.A. (2011). Biodegradable packages development from starch
based heat sealable films. Journal of Food Engineering 105: 254-263.

- Lopez-Gélvez G., Saltveit M., Cantwell M. (1996). Wound indiced phenylalanine ammonia lyase activity:
Factors affecting its induction and the quality of minimally processed lettuce. Postharvest Biol. Technol. 9:
223-233.

- Lopez-Rubio A., Gavara R., Lagaron J. (2006). Bioactive packaging: Turning foods into healthier foods
through biomaterials. Trends Food Sci. Technol. 17: 567-575.

- Lu J., Wang T., Drzal L.T. (2008). Preparation and properties of microfibrillated cellulose polyvinyl alcohol
composite materials. Composites: Part A 39: 738-746.

- Lu J., Wang T., Drzal L.T. (2010). Preparation and properties of microfibrillated cellulose polyvinyl alcohol
composite materials. Composites: Part A 39: 738-746.

-Lu Y, Weng L, Cao X. (2005). Starch reinforced with cellulose crystallites from cottonseed linter.
Macromol. Biosci. 5: 1101-1107.

- LuY., Weng L., Zhang L. (2004). Morphology and properties of soy protein isolate thermoplastics reinforced
with chitin whiskers. Biomacromol. 5: 1046-1051.

- Luecha J., Sozer N., Kokini J.L. (2010). Synthesis and properties of corn zein/montmorillonite
nanocomposite films. Journal of Materials Science 45: 3529-3537.

-Ma X, Yu J., Kennedy J.F. (2005). Studies on the properties of natural fibers-reinforced thermoplastics
starch composites. Carbohydrates Polymer, 62:19-24.

- Majdzadeh-ardakani K., Navarchian A.H., Sadeghi F. (2010). Optimization of mechanical properties of
thermoplastic starch/clay nanocomposites. Carbohydrate Polymers 79: 547-554.

- Manganaris G.A.,, Vicente A.R., Crisosto C.H., Labavitch J.M. (2007). Effect of dips in a 1-
methylcyclopropene-generating solution on ‘Harrow Sun’ plums stored under different temperature
regimens. J. Agric. Food Chem. 55: 7015-7020.

- Maria T.M.C,, de Carvalho R.A., Sobral P.J.A., Habitante A.M.B.Q., Solorza-Feria J. (2008). The effect of the
degree of hydrolysis of the PVA and the plasticizer concentration on the color, opacity, and thermal and
mechanical properties of films based on PVA and gelatin blends. Journal of Food Engineering 87: 191-199.

209



- Marsh K., Bugusu B. (2007). Food packaging-roles, materials, and environmental issues. Journal of Food
Science 72: R39-R55.

- Mascheroni E., Chalier P., Gontard N., Gastaldi E. (2010). Designing of a wheat gluten/montmorillonite
based system as carvacrol carrier: Rheological and structural properties. Food Hydrocoll. 24: 406—413.

- Massolo J.F., Concellén A., Chaves A.R., Vicente A.R. (2011). 1-Methylcyclopropene (1-MCP) delays
senescence, maintains quality and reduces browning of non-climacteric eggplant (Solanum melongena L.)
fruit. Postharvest Biology and Technology 59: 10-15.

- Mastromatteo M., Barbuzzi G., Conte A., Del Nobile M.A. (2009). Controlled release of thymol from zein
based film. IFSET 10, 222-227.

- Matsuda Y., Ueno K., Hirose M. (2001). Super microfibrillated cellulose process for producing the same,
and coated paper and tinted paper using the same. US Patent n°6,183,596.

- Matsudomi N., Sasaki T., Kato A., Kobayashi K. (1985). Conformational changes and functional properties of
acid-modified soy protein. Agricultural and Biological Chemistry 49: 1251-1256.

- Mauri A.N., Afion M.C. (2006). Effect of solution pH on solubility and some structural properties of soybean
protein isolate films. J. Sci. Food Agric. 86: 1064-1072.

- Mauri A.N., Aiién M.C. (2008). Mechanical and physical properties of soy protein films with pH modified
microstructures. Food Sci. Technol. Int. 14: 119-125.

- Mauri ANN., Afion M.C. (2012). Capitulo 4: Proteinas como envases alimentarios. En: Peliculas y
Recubrimientos Comestibles: Propiedades y aplicaciones en alimentos. Eds.: Olivas G.l., Soliva-Fortuni R.,
Martin-Belloso O., Gonzalez-Aguilar G. Editorial Clave, México. Pag. 95.

- McCrum N.G., Buckley C.P., Bucknall C.B. (1996). Principles of Polymer Engineering”, Oxford Science, New
York.

- McHugh H.T., Avena-Bustillos R., Krochta J.M. (1993). Hydrophilic edible films: Modified procedure for
water vapor permeability and explanation of thickness effects. Journal of the Science of Food and Agriculture
58: 899-903.

- Mehyar G.F., Al-Qadiri H.M., Swanson B.G. (2014). Edible coatings and retention of potassium sorbate on
apples, tomatoes and cucumbers to improve antifungal activity during refrigerated storage. Journal of Food
Processing and Preservation 38: 175-182.

- Mei Y., Zhao Y., Yang J., Furr H.C. (2002). Using edible coating to enhance nutritional and sensory qualities
of baby carrots. Journal of Food Science 67: 1964-1968.

- Micard V., Morel M.H., Bonicel J., Guilbert S. (2001). Thermal properties of raw and processed wheat
gluten in relation with protein aggregation. Polymer 42: 477-485.

- Mihindukulasuriya S.D.F., Lim L.-T. (2014). Nanotechnology development in food packaging: A review.
Trends in Food Science & Technology 40: 149-167

- Min Z., Song Y., Zheng Q. (2008). Influence of reducing agents on properties of thermo-molded wheat
gluten bioplastics. Journal of Cereal Science 48: 794—799.

- Mohanty A. K., Misra M., Hinrichsen G. (2000). Biofibres, biodegradable polymers and biocomposites: an
overview. Macromolecular Materials and Engineering 276/277: 1-24.

- Mondry H. (1996). Packaging systems for processed meat. In S. A. Taylor, A. Raimundo, M. Severini,F.J.M.
Smulders (Eds.), Meat quality and meat packaging. Utrecht, Holland: ECCEAMST. pp. 323-333.

- Monedero F.M., Fabra M.J., Talens P., Chiralt A. (2009). Effect of oleic acid—beeswax mixtures on
mechanical, optical and water barrier properties of soy protein isolate based films. Journal of Food
Engineering 91: 509-515.

- Monedero F.M., Fabra M.J., Talens P., Chiralt A. (2010). Effect of calcium and sodium caseinates on
physical characteristics of soy protein isolate—lipid films. Journal of Food Engineering 97: 228-234.

- Montero-Prado P., Rodriguez-Lafuente A., Nerin C. (2011). Active label-based packaging to extend the
shelf-life of “Calanda” peach fruit: Changes in fruit quality and enzymatic activity. Postharvest Biol. Technol.
60, 211-219.

- Moraes J.0. (2013). Producdo e caracteriza¢do de filmes de amido-glicerol-fibras de celulose elaborados
por tape-casting. Tesis Doctoral. Universidad Federal de Santa Catarina, Brasil. 176 pags.

- Moraes J.0., Reszka A., Laurindo J.B. (2014). Espalhamento e secagem de filme de amido glicerol fibra
preparado por tape casting. Pesquisa Agropecudria Brasileira 49: 136-143.

210



- Moreira R., Chenlo F., Torres M. D., Silva C,, Prieto D. M., Sousa A.M.M., Hilliou L., Gongalves M.P. (2011).
Drying Kinetics of Biofilms Obtained from Chestnut Starch and Carrageenan with and without Glycerol.
Drying Technology: An International Journal 29: 1058-1065.

- Moreno M.M, Moreno A. (2008). Effect of different biodegradable and polyethylene mulches on soil

- properties and production in a tomato crop. Scientia Horticulturae 116: 256—-263.

- Moretti C.L., Araujo A.L., Marouelli W.A,, Silva W.L.C. (2002). 1-Methylcyclopropene delays tomato fruit
ripening. Hortic. Bras. 20: 659-663.

- Morgan R.G., Steffe J.F., Ofoli R.Y. (1983). A generalized model for extrusion of protein dough. Journal of
Food Process Engineering 11: 55-78.

- Morgan, A.B., and Gilman, J.W. (2003). Characterization of polymer-layered silicate (clay) nanocomposites
by transmission electron microscopy and Xray diffraction: a comparative study. Journal of Applied Polymer
Science 87:1329-1338.

- Mostofi Y., Toivonen P.M.A., Lessani H., Babalar M., Lu C.W. (2003). Effects of 1-methylcyclopropene on
ripening of greenhouse tomatoes at three storage temperatures. Postharvest Biol. Technol. 27: 285-292.

- Mukherjee T., Czaka M., Kao N., Gupta R.K., Choi H.J.,, Bhattacharya S. (2014). Dispersion study of
nanofibrillated cellulose based poly(butyleneadipate-co-terephthalate) composites. Carbohydrate Polymers
102: 537-542.

- Miiller C.M.0O., Laurindo 1.B., Yamashita F. (2009a). Effect of cellulose fibers addition on the mechanical
properties and water vapor barrier of starch-based films. Food Hydrocolloids 23:1328-1333.

- Miiller C.M.O., Laurindo J.B., Yamashita F. (2009b). Effect of cellulose fibers on the crystallinity and
mechanical properties of starch-based films at different relative humidity values. Carbohydrate Polymers 77:
293-299.

- Mungara P., Zhang J., Zhang S., Jane J. (2002). Soy protein utilization in compression-molded, extruded,
and injection-molded degradable plastics. En: Protein based films and coatings. Ed.: Gennadios A. CRC Press,
USA. Pags. 621-638

- Mytle N., Anderson G.L., Doyle M.P., Smith, M.A. (2006). Antimicrobial activity of clove (Syzgium
aromaticum) oil in inhibiting Listeria monocytogenes on chicken frankfurters. Food Control 17: 102-107.

- Nadarajah D, Han JH, Holley RA. (2003). Survival of Escherichia coli 0157:H7 in ground beef patties
containing non-heated mustard flour. IFT Annual Meeting — USA.

- Netravali A.N., Huang X., Mizuta K. (2007). Advanced Green Composites. Advanced Composite Materials
16: 269-282.

- Newman R.G., Clauss E.C., Carpenter J.E.P., Thumm A. (2007). Epoxy composites reinforced with
deacetylated Phormium tenax leaf fibres. Composites: Part A 38: 2164-2170.

- Nielsen N. (1985a). Structure of soy proteins. En: New proteins foods 5: Seed storage proteins. Eds.: A.
Altshul, H. Wilcke. Academic Press, Orlando, 27—60.

- Nielsen N.C. (1985b). The structure and complexity of the 11S polypeptides in soybeans. Journal of
American Oil Chemists Society 62: 1680-1686.

- Nisperos-Carriedo M.O., Buslig B.S., Shaw P.E. (1992). Simultaneous detection of dehydroascorbic,
ascorbic, and some organic acids in fruits and vegetables by HPLC. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 40: 1127-1130.

- Noishiki Y., Nishiyama Y., Wada M., Kuga S., Magoshi J. (2002). Mechanical properties of silk fibroin—
microcrystalline cellulose composite films. J. Appl. Polym. Sci. 86: 3425-3429.

- Norajit K., Kim K.M., Ryu G.H. (2010). Comparative studies on the characterization and antioxidant
properties of biodegradable alginate films containing ginseng extract. Journal of Food Engineering 98: 377-
384.

- Novaes Azevedo A., Ribeiro Buarque P., Oliveira Cruz O.M., Fitzgerald Blank A., Barreto Alves P., Nunes
M.L., Lins de Aquino Santana L.C. (2014). Response surface methodology for optimisation of edible chitosan
coating formulations incorporating essential oil against several foodborne pathogenic bacteria. Food Control
43:1-9.

- Ojijo V., Sinha-Ray S. (2013). Processing strategies in bionanocomposites. Progress in Polymer Science 38:
1543-1589.

211



- Orliac 0., Rouilly A., Silvestre F., Rigal L. (2003). Effects of various plasticizers on the mechanical properties,
water resistance and aging of thermo-moulded films made from sunflower proteins. Industrial Crops and
Products 18: 91-100.

- Orliac 0., Rouilly A., Silvestre F., Rigal L. (2002). Effects of additives on the mechanical properties,
hydrophobicity and water uptake of thermo-moulded films produced from sunflower protein isolate.
Polymer 43: 5417-5425.

- Ortiz C.M., Mauri A.N., Vicente A.R. (2013). Use of soy protein based 1-methylcyclopropene-releasing pads
to extend the shelf life of tomato (Solanum lycopersicum L.) fruit. Innovative Food Science and Emerging
Technologies 20:281-287.

-0uS., Wang Y., Tang S., Huang C., Jackson M.G. (2005). Role of ferulic acid in preparing edible films from
soy protein isolate. Journal of Food Engineering 70: 205-210.

- Oussalah M., Caillet S., Salmieri S., Saucier L., Lacroix M. (2004). Antimicrobial and antioxidant effects of
milk protein-based film containing essential oils for the preservation of whole beef muscle/. Agric. Food
Chem. 52: 5598-5605.

- 0z A.T., Ulukanli Z. (2012). Application of edible starch-based coating including glycerol plus oleum Nigella
on arils from long-stored whole pomegranate fruits. Journal of Food Processing and Preservation 36: 81-95.

- Ozdemir M. Floros J.D. (2008). Optimization of edible whey protein films containing preservatives for water
vapor permeability, water solubility and sensory characteristics. Journal of Food Engineering 86: 215-224.

- P33kké M., Ankerfors M., Kosonen H., Nykdnen A., Ahola S., Osterberg M., Ruokolainen J., Laine J., Larsson
P.T., Ikkala 0., Lindstrom T. (2007). Enzymatic hydrolysis combined with mechanical shearing and high-
pressure homogenization for nanoscale cellulose fibrils and strong gels. Biomacromolecules 8: 1934-1941.

- Paetau I, Chen C.Z,, Jane J. (1994). Biodegradable plastic made from soybean products. Il. Effects of cross-
linking and cellulose incorporation on mechanical properties and water absorption. J. Env. Polym. Degr. 2:
211-217.

- Paillet M., Dufresne A. (2001). Chitin whisker reinforced thermoplastic nanocomposites. Macromol. 34,
6527-6530.

- Pan H., Jiang B., Chen J., Jin Z. (2014). Blend-modification of soy protein/lauric acid edible films using
polysaccharides. Food Chemistry 151: 1-6.

-Pan Y., Wu T., Bao H., Li L. (2011). Green fabrication of chitosan films reinforced with parallel aligned
graphene oxide. Carbohydrate Polymers 83: 1908-1915.

- Paralikar S.A., Simonsen J., Lombardi J. (2008). Poly(vinyl alcohol)/cellulose nanocrystals barrier
membranes. Journal of Membrane Science 320: 248-258.

- Park H.M., Lee W K., Park C.Y., Ha C.S. (2003). Environmentally friendly polymer hybrids. Part | mechanical,
thermal, and barrier properties of thermoplastic starch/clay nanocomposites. Journal of Materials Science
38: 909-915.

- Park H.M., Mohanty A., Misra M., Drzal L.T. (2004). “Green” nanocomposites from cellulose acetate
bioplastic and clay: effect of eco-friendly triethyl citrate plasticizer. Biomacromolecules 5: 2281-2288.

- Park S-1, Zhao Y. (2004). Incorporation of a high concentration of mineral or vitamin into chitosan-based
films. Journal of Agricultural and Food Chemistry 52: 1933-1939.

- Park H.J. (1999). Development of advanced edible coatings for fruits. Trends Food Sci. Technol. 10: 254-260.
- Pasquini D., de Morais Teixeira E., da Silva Curvelo A.A., Belgacem M.N., Dufresne A. (2010). Extraction of
cellulose whiskers from cassava bagasse and their applications as reinforcing agent in natural rubber.
Industrial Crops and Products 32: 486—490.

- Paetau 1., Chen C-Z., Jane J-L. (1994). Biodegradable Plastic Made from Soybean Products. 1. Effect of
Preparation and Processing on Mechanical Properties and Water Absorption. Ind. Eng. Chem. Res. 33: 1821-
1827.

- Pearson A.M. (1983). Soy proteins. En: Developments in Food Protein-2 (edicién). Ed.: Hudson B.J.F. Applied
Science. Pub., Londres, Inglaterra. Pags. 67-108

- Pelissari F.M., Grossmann M.V.E., Yamashita F., Pineda E.A.G. (2009). Antimicrobial, mechanical, and
barrier properties of cassava starch-chitosan films incorporated with oregano essential oil. J. Agric. Food
Chem. 57: 7499-7504.

- Peng Z., Kong L.X. (2007). Morphology of self-assembled polyvinyl alcohol/Silica nanocomposites studied
with atomic force microscopy. Polym. Bull. 59: 207-216.

212



- Pereda M., Aranguren M.l.,, Marcovich N.E. (2010). Caseinate films modified with tung oil. Food
Hydrocolloids 24: 800-808.

- Pérez-Gago M.B., Krochta J.M. (2001). Lipid particle size effect on water vapor permeability and
mechanical properties of whey protein/beeswax emulsion films. Journal of Agricultural and Food Chemistry
49: 996-1002.

- Pérez-Gago M.B., Rhim J.W. (2014). Capitulo 13: Edible coating and film materials: lipid bilayers and lipid
emulsions. En: Innovations in Food Packaging (Second Edition), Academic Press, 325-350.

- Pérez-Gago M.B., Nadaud P., Krochta J.M. (1999). Water vapor permeability, solubility, and tensile
properties of heat-denatured versus native whey protein films. Journal of Food Science 64: 1034-1037.

- Pérez-Gago M.B. (2012). Protein coatings. En: Edible Coatings to Improve Food Quality (2nd edition). Eds.:
Baldwin E.A., Hagenmaier R. CRC Press. Florida, USA. pp. 13-77.

- Pérez-Mateos M., Montero P., Gomez-Guillén M.C. (2009). Formulation and stability of biodegradable films
made from cod gelatin and sunflower oil blends. Food Hydrocolloids 23: 53—61.

- Petersen K., Nielsen P.V., Bertelsen G., Lawther M., Olsen M.B., Nilsson N.H., Mortensen G. (1999).
Potential of biobased materials for food packaging. Trends in Food Science and Technology 10: 52-68.

- Peterson L., Oksman K. (2006). Biopolymer based nanocomposites: comparing layered silicates and
microcrystalline cellulose as nanoreinforcement. Comp. Sci. Technol. 66: 2187-2196.

- Petersson L., Kvien I., Oksman K. (2007). Structure and thermal properties of poly(lactic acid)/cellulose
whiskers nanocomposites materials. Composites Science and Technology 67: 2535-2544.

- Pintado C.M.B.S., Ferreira M.A.S.S., Sousa I. (2009). Properties of whey protein-based films containing
organic acids and nisin to control Listeria monocytogenes. Journal of Food Protection 72: 1891-1896.

- Pires C., Ramos C., Teixeira B., Batista I., Nunes M. L, Marques A. (2013). Hake proteins edible films
incorporated with essential oils: physical, mechanical, antioxidant and antibacterial properties. Food
Hydrocolloids 30: 224-231.

- Plackett D., Anturi H., Hedenqvist M., Ankerfors M., Gillstedt M., Lindstrom T., Siré I. (2010). Physical
properties and morphology of films prepared from microfibrillated cellulose and microfibrillated cellulose in
combination with amylopectin. Journal of Applied Polymer Science 117: 3601-3609.

- Pommet M., Redl A., Guilbert S., Morel M-H. (2005). Intrinsic influence of various plasticizers on functional
properties and reactivity of wheat gluten thermoplastic materials. Journal of Cereal Science 42: 81-91.

- Pretel M.T., Martinez-Madrid, M.C., Matinez J.R., Carrefio J.C., Romojaro F. (2006). Prolonged storage of
‘Aledo’ table grapes in a slightly CO, enriched atmosphere in combination with generators of SO,. LWT 39:
1109-1116.

- Prodpran T., Benjakul S., Artharn A. (2007). Properties and microstructure of protein-based film from
round scad (Decapterus maruadsi) muscle as affected by palm oil and chitosan incorporation. International
Journal of Biological Macromolecules 41: 605-614.

- Prohens J., Rodriguez-Burruezo A., Raigon M.D., Nuez F. (2007). Total phenolic concentration and browning
susceptibility in a collection of different varietal types and hybrids of eggplant: implications for breeding for
higher nutritional quality and reduced browning. J. Am. Soc. Hort. Sci. 132: 638-646.

- Puppo M.C., Afion M.C. (1999). Soybean protein dispersions at acid pH thermal and rheological properties.
Journal of Food Science 64: 50-56.

- Quezada Gallo J.A., Frédéric Debeaufort F.C., Voilley A. (2000). Lipid hydrophobicity, physical state and
distribution effects on the properties of emulsion-based edible films. Journal of Membrane Science 180: 37-
46.

- Quilaqueo Gutiérrez M., Echeverria 1., Ihl M., Bifani V., Mauri A.N. (2012). Carboxymethylcellulose—
montmorillonite nanocomposite films activated with murta (Ugni molinae Turcz) leaves extract.
Carbohydrate Polymers 87: 1495-1502.

- Rangavajhyaba N., Ghorpade V., Hanna M. (1997). Solubility and molecular properties of heat-cured soy
protein films. J. Agric. Food Chem. 45: 4204-4208.

- Rao Y.Q. (2007). Gelatine-clay nanocomposites of improved properties. Polymer 48: 5369-5375.

- Ray S.S., Okamoto M. (2003). Polymer/layered silicate nanocomposite: a Review from preparation to
processing. Progress in Polymer Science 28: 1539-1641.

213



- Raybaudi-Massilia R.M., Rojas-Graii M.A., Mosqueda-Melgar J., Martin-Belloso O. (2008). Comparative
study on essential oils incorporated into an alginate-based edible coating to assure the safety and quality of
fresh-cut Fuji apples. J. Food Prot., 71, 1150-1161.

- Rayner M., Ciolfi V., Maves B., Stedman P., Mittal G.S. (2000). Development and application of soy-protein
films to reduce fat intake in deep-fried foods. J Sci Food Agric 80: 777-782.

- Reddy M.M., Vivekanandhan S., Misra M., Bhatia S.K., Mohanty A.K. (2013). Biobased plastics and
bionanocomposites: Current status and future opportunities. Progress in Polymer Science 38: 1653-1689.

- Redl A., Morel M.H., Bonicel 1., Guilbert S., Vergnes B. (1999a). Rheological properties of gluten plasticized
with glycerol: dependence on temperature, glycerol content and mixing conditions. Rheologica Acta 38:
311-320.

- Redl A., Morel M.H., Bonicel J., Vergnes B., Guilbert, S. (1999b). Extrusion of wheat gluten plasticized with
glycerol: influence of process conditions on flow behavior, rheological properties, and molecular size
distribution. Cereal Chemistry 76: 361—-370.

- Reid M.S., Staby G.L. (2008). A brief history of 1-methylcyclopropene. HortSci. 43: 83-85.

- Reis R.C., Correa P.C., Devilla ILA., Santos E.S., Ascheri D.P.R., Servulo A.C.0., Medeiros e Souza A.B. (2013).
Drying of yam starch (Discorea ssp.) and glycerol filmogenic solutions at different temperatures. LWT - Food
Science and Technology 50: 651-656.

- Remondetto G.E., Gonzdlez R.J., Afion M.C. (2002). Effects of simultaneous heat and reducing treatments
on some structural characteristics of soy isolates obtained at pilot plant scale. Food Science and Technology
International 8: 223-228.

- Rhim J.W., Gennadios A., Handa A., Weller C.L., Hanna M.A. (2000). Solubility, tensile, and color properties
of modified soy protein isolate films. J. Agric. Food Chem. 48: 4937-4941.

- Rhim J.W., Ng P.K. (2007). Natural biopolymer-based nanocomposite films for packaging applications.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition 47: 411-433.

- Rhim J.W., Wu Y., Weller C.L., Schnepf M. (1999). Physical characteristics of a composite film of soy protein
isolate and propyleneglycol alginate. J. Food Sci. 64: 149-152.

- Rhim J-W., Perry K.W.N.G. (2007). Natural biopolymer-based nanocomposite films for packaging
applications. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 47: 411-433.

- Richard M.E., Twiname E.R. (2000). Tape Casting: Theory and Practice. American Ceramics Society, USA, p
293.

- Rico D., Martin-Diana A.B., Barat J.M., Barry-Ryan C. (2007). Extending and measuring the quality of fresh-
cut fruit and vegetables: a review. Trends Food Sci. Technol. 18, 373-386.

- Rimdusit S. J., Sorada D., Siriporn T., Sunan T.T. (2008). Biodegradability and property characterizations of
MethylCellulose: Effect of nanocompositing and chemical crosslinking. Carbohydrate Polymers 72: 444—455.
- Rojas-Graii M.A., Avena-Bustillos R.J., Olsen C., Friedman M., Henika P.R., Martin-Belloso O., Pan Z.,
McHugh T.H. (2007). Effects of plant essential oils and oil compounds on mechanical, barrier and
antimicrobial properties of alginate—apple puree edible films. Journal of Food Engineering 81: 634-641.

- Rooney ML. (1995). Active Food Packaging. Blackie Academic & Professional. UK. pp 74-110.

- Rosa I.M.D., Santulli C., Sarasini F. (2010). Mechanical and thermal characterization of epoxy composites
reinforced with random and quasi-unidirectional untreated Phormium tenax leaf fibers. Materials and
Design 31: 2397-2405.

- Rossi-Marquez G., Han J.H., Garcia-Almendarez B., Castafio-Tostado E., Regalado-Gonzdlez C. (2009). Effect
of temperature, pH and film thickness on nisin release from antimicrobial whey protein isolate edible films.
Journal of the Science of Food and Agriculture 89: 2492-2497.

- Rouilly A., Mériaux A., Geneau C., Silvestre F., Rigal L. (2006a). Film extrusion of sunflower protein isolate.
Polymer Engineering & Science 46: 1635-1640.

- Rouilly A., Orliac O., Silvestre F., Rigal L. (2006b). New natural injection-moldable composite material from
sunflower oil cake. Bioresource Technology 97: 553-561.

- Rouilly A., Rigal L. Agro-materials: a bibliographic review. Journal of Macromolecular Science, Part C:
Polymer Reviews 42: 441-479.

- Sakurada 1., Nukushina Y., Ito T. (1962). Experimental determination of the elastic modulus of crystalline
regions in oriented polymers. Journal of Polymer Science 57: 651-660.

214



- Salas C., Rojas 0O.l., Lucia L.A., Hubbe M.A., Genzer J. (2013). On the surface interactions of proteins with
lignin. ACS Appl. Mater. Interfaces 5: 199-206.

- Salgado P. (2009). Proteinas de Girasol: aislamiento, caracterizacion y aplicaciones en la industria
alimentaria. Tesis doctoral. UNLP.

- Salgado P., Fernandez G., Drago S., Mauri A. (2011). Addition of bovine plasma hydrolysates improves the
antioxidant properties of soybean and sunflower protein-based films. Food Hydrocolloids 25: 1433-1440.

- Salgado P.R, Drago S.R., Molina Ortiz S.E., Petruccelli S., Andrich O., Gonzdlez R.)., Mauri A.N. (2012).
Production and characterization of sunflower (Helianthus annuus L.) protein-enriched products obtained at
pilot plant scale. LWT - Food Science and Technology 45: 65-72.

- Salgado P.R., Lopez-Caballero M.E., Gémez-Guillén M.C., Mauri A.N., Montero M.P. (2013). Sunflower
protein films incorporated with clove essential oil have potential application for the preservation of fish
patties. Food Hydrocolloids 33: 74-84.

- Salgado P.R., Molina Ortiz S.E., Denavi G.A., Bosch M.A., Afion M.C., Mauri A.N. (2015). Influence of initial
protein structure on the properties of soybean protein edible films. En: Soy-Based Bioplastics. Eds.: Thakur
V.K., Thakur M.K., Kessler M.R. Ed.: Smithers Rapra Publisher, UK. En prensa.

- Salgado P.R., Molina Ortiz S.E., Petruccelli S., Mauri A.N. (2010). Biodegradable sunflower protein films
naturally activated with antioxidant compounds. Food Hydrocolloids 24: 525-533.

- Salgado P.R., Schmidt V.C., Molina Ortiz S.E., Mauri A.N., Laurindo J.B. (2008). Biodegradable foams based
on cassava starch, sunflower proteins and cellulose fibers obtained by a baking process. Journal of Food
Engineering 85:435—443.

- Salunkhe D.K., Desai B.B. (1984). Postharvest biotechnology of fruits. Volume |. CRC press Inc. USA.

- Samir A.M.A., Alloin F., Dufresne A. (2005). Review of recent research into cellulosic whiskers, their
properties and their application in nanocomposite field. Biomacromolecules 6: 612—626.

- Samir, M. A. S. A, Alloin, F., Gorecki, W., Sanchez, J., & Dufresne, A. (2004). Nanocomposite polymer
electrolytes based on poly (oxyethylene) and cellulose nanocrystals. J. Phy. Chem. B 108: 10845—10852.

- Sanchez-Garcia M., Lagaron J. (2010). Novel clay-based nanobiocomposites of biopolyesters with
synergistic barrier to UV light, gas, and vapour. Journal of Applied Polymer Science 118: 188-99.

- Sdnchez-Gonzdlez L., Chiralt A., Gonzdlez-Martinez C., Chifer M. (2011). Effect of essential oils on
properties of film forming emulsions and films based on hydroxypropylmethylcellulose and chitosan. Journal
of Food Engineering 105: 246-253.

- Scarascia-Mugnozza G., Schettini E., Vox G., Malinconico M. Immirzi B., Pagliara S. (2006). Mechanical
properties decay and morphological behaviour of biodegradable films for agricultural mulching in real scale
experiment. Polymer Degradation and Stability 91: 2801-2808.

- Scheibe A.S. (2012). Producdo e caracterizacdo de embalagem biodegraddvel de amido de mandioca e
fibras usando a técnica de tape-casting. Tesis doctoral. Universidad Federal de Santa Catarina, Brasil. 131
pags.

- Scheibe A.S., De Moraes J.0., Laurindo J.B. (2014). Production and characterization of bags from
biocomposite films of starch-vegetal fibers prepared by tape casting. J. Food Process Eng., 37 (5):482-492.

- Schmidt V.C.R., Porto L.M., Laurindo J.B. (2013). Water vapor barrier and mechanical properties of starch
films containing stearic acid. Industrial Crops and Products 41: 227-234.

- Seacheol M., Krochta J.M. (2007). Ascorbic acid-containing whey protein film coatings for control of
oxidation. Journal of Agricultural and Food Chemistry 55: 2964-2969.

- Segal L., Creely J.)., Martin A.E., Conrad C.M. (1959). An empirical method for estimating the degree of
crystallinity of native cellulose using the X-ray diffractometer. Textile Research Journal 29: 786-794.

- Seydim A.C., Sarikus G. (2006). Antimicrobial activity of whey protein based edible films incorporated with
oregano, rosemary and garlic essential oils. Food Research International 39: 639-644.

- Sharif J.,, Wan Yunus W.M.Z., Mohd Dahlan K.Z.H., Ahmad M.H. (2005). Preparation and properties of
radiation crosslinked natural rubber/clay nanocomposites. Polymer Testing 24: 211-217.

- Shih, F.F. (1994). Interaction of soy isolate with polysaccharide and its effects on film properties. J. AOCS
71:1281-1285

- Shiukhy S., Raeini-Sarjaz M., Chalavi V. (2014). Colored plastic mulch microclimates affect strawberry fruit

- Singleton V.L., Orthofer R., Lamuela-Raventos R.M. (1999). Analysis of total phenols and other oxidation
substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent. Meth. Enzymol. 299: 152—-153.

215



- Sinha Ray S., Bousmina M. (2005). Biodegradable polymers and their layered silicate nanocomposites: In
greening the 21st century materials world. Progress in Materials Science 50: 962—1080.

- Sinha-Ray S., Khansari S., Yarin A.L., Pourdeyhimi B. (2012). Effect of Chemical and Physical Cross-Linking on
Tensile Characteristics of Solution-Blown Soy Protein Nanofiber Mats. Ind. Eng. Chem. Res. 51: 15109-1512.
- Sinha-Ray S., Okamoto M. (2003a). Polymer/layered silicate nanocomposites: a review from preparation to
processing. Progress in Polymer Science 28: 1539-1641.

- Sinha-Ray S., Okamoto M. (2003b). New polylactide/layered silicate nanocomposites: open a new
dimension for plastics and composites. Macromolecular Rapid Communications 24: 815—-840.

- Siqueira G., Bras J., Dufresne A. (2010). Cellulosic bionanocomposites: a review of preparation, properties
and applications. Polymers 2: 728-765.

- Siqueira G., Bras J., Dufresne A. (2009). Cellulose Whiskers versus Microfibrils: Influence of the Nature of
the Nanoparticle and its Surface Functionalization on the Thermal and Mechanical Properties of
Nanocomposites. Biomacromolecul. 10: 425-432.

- Siracusa V., Rocculi P., Romani S., Rosa M.D. (2008). Biodegradable polymers for food packaging: a review.
Trends in Food Science & Technology 19: 634—643.

- Siripatrawan U., Harte B.R. (2010). Physical properties and antioxidant activity of an active film from
chitosan incorporated with green tea extract. Food Hydrocolloids 24: 770-775.

- Siro 1., Plackett D. (2010). Microfibrillated cellulose and new nanocomposite materials: a review. Cellulose
17: 459-494.

- Sirvid J.A., Liimatainen H., Niinimadki J., Hormi O. (2013). Sustainable packaging materials based on wood
cellulose. RSC Adv. 3: 16590-16596.

- Sitio web del portal del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion Argentina. En:
http://www.minagri.gob.ar/site/institucional/biblioteca. Consultado: febrero de 2015.

- Sivarooban T., Hettiarachchy N.S., Johnson M.G. (2008). Physical and antimicrobial properties of grape
seed extract, nisin, and EDTA incorporated soy protein edible films. Food Research International 41: 781-
785.

- Soazo M., Rubiolo A.C., Verdini R.A. (2011). Effect of drying temperature and beeswax content on physical
properties of whey protein emulsion films. Food Hydrocolloids 25: 1251-1255.

- Song Y., Zheng Q. (2014). Ecomaterials based on food proteins and polysaccharides. Polymer Reviews 54:
514-571.

- Song, F., Tang, D-L., Wang, X-L. & Wang, Y-Z. (2011). Biodegradable soy protein isolate-based materials: A
review. Biomacromolecules, 12, 3369-3380.

- Sonia A., Dasan K.P,, Alex R. (2013). Celluloses microfibres (CMF) reinforced poly (ethylene-co-vinyl
acetate)(EVA) composites: Dynamic mechanical, gamma and thermal ageing studies. Chemical Engineering
Journal 228: 1214-1222.

- Sorgentini D.A., Wagner J.R., Afién M.C. (1995). Effects of thermal treatment of soy protein isolate on the
characteristics and structure-function relationshionps of soluble and insoluble fractions. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 43: 2471-2479.

- Sorrentino A., Gorrasi G., Vittoria V. (2007). Potential perspectives of bio-nanocomposites for food
packaging applications. Trends in Food Science & Technology 18: 84-95.

- Sorrentino A., Tortora M., Vittoria V. (2006). Diffusion behavior in polymer—clay nanocomposites. Journal
of Polymer Science Part B: Polymer Physics 44: 265-274.

- Sothornvit R., Krochta J.M. (2005). Plasticizers in edible films and coatings. En: Innovations in Food
Packaging, Elsevier, CA, 403-433.

- Staswick P.E., Hermodson M.A., Nielsen N.C. (1984). Identification of the cystines which link the acidic and
basic components of the glycinin subunits. The Journal of Biological Chemistry 259: 13431-13435.

- Steffe I.F. (1996). Rheological Methods in Foods Processing Engeeniering. Second edition. Freeman Press,
Michigan.

-Su LF, Huang Z.,, Zhao Y.H., Yuan X.Y.,, Wang X.Y., Li M. (2010). Moisture sorption and water vapor
permeability of soy protein isolate/poly(vinyl alcohol)/glycerol blend films. Industrial Crops and Products 31:
266-276.

- Sudesh K., lwata T. (2008). Sustainability of biobased and biodegradable plastics. Clean 36: 433-442.

216


http://www.minagri.gob.ar/site/institucional/biblioteca

- Sultanbawa Y. (2011). Plant antimicrobials in food applications: Minireview. Science against microbial
pathogens: communicating current research and technological advances. Ed.: A. Méndez-Vilas. 1084-1093.

- Suriyamongkol P., Weselake R., Narine S., Moloney M., Shah S. (2007). Biotechnological approaches for the
production of polyhydroxyalkanoates in microorganisms and plants. A review. Biotechnology Advances 25:
148-175.

- Swenson H.A., Miers J.C., Schultz T.H., Owens H.S. (1953). Pectinate and pectate coatings. Il. Application to
nut and fruit products. Food Technol. 7:232-235.

- Syverud K., Stenius P. (2009). Strength and barrier of MFC films. Cellulose 16: 75-85.

- Taber H., Perkins-Veazie P., Li S., White W., Rodermel S., Xu Y. (2008). Enhancement of tomato fruit
lycopene by potassium is cultivar dependent. HortSci. 43: 159-165.

- Tang C-H., Jiang Y., Wen Q-B., Yang X-Q. (2005). Effect of transglutaminase treatment on the properties of
cast films of soy protein isolates. Journal of Biotechnology 120: 296-307.

- Tanimoto Y., Hayakawa T., Nemoto K. (2005). Tape-casting technique can prepare beta-TCP sheets with
uniform thickness and flexibility. Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials 73:
157-163.

- Tapia-Blacido D., Sobral P.J., Menegalli F.C. (2005). Development and characterization of biofilms based on
Amaranth flour (Amaranthus caudatus). Journal of Food Engineering 67: 215—223.

- Tapia-Bldcido D.R, do Amaral Sobral P.J., Menegalli F.C. (2013). Effect of drying conditions and plasticizer
type on some physical and mechanical properties of amaranth flour films. LWT - Food Science and
Technology 50: 392-400.

- TAPPI. (2000-2001). Acid-Insoluble Lignin in Wood and Pulp. T2220m-98. TAPPI Test Methods. Technical
Association of the Pulp and Paper Industry. Atlanta, USA.

- Tashiro K., Kobayashi M. (1991). Theoretical evaluation of three-dimensional elastic constants of native
and regenerated celluloses: Role of hydrogen bonds. Polymer 32: 1516—-1526.

- Teixeira E.M., Pasquini D., Curvelo A.A.S., Corradini E., BelgacemM.N., Dufresne A. (2009). Cassava bagasse
cellulose nanofibrils reinforced thermoplastic cassava starch. Carbohydrate Polymers 78: 422-431.

- Terry L.A., llkenhans T., Poulston S., Rowsell L., Smith A.W.J. (2007). Development of new palladium-
promoted ethylene scavenger. Postharvest Biol. Technol. 45: 214-220.

- Tetto J.A., Steeves D.M., Welsh E.A., Powell B.E. (1999). Biodegradable poly(caprolactone)/clay
nanocomposites. ANTEC. 1628-1632.

- Thanh V., Shibasaki K. (1977). B-conglycinin from soybean proteins. Isolation and inmunological and
physicochemical of the monomeric forms. Biochimica et Biophysica Acta 490: 370-376.

- Thanh V.H., Shibasaki, K. (1976). Major proteins of soybean seeds - straightforward fractionation and their
characterization. Journal of Agricultural and Food Chemistry 24: 1117-1121

- Thanh V.H., Shibasaki K. (1978). Major proteins of soybean seeds. Subunit structure of B-conglycinin.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 26: 692-695.

- Thellen C., Orroth C,, Froio D., Ziegler D., Lucciarini J., Farrell R., D’Souza N.A., Ratto J.A. (2005). Influence of
montmorillonite layered silicate on plas- ticized poly (L-lactide) blown films. Polymer 46: 11716-11727.

- Trotignon J., Verdu J., Piperaud M., Dobraczinski A. (1989). Précis de matiéres plastiques: Structures,
Propriétés, Mise en oeuvre et Normalisation AFNOR, 4 Ame Ed. Nathan, Paris.

- Tunc S., Angellier H., Cahyana Y., Chalier P., Gontard N., Gastaldi E. (2007). Functional properties of wheat
gluten/montmorillonite nanocomposite films processed by casting. /. Membr. Sci. 289: 159-168.

- Turbak A.F., Snyder F. W., Sandberg K. R. (1983). Microfibrillated cellulose, a new cellulose product:
properties, uses, and commercial potential. J. Appl. Polym. Sci. Appl. Polym. Symp. 37: 815 — 827.

- Turhan K.N., Ozge Erdohan Sancak Z., Ayana B., Ergogdu F. (2007). Optimization of glycerol effect on the
mechanical properties and water vapor permeability of whey protein-methylcellulose films. Journal of Food
Process Engineering 30: 485-500.

- Tzortzakis NG. (2007). Maintaining postharvest quality of fresh produce with volatile compounds. IFSET. 8:
111-116.

- Urbain W.M. (1977). Radiation Chemistry of Proteins. Elsevier Scientific Publishing Co. Amsterdam.

- Utsumi S., Matsumura Y. (1997). Structure-function relationships of soy proteins. En: Food Proteins and
Their Applications. Ed.: Damodaran S., Paraf A. Marcel Dekker, New York. Pags: 257-291.

217



- van der Zee, M. (2005). Capitulo 1: Biodegradability of polymers - mechanisms and evaluation methods.
En: Handbook of Biodegradable Polymers. Ed.: C. Bastioli, C. Edicion N° 2 Editorial Rapra Technology Limited.
Shabury, Shrewsbury, Shropshire, SY4 4NR, United Kingdom. Pags. 1-22.

-van Tuil R., Fowler P., Lawther M., Weber C.J. (2000). Properties of biobased packaging materials. En:
Biobased packaging materials for the food industry: status and perspectives. Dinamarca: KVL. 13-44.

- Vanin F.M., Sobral P.J.A., Menegalli F.C., Carvalho R.A., Habitante AMQB. (2005). Effects of plasticizers and
their concentrations on thermal and functional properties of gelatin-based films. Food Hydrocolloids 19:
899-907.

- Vaz C.M., de Graaf LA., Reis R.L., Cunha A.M. (2003). In vitro degradation behaviour of biodegradable soy
plastics: effects of crosslinking with glyoxal and thermal treatment. Polymer Degradation and Stability 81:
65-74.

- Ventureira J.L. (2010). Propiedades estructurales y funcionales de preparados proteicos de amaranto
modificados y soja-amaranto. Tesis Doctoral. ISBN 978-950-34-0815-5. Universidad Nacional de La Plata,
195 pags.

- Vermeiren L., Devlieghere F., van Beest M., de Kruijt N., Debevere J. (1999). Developments in the active
packaging of food. Trends Food Sc. & Technol. 10: 77-86.

- Vieira M.G.A,, da Silva M.A., dos Santos L.O., Beppu M.M. (2011). Natural besed plasticizers and
biopolymer films: a review. Eur. Polym. J. 47: 254-263.

- Vioque J., Sanchez R., Pedroche J., Yust M., Milldn F. (2001). Obtencion y aplicaciones de concentrados y
aislados proteicos. Grasas y Aceites 52: 127-131.

- Vladimirov V., Betchev C., Vassiliou A. Papageorgiou G., Bikiaris D. (2006). Dynamic mechanical and
morphological studies of isotactic polypropylene/fumed silica nanocomposites with enhanced gas barrier
properties. Composites Science and Technology 66: 2935-2944.

- Vogelsang D.F., Perilla J.E., Buitrago G., Algecira N.A. (2014). Preparation of biopolymer films by aqueous
tape casting processing. Journal of Plastic Film & Sheeting 30: 435-448.

- Wagner J.R., Sorgentini D.A., Aiién M.C. (1996). Thermal and electrophoretic behavior, hydrophobicity, and
some functional properties of acid-treated soy isolates. Journal of Agricultural and Food Chemistry 44: 1881-
1889.

- Wagner J.R., Guéguen J. (1995). Effects of dissociation, deamidation and reducing treatment on structural
and surface active properties of soy glycinin. Journal of Agricultural and Food Chemistry 43: 1993-2000.

- Wollerdorfer M., Bader H. (1998). Influence of natural fibers on the mechanical properties of
biodegradable polymers. Industrial Crops and Products 8: 105-112.

- Wambua P., Ivens J., Verpoest I. (2003). Natural fibres: can they replace glass in fibre reinforced plastics.
Composites Science and Technology 63: 1259-1264.

- Wang M., Olszewska A., Walther A., Malho J.-M., Schacher F.H., Ruokolainen J., Ankerfors M., Laine J.,
Berglund L., Ol"Sterberg M., Olli I. (2011). Colloidal ionic assembly between anionic native cellulose
nanofibrils and cationic block copolymer micelles into biomimetic nanocomposites. Biomacromolecul. 12:
2074-2081.

- Watkins C.B. (2006). The use of 1-methylcyclopropene (1-MCP) on fruits and vegetables. Biotechnol. Adv.
24: 389-409.

- Weber C.J. (2000). Bio-based packaging materials for the food industry: status and prospectives.
Frederiksberg: KVL. 136 pags.

- Weber C.J., Haugaard V., Festersen R., Bertelsen G. (2002). Production and applications of biobased
packaging materials for the food industry. Food Additives and Contaminants 19: 172-177.

- Weller C., Gennadios A., Saravia R. (1998). Edible bilayer films from zein grain sorghum wax or carnauba
wax. LWT Food Sci. Technol. 31: 279-285.

- Weston R.J., Smith G.J., Scheele S.M., Williams S.H. (2012). Accelerated hydrothermal degradation of fibres
of Phormium tenax (New Zealand flax). Journal of Cultural Heritage 13: 413-418.

- Wolf W.J. (1970). Soybean proteins. Their functional, chemical, and physical properties. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 18: 969-976.

- Wollerdorfer M., Bader H. (1998). Influence of natural fibers on the mechanical properties of
biodegradable polymers. Industrial Crops and Products 8: 105-112.

218



- Wonish A., Polfer P., Kraft T. (2011). A Comprehensive Simulation Scheme for Tape Casting: From Flow
Behavior to Anisotropy Development. J. Am. Ceram. Soc. 94: 2053-2060.

-Wu Y., Weller C.L, Hamouz F., Cuppet S.L., Schnepf M. (2002). Development and application of
multicomponent edible coatings and films: a review. Advances in Food and Nutrition Research 44: 347-394.

- Xu X., Liu F., Jiang L., Zhu 1.Y., Haagenson D., Wiesenborn D.P. (2013). Cellulose Nanocrystals vs. Cellulose
Nanofibrils: A Comparative Study on Their Microstructures and Effects as Polymer Reinforcing Agents. ACS
Appl. Mater. Interfaces 5: 2999-3009.

- Yamauchi F., Yamagishi, T., Iwabuchi S. (1991). Molecular understanding of heat-induced phenomona of
soybean protein. Food Review International 7: 283-322.

- Yang L., Paulson A.T. (2000). Effects of lipids on mechanical and moisture barrier properties of edible gellan
film. Food Research International 33: 571-578.

- Yemm E.W., Willis A.J. (1954). The estimation of carbohydrates in plant extracts by anthrone. Biochem. J.
57:508-514.

- Yildirim A., Mavi A. (2000). Comparison of antioxidant and antimicrobial activities of tilia (Tilia argenta Desf
Ex DC), saga (Salvia tribola L.), and back tea (Camelia sinensis) extracts. J. Agric. Food Chem. 48: 5030-5034.

- Zahedi Y., Ghanbarzadeh B., Sedaghat N. (2010). Physical properties of edible emulsified films based on
pistachio globulin protein and fatty acids. Journal of Food Engineering 100: 102-108.

-Zhang H., Mittal G. (2010). Biodegradable protein-based films from plant resources: a review.
Environmental Progress & Sustainable Energy 23: 203-220.

- Zhang J., Mungara P., Jane J. (2001). Mechanical and thermal properties of extruded soy protein sheets.
Polymer 42: 2569-2578.

-Zhang L., Sun X.S. (2008). Effect of Sodium Bisulfite on Properties of Soybean Glycinin. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 56: 11192-11197.

- Zhao R., Torley P., Halley P.J. (2008). Emerging biodegradable materials: starch and protein-based bio-
nanocomposites. Journal of Materials Science 43: 3058-3071.

- Zhuang R., Beuchat LR., Chinnan M.S., Shewfelt R.L, Huang Y.W. (1996). Inactivation of Salmonella
montevideo on tomatoes by applying cellulose-based edible films. J. Food. Prot. 59: 808-812.

- Zimmermann T., Bordeanu N., Strub E. (2010). Properties of nanofibrillated cellulose from different raw
materials and its reinforcement potential. Carbohydrate Polymers 79: 1086—-1093.

- Zimmermann T., Pohler E., Geiger T. (2004). Cellulose fibrils for polymer reinforcement. Advanced
Engineering Materials 6: 754—761.

219



ANEXO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

USO COMBINADO DE TRATAMIENTOS FiSICOS Y RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES EN LOS

PRODUCTOS FRESCOS

Resumen

En esta revision se describen los principios generales y las tendencias recientes en
recubrimientos comestibles de productos frescos. También se discuten algunas de las
caracteristicas que pueden vincular a las aplicaciones de recubrimientos con los métodos fisicos
empleados en el manejo poscosecha (atmodsferas modificadas, tratamientos térmicos e
irradiacion). Los recubrimientos de productos enteros y minimamente procesados frescos deben
considerarse un complemento a un control adecuado de la temperatura. En ese sentido los
trabajos orientados a determinar la eficacia de recubrimientos comestibles deberian comparar sus
beneficios bajo condiciones adecuadas de almacenamiento poscosecha (temperaturas éptimas y
alta humedad relativa con un retraso minimo en las aplicaciones). En la Gltima década se han
realizado numerosas investigaciones para generar combinaciones de recubrimientos comestibles
qgue respondan a las necesidades especificas de las frutas y hortalizas. Mejoras sustanciales en las
propiedades de los materiales (por ejemplo, a través de la evaluacion de los constituyentes de la
matriz novedosos, asi como mediante el desarrollo de recubrimientos en multi-capa, blends o
nanocompuestos) son todavia posibles. A pesar de su larga historia relativa como tratamientos
para reducir el deterioro y su clasificacion conjunta como metodologias amigables con el
ambiente, las tecnologias de recubrimientos y los métodos fisicos poscosecha han evolucionado
en forma independiente. La combinacién de ambas estrategias puede ser Util para aumentar los
beneficios desde el punto de vista del mantenimiento de la calidad de los alimentos. En lugar de
limitarse a lograr efectos aditivos como consecuencia de la aplicacidn de varios tratamientos en
forma secuencial creemos que la colaboracién activa entre los investigadores que trabajan en
tratamientos fisicos de poscosecha y recubrimientos comestibles ofrece oportunidades para
desarrollar enfoques innovadores que maximizan los beneficios de estos tratamientos. Una de las
areas a explorar mas profundamente es la aplicacién de tratamientos fisicos durante o después de
la formacion de los recubrimientos, lo que puede mejorar las propiedades de los materiales
induciendo en forma simultdnea respuestas horméticas en los vegetales. Las estrategias de

generacion de atmodsferas modificadas inducidas por el empleo de recubrimientos deben ser
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revisadas y mejoradas. La potencialidad de utilizar tratamientos fisicos leves post-recubrimiento
para inducir cambios favorables en los materiales y facilitar la liberacidn de los principios activos
es un drea que aun debe ser explorada. Por ultimo, la investigacién dirigida a resolver las
dificultades técnicas que surgen durante los procesos de escalado a nivel comercial es necesaria
para facilitar la transferencia de aplicaciones de recubrimientos de la academia a la industria.

Palabras clave: recubrimientos, biopolimeros, tratamientos fisicos

1. Tecnologia poscosecha en el siglo 21: re-utilizacion y mejora de herramientas tradicionales

La ciencia de la poscosecha ha avanzado en forma marcada en los Ultimos afos. La
secuenciaciéon de algunas especies de frutas y vegetales importantes, el desarrollo de
metodologias de alto rendimiento analitico (omic), y el progreso del conocimiento de la regulacion
epigenética de desarrollo de las plantas estd contribuyendo a aumentar nuestra comprension
sobre la fisiologia de las frutas y hortalizas frescas [1-4]. Algunas tecnologias relativamente nuevas,
como la de un inhibidor de la accion del etileno, el 1-metilciclopropeno, y el refinamiento de
atmodsferas controladas dindmicas han proporcionado otras formas de modular la maduraciény la
senescencia [5-8]. A pesar de este progreso el principal desafio a escala mundial sigue siendo el
desarrollo de herramientas que permitan mantener la seguridad, la calidad nutricional y
organoléptica de los productos recién cosechados y reducir las altas pérdidas que se producen
durante la distribucién y el almacenamiento [9].

En los ultimos afios se ha incrementado el interés del empleo de tratamientos fisicos
(tratamientos térmicos de alta temperatura, irradiacion) y recubrimientos comestibles naturales
para prevenir el deterioro de frutas y hortalizas [10]. La concepcidn se estas técnicas como
“amigables con el ambiente” [11] ha despertado el interés de la industria y la academia. Los
tratamientos fisicos poscosecha y las aplicaciones de recubrimientos comestibles han
evolucionado de forma relativamente independiente. Sin embargo, pueden tener un grado de
complementariedad en el manejo de poscosecha. En este trabajo se describen brevemente las
caracteristicas generales y las tendencias en aplicaciones de recubrimientos comestibles en
productos frescos. Asimismo analizamos el potencial existente para combinar tecnologias de

recubrimiento y métodos fisicos apropiados.
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2. Recubrimientos comestibles para frutas y verduras: usos y formulaciones

Los recubrimientos comestibles consisten en una capa delgada de material de proteccion
aplicada por inmersidn o aspersién que se puede consumir como una parte del producto [12,13].
El principal interés en el empleo de recubrimientos comestibles se basa generalmente en su
potencial para prevenir la pérdida de calidad y extender la vida util de los productos mediante la
modificacion de sus propiedades superficiales. Los recubrimientos se han utilizado en las frutas y
hortalizas frescas desde hace tiempo. Algunos registros indican que los citricos ya eran encerados
en China en los siglos Xll y XlIl [14]. Las suspensiones de aceites o ceras en agua estuvieron entre
las primeras formulaciones para los recubrimientos de frutas, probablemente utilizados para
reducir la deshidratacidon. Desde estas practicas tempranas los objetivos de las aplicaciones de
recubrimientos se han expandido. Las frutas y hortalizas pueden ser recubiertas para:

i) mejorar el brillo superficial,

ii) reducir la abrasion,

iii) evitar la absorciéon de olores indeseables,

iv) minimizar la fuga de solutos,

v) establecer una barrera a la pérdida de humedad,

vi) cambiar los niveles de O, y CO, dentro de los productos modulando asi la maduracién y

senescencia,

vii) retrasar la descomposicion,

viii) mejorar la estabilidad y la seguridad de los productos mediante la inclusién de

ingredientes funcionales tales como antioxidantes y antimicrobianos.

Una variedad de materiales, incluyendo lipidos, polisacaridos y proteinas, solos o en
combinacion, se han utilizado en la formulacién de recubrimientos comestibles [12,15]. Las
matrices de los recubrimientos generalmente poseen un constituyente principal, al que se afiaden
otros componentes tales como plastificantes, emulsionantes, refuerzos, aditivos y disolventes (por
ejemplo, agua y alcoholes). La enorme variedad de materiales utilizados y sus posibles
combinaciones, proporcionan sistemas de recubrimiento con una amplia gama de propiedades

fisicas y quimicas adaptables a diferentes aplicaciones.
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a. Constituyentes de la matriz principal

Los principales componentes de la matriz utilizados en aplicaciones de recubrimientos son
hidrocoloides, lipidos y sus mezclas (compuestos) [16]. Se han evaluado polisacéridos (derivados
de celulosa, alginato, pectina, almiddn, quitosano, carragenina y gomas) y proteinas (de origen
vegetal como proteina de soja, gluten de trigo, zeina de maiz, y de fuentes animales tales como
gelatina, suero de leche, caseina y queratina) [17,18]. Especial interés se ha dedicado a la
reutilizacion de subproductos industriales (gelatina, proteina de soja, suero de leche y quitosano
de la industria de la carne, las semillas oleaginosas, quesos y mariscos, respectivamente) [19].
Tanto las peliculas y recubrimientos de proteinas y polisacdridos suelen presentar excelentes
propiedades de barrera contra el oxigeno y el aroma, pero tienen alta permeabilidad al vapor de
agua [19]. Diferentes fuentes de lipidos incluyendo a las ceras (cera de abeja, de candelilla, de
carnauba), acidos grasos libres, alcoholes grasos, acidos grasos y ésteres de sacarosa, y resinas de
terpenos comestibles tales como goma laca se han utilizado para el recubrimiento de frutas y
hortalizas [18,20-22], que por lo general aumentan el brillo superficial y limitan la pérdida de agua.
Por ultimo, los recubrimientos compuestos son producidos por la combinacién de dos o mas de los
componentes antes mencionados ya sea en la forma de emulsiones, recubrimientos multicapa o
mezclas [23,24]. En las emulsiones de lipidos e hidrocoloides el tipo de lipido empleado, su
ubicacidn, fraccion de volumen, fase polimdrfica y las condiciones de secado poseen un impacto
significativo sobre las propiedades de barrera [25]. El tamafio del componente disperso en una
emulsion también tiene un gran efecto sobre las caracteristicas del recubrimiento. Este puede
variar desde 0,2 hasta 50 micrones en macro-emulsiones y de 10 a 100 nm en micro-emulsiones
[26-28]. Los recubrimientos multicapa comiUnmente resultan en una mejor barrera al vapor de
agua que los emulsionados. Sin embargo, el hecho de que deben ser generados en varios pasos
por la deposicion secuencial de los materiales de interés representa una desventaja tecnoldgica.
Una estrategia alternativa prometedora para mejorar las propiedades de los recubrimientos
comestibles es la formulacion con mezclas de biopolimeros [29,30].

Al igual que en el campo de los polimeros sintéticos, la nueva generacién de materiales en
el area de los biopolimeros de origen natural se centra en la obtencidon de bio-nanocompuestos.
Estos materiales consisten en una matriz de biopolimero reforzada con nanoparticulas (particulas
que tienen al menos una dimensién en el intervalo de 1-100 nm). Estos materiales presentan
mejores propiedades mecanicas y de barrera, estabilidad térmica, resistencia quimica y aspecto a

niveles de carga bajos (5-10%) que los materiales tradicionales debido al area superficial elevada
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de las nanoparticulas, que le permite interactuar fuertemente con los demdas componentes
[31,32]. La adicién de nanoarcillas, como montmorillonita a las formulaciones de proteinas y
polisacaridos ha mejorado las propiedades mecanicas y de barrera de las peliculas biopoliméricas
[33,34]. Las nanofibras de celulosa, quitina y almidéon mejoraron las propiedades mecanicas
peliculas de caseina, almidén y quitosano [35-37]. Los nanocompuestos también podrian resultar
de utilidad para modular la liberacidn de ingredientes activos incorporados en la matriz polimérica

[28-41].

b. Plastificantes y emulsionantes

Diferentes ingredientes se pueden incorporar en las matrices de recubrimiento comestible
para mejorar o modificar su funcionalidad. Los plastificantes se afiaden comunmente en
recubrimientos de polisacaridos y en base a proteinas para disminuir la fragilidad [42-44]. Los
plastificantes comunes utilizados en recubrimientos comestibles incluyen agua, glicerol,
propilenglicol, sorbitol, sacarosa, polietilenglicol, acidos grasos y monoglicéridos [42]. ARladidos en
diferentes proporciones (15-40% en relacién con el principal constituyente de la matriz) los
plastificantes puede mejorar la flexibilidad de las peliculas, la susceptibilidad a la humedad,
disminuir sus propiedades de resistencia y de barrera contra la humedad y el oxigeno [45]. Los
plastificantes hidréfobos, tales como ésteres de citrato también estan siendo estudiados [46].

La funcionalidad de los constituyentes principales de la matriz también puede modificarse
a través de tratamientos quimicos, fisicos o enzimaticos [47-49]. Tratamientos de este tipo en
proteinas pueden en ciertos casos ser empleados para reducir la solubilidad de material, generar
matrices mas fuertes y aumentar la hidrofobicidad de la superficie [49-50]. Los quimicos
tradicionalmente empleados pueden ser no aptos para materiales comestibles debido a su
toxicidad. En estos casos la modificacién enzimatica por tratamientos con transglutaminasa,
lipoxidasa, lisil-oxidasa, polifenol oxidasa y peroxidasa pueden ser Utiles. La fosforilacién de
proteinas de soja por una proteina quinasa también se ha utilizado para modular la solubilidad y la
capacidad emulsionante de los materiales [51]. Las propiedades de los polisacaridos pueden
también modificarse cambiando su grado de polimerizacidn, y su grado de sustitucion (grado de
acetilacidon o metilacién) [52].

Los emulsionantes son agentes tensioactivos de caracter anfifilico capaces de reducir la
tensién superficial de lipido-agua o agua interfaz de aire. Pueden ser afiadidos para mejorar las

propiedades de humectacién de las formulaciones y su adherencia a la superficie de la fruta o
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vegetal [53]. Los recubrimientos de proteina y lipidos o polisacaridos y lipidos a menudo requieren
la adicion de emulsionantes para facilitar la dispersion del componente lipidico en un medio
acuoso. Algunos emulsionantes comunes incluyen los ésteres de polietilen-sorbitol, algunos acidos

grasos y sales y fosfolipidos tales como lecitina [46,54,55].

c. Aditivos

La funcionalidad de recubrimientos comestibles se puede ampliar afiadiendo a las
formulaciones antioxidantes, antimicrobianos, colorantes, sabores, nutrientes y especias. Estos
compuestos podrian al ser retenidos en la superficie de los alimentos mejorar la estabilidad y la
seguridad de los productos [56-60]. Agentes antimicrobianos comunes tales como sales de acido
propidnico, benzoico y sdrbico han sido incorporadas. Recubrimientos en base a almidén con
sorbato de potasio se aplicaron sobre la superficie de frutillas frescas para reducir el crecimiento
microbiano [61]. Recubrimientos de hidroxipropilmetilcelulosa con etanol fueron eficaces para
inactivar Salmonella montevideo en tomates frescos [62]. Enzimas antimicrobianas tales como la
lisozima han sido incorporados en recubrimientos de quitosano para controlar Escherichia coli y
Streptococcus faecalis [63]. Los aceites esenciales han sido también ampliamente empleados como
antimicrobianos naturales para frutas y hortalizas recubiertas [64]. Curiosamente, el quitosano
muestra efectos antimicrobianos per se [65-67].

Trabajos iniciales publicados por Swenson y col. [68] mostraron que recubrimientos con
pectato o zeina conteniendo butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) y acido citrico
redujeron la rancidez de nueces. Los antioxidantes como el acido ascérbico también se han
incorporado en recubrimientos comestibles para reducir el pardeamiento enzimatico en
champifiones trozados [69]. Los recubrimientos de goma xdantica conteniendo a-tocoferol
mejoraron la calidad nutricional y redujeron los cambios en el color superficial de zanahorias baby
peladas [70]. También se han incorporado potenciadores de textura. Hernandez-Mufioz y col. [71]
observaron que la adicidon de gluconato de calcio (1%) para la formulacién de recubrimientos de
quitosano aumenté la firmeza de frutillas refrigeradas. Agentes de sabor y colorantes también
pueden anadirse a los recubrimientos comestibles para mejorar la calidad sensorial de los
productos. Sin embargo, muy poco se ha informado respecto a estas aplicaciones. Finalmente,
algunos investigadores han tratado de incorporar micronutrientes o bio-activos de interés a las

formulaciones [63-72].
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3. Desafios en tecnologias de recubrimiento comestibles

Varios trabajos muestran que los beneficios obtenidos por el empleo de recubrimientos
pueden ser sustanciales [73-77]. Sin embargo, en comparacion con el gran nimero de estudios
reportados en la literatura, relativamente pocas aplicaciones han sido adoptadas por la industria.
Esto podria ser en parte debido a que aunque diversas materias primas empleadas son
generalmente subproductos industriales, los costos de adquisicion, transporte, distribucién vy
almacenamiento de estos materiales, asi como la infraestructura para la produccidon de
recubrimientos a gran escala podrian ser en algunos casos aun demasiado elevados. Asimismo la
modificaciéon de los procedimientos establecidos, los cambios en las operaciones unitarias y de
disefo en lineas de procesamiento y la necesidad de implementar programas de capacitacién
especificos podrian ser otro factor que ha ralentizado la transferencia de esta tecnologia. Los
trabajos futuros orientados a contribuir a re-categorizar a los recubrimientos como una
"tecnologia generalizada" deberian centrarse en:

i) optimizar las formulaciones y las condiciones de proceso a fin de mejorar ain mas las de los
recubrimientos;

ii) anticipar preocupaciones de los consumidores potenciales, especialmente cuando se evaltan
formulaciones activadas. Por ejemplo la nanotecnologia ofrece oportunidades para desarrollar
estrategias novedosas [78]; pero el debate sobre los beneficios y riesgos potenciales del consumo
humano de algunas nanoparticulas todavia estd abierto y la legislacién sobre este tema es en
muchos casos todavia difusa;

iii) la prediccién de posibles dificultades en los procesos de escalado puede ser muy util.
Procedimientos simples a nivel de laboratorio, tales como la generacidon de recubrimientos
continuos evitando dafos y abusos en el manejo de temperatura y retrasos puede ser un reto en
los entornos comerciales;

iv) en algunos casos, la evaluaciéon de recubrimientos se ha realizado inaceptablemente a altas
temperaturas y a humedades relativas muy bajas para las frutas y hortalizas. Esto puede sobre-
estimar los beneficios de los recubrimientos comestibles. Los recubrimientos deben ser
considerados en productos enteros y frescos cortados un complemento a la refrigeracion
adecuada. Estudios orientados tecnoldgicamente deben evaluar sus beneficios en condiciones

Optimas de almacenamiento (temperatura y humedad relativa).
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4. Interseccion entre la tecnologia de recubrimientos de frutas y métodos fisicos de poscosecha

a. Los tratamientos fisicos antes o durante la formacién del recubrimiento

La aplicacion de métodos fisicos a las materias primas puede modificar las propiedades de
los recubrimientos [79,80]. Los tratamientos térmicos, de alta presidon y de irradiacién han
demostrado inducir cambios en la funcionalidad de las peliculas. Los efectos son generalmente
mas marcados en las propiedades mecanicas, de solubilidad y de permeabilidad al vapor de agua
[81-88].

Los tratamientos térmicos suaves se utilizan en algunos casos para acelerar la formacion
de los recubrimientos [89,90,91]. El proceso de secado que se aplica a peliculas y recubrimientos
de proteina puede afectar el tipo y cantidad de interacciones covalentes (puentes disulfuro) y no
covalentes (interacciones hidrofébicas, idnicas y enlaces de hidrégeno), y por consiguiente las
propiedades de los materiales [92]. También para los polisacaridos la temperatura de secado
puede afectar las caracteristicas de las peliculas [93]. Del mismo modo, la humedad relativa y la
presidon durante el periodo de secado también se ha demostrado que afectan las propiedades de
biopolimeros de soja y amaranto [92,94,95]. Aunque estos tratamientos fisicos han sido en
muchos casos optimizados en base a las necesidades de material, pueden ser potencialmente
explotados para inducir respuestas horméticas en las materias primas, lo que podria maximizar el

resultado final del tratamiento combinado en el mantenimiento de la calidad.

b. Los tratamientos fisicos después de la formacion de recubrimiento

Estos enfoques pueden incluir i) la atmdsfera modificada que se establece en los
productos recubiertos debido al cambio de permeabilidad a los gases (CO,, O,, etileno) de los
frutos vegetales, o ii) cualquier cambio en el ambiente orientado a inducir una respuesta deseable

en el producto y en el recubrimiento propiamente dicho.

i) Atmdsferas modificadas inducidas por el recubrimiento: una vez que se establecio el
recubrimiento, el intercambio de gases entre la fruta y el medio ambiente se ve afectado,
proporcionando la oportunidad de generar atmdsferas modificadas en el interior de frutos
individuales. La composicidn gaseosa en el equilibrio estd determinada por una serie de factores

de los productos, por las propiedades del recubrimiento y por las condiciones ambientales.
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Factores del producto: la tasa respiratoria del vegetal es un factor determinante de la
atmodsfera modificada alcanzada. Esto depende de la especie, de la variedad y de su estado de
desarrollo [96]. La produccién y la acumulacién de etileno puede ser importante sobre todo en los

productos climatéricos recubiertos en las que puede aumentar la respiracion.

Caracteristicas del recubrimiento: todos los factores que afectan a la transferencia de
masa a través de la pelicula y el proceso de difusién tales como permeabilidad al O, y CO, y el
espesor determinardn la atmdsfera establecida. Los plastificantes, en general, aumentan la
permeabilidad de la pelicula. La polimerizacion y/o grado de entrecruzamiento de las proteinas o
polisacaridos, asi como los grupos funcionales/sustituyentes presentes en los polimeros modulan
la permeabilidad del recubrimiento. Los recubrimientos de proteinas y polisacdridos en general
presentan alta permeabilidad a las sustancias polares, tales como vapor de agua, y baja
permeabilidad a las sustancias no polares, como el oxigeno. Los recubrimientos de proteinas
parecen tener permeabilidad al oxigeno mas baja que los de celulosa. Ademas de la permeabilidad
absoluta de los diferentes recubrimientos, su selectividad también es un determinante principal

de la atmdsfera establecida [97,98].

Condiciones ambientales: |as frutas y hortalizas recubiertas se almacenan en su mayoria a
humedades relativas entre el 85-95%. En estas condiciones, algunos recubrimientos pueden
hidratarse, cambiando sustancialmente sus propiedades fisicas y quimicas [28,99]. En general, a
una humedad relativa baja, la permeabilidad a los gases de materiales en base a proteinas y
polisacaridos es menor que la del polietileno, lo que los hace materiales interesantes para ciertas
aplicaciones. Sin embargo, la permeabilidad de estos recubrimientos es altamente dependiente de
la humedad relativa [100]. Por ejemplo, la permeabilidad al oxigeno y didxido de carbono puede
aumentar hasta mil veces cuando estos materiales se llevan y mantienen a alta humedad relativa.
En materiales en base a proteinas, este efecto es mucho mayor para los gases "hidrofilos" (CO,)
que para los gases "hidrofobos" (O,) [101]. Es importante destacar que muchos de los métodos
estandar de caracterizacion de materiales utilizan humedades relativas que estan lejos (58%) de
aquellos en los que se van a utilizar en el recubrimiento de frutas y hortalizas frescas.

La temperatura de almacenamiento también tiene una alta influencia en la atmdsfera
alcanzada, ya que afecta de forma exponencial la tasa de respiracién frutas y hortalizas. Las

variaciones en la cadena de frio pueden dar lugar a la fermentacidon en productos recubiertos
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[103]. Las presiones parciales de CO, y O, en la atmdsfera de almacenamiento también pueden

influir en los niveles de gases en el equilibrio a través de alteraciones en la tasa de respiracién.

ii) Tratamientos fisicos post-recubrimiento: como se indicé previamente algunos tratamientos
fisicos pueden ser utilizados para inducir cambios deseables en la fisiologia vegetal [103]. La
evaluacion de los tratamientos térmicos post-recubrimiento ha recibido poca atencidon hasta
ahora. Se puede esperar que la irradiacion UV post-recubrimiento afecte poco al vegetal dada su
baja penetracion. Algunos trabajos han demostrado que las propiedades funcionales de los
biopolimeros también mejorarse si se los somete a algunos tratamientos fisicos después de su
formacién. La resistencia a la traccién de las peliculas de proteina de soja se mejord por irradiacion
UV o y. Esto es probablemente debido al alto contenido de tirosina y fenilalanina que pueden
entrecruzarse como consecuencia de la irradiacion [104,105]. Los cambios en el medio ambiente
después de la cosecha también pueden ser potencialmente explotados para modular las
propiedades funcionales de recubrimientos activados [106]. Cuando se incorporaron a envases de
tomate pads en base a proteina de soja activadas con 1-metilciclopropeno, absorbieron agua
facilitando la liberacion del activo y retrasando la maduracidn [107]. El empleo de tratamientos
térmicos compatibles con los vegetales durante el almacenamiento también puede ser
considerado una estrategia para modificar la velocidad de difusién de los aditivos presentes en la
matriz del recubrimiento. En algunos casos también podrian contemplarse como una estrategia
para aumentar la velocidad de las reacciones dependientes de la temperatura entre ingredientes
de recubrimiento (ej. reacciones enzimaticas). La liberacidon de compuestos activos presentes en
los recubrimientos por medios fotoquimicos (por ejemplo la radiacion UV-vis) puede ser otra

estrategia para explorar.

5. Conclusiones

Los recubrimientos comestibles y los métodos fisicos de poscosecha tienen una historia
relativamente larga como tratamientos para reducir el deterioro de las frutas y hortalizas
almacenadas y se han concebido como enfoques amigables con el ambiente para complementar la
refrigeracion. Si bien ambas estrategias han evolucionado de manera independiente, la aplicacidn
combinada podria maximizar los efectos beneficiosos sobre el mantenimiento de la calidad de los

productos frescos. Los recubrimientos deben ser considerados como un tratamiento
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complementario al control de temperatura adecuado en los productos frescos enteros y cortados.
En consecuencia, los estudios tecnolégicamente orientados deberian comparar sus beneficios
contra los controles sometidos al adecuado manejo poscosecha y su almacenamiento
(refrigeracion y alta humedad relativa). Esto determinara de manera inequivoca sus beneficios en
relacion con las practicas de manejo recomendadas. Resulta importante continuar los trabajos que
se vienen desarrollando para maximizar la funcionalidad de los recubrimientos para frutas y
hortalizas. La colaboracién activa entre los tecndlogos poscosecha y cientificos de materiales
puede ser de utilidad para acercar a estos dos campos. Los enfoques innovadores que vayan mas
alld de la busqueda de efectos aditivos por aplicacién de recubrimientos y tratamientos fisicos
combinados serdn valiosos. Algunas de las dreas que pueden ser exploradas incluyen la aplicacién
de tratamientos fisicos antes o durante la formacién de los recubrimientos que puede mejorar las
propiedades de los materiales y simultdneamente inducir respuestas horméticas en los vegetales.
Resulta necesario avanzar en la optimizacion de las atmédsferas modificadas generadas en
vegetales recubiertos. La viabilidad del uso de tratamientos fisicos leves luego de la formacion de
los recubrimientos para facilitar la liberacién de los principios activos todavia necesita ser
determinada. Por ultimo la realizacién de investigaciones que apunten a resolver las dificultades
técnicas que surgen durante los procesos de escalado puede ayudar a aumentar la transferencia

de aplicaciones de recubrimientos de la academia a la industria.
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